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RESUMO

O género Cryptosporidium pertencente ao filo Apicomplexa infecta répteis, peixes, aves e
mamiferos, incluindo o homem e apresenta importante papel como zoonose. Entre as espécies
deste protozoario o Cryptosporidium parvum apresenta-se como importante agente na diarreia
neonatal em ruminantes. Ainda sdo escassas as informacdes sobre a caracterizacdo molecular
do parasita em bufalos, desta forma objetivou-se caracterizar molecularmente
Cryptosporidium spp. em bufalos (Bubalus bubalis), para tanto foram utilizadas 122 amostras
de fezes de consisténcia normal, de animais de ambos os sexos com 0 a 12 meses de idade,
oriundos de quatro propriedades da regido da Baixada Maranhense, Brasil. As amostras foram
coletados diretamente da ampola retal e mantidos em freezer a -20°C até o momento da
extracdo de DNA. Os produtos da extragdo foram submetidas a técnica de nested PCR
utilizando-se primers especificos para género Cryptosporidium do gene 18S rRNA,
posteriormente foram realizados RFLP e sequenciamento genético para caraterizagdo das
espécies. A visualizagdo do resultado da PCR foi realizada por meio de gel de agarose a 1,5%.
Dos 122 animais analisados, 13,11% (16) amostras apresentam-se positivas. Por meio da
RFLP, 15 amostras apresentaram padroes de Cryptosporidium ryanae e uma de
Crysptosporidium parvum. Para a amostra identificada como C. parvum foi realizada nested
PCR do gene gp 60 e posteriormente sequenciamento genético. A sequencia obtida para C.
parvum identificou o subtipo [TaA20G1R1, sendo esta a primeira identificacdo molecular
deste subtipo no Brasil. Além disso foi possivel demonstrar a ocorréncia de C. ryanae e C.
parvum em fezes de animais sem sinais clinicos de diarreia, resaltando a importancia desses
animais como fonte de contaminacao ambiental.

Palavras-chave:  Criptosporidiose. Bubalinocultur. Cryptosporidium ryanae.
Sequenciamento genético.



MARTINS, Thais Agostinho. Occurrence and molecular characterization of
Cryptosporidium spp. in buffalo calves (Bubalus bubalis) in the region of baixada
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ABSTRACT

The genus Cryptosporidium belongs to the phylum Apicomplexa, described as cause of
infection in reptiles, fish, birds and mammals, including man, causing an important zoonosis.
Among the species of this protozoan Cryptospodidium parvum is important factor in neonatal
diarrhea in cattle, sheep, goats and buffaloes. Several authors carried out the evaluation of the
occurrence of this parasite, but information on the molecular characterization in buffaloes is
scarce. The study objected identify and molecularly characterize Cryptosporidium spp. in
buffaloes (Bubalus bubalis), 122 normal consistency feces samples were analyzed, from male
and female with 0 to 12 months of age, from four properties in the Baixada Maranhense
region of Brazil. Samples were collected directly from the rectal bulb and kept in a freezer at -
20°C until DNA extraction. The extraction products were submitted to a nested PCR
technique using primers specific to the genus Cryptosporidium of the 18S rRNA gene, later
RFLP and genetic sequencing were performed to characterize the species. Visualization of the
PCR result was performed by means of 1.5% agarose gel. Of the 122 animals analyzed,
13.11% (16) samples were positive. Through RFLP 15 samples showed patterns of
Cryptosporidium ryanae and one of Crysptosporidium parvum. For the sample identified as C.
parvum, nested PCR of the gp 60 gene was performed and later genetic sequencing. The
sequence obtained for C. parvum identified subtype [[aA20G1EIl. The use of the nested PCR
technique and genetic sequencing enabled the first molecular identification of the
[TaA20G1R1 subtype in Brazil, in addition to demonstrating the occurrence of C. ryanae and
C. parvum in animal feces without clinical signs of diarrhea, highlighting the importance of
these animals as source of environmental contamination.

Key words: Cryptosporidiosis. Buffalo cattle. Cryptosporidium ryanae. Cryptosporidium
parvum. Genetic sequencing.
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1 INTRODUCAO

Os bubalinos possuem importancia na economia de diversos paises
principalmente na Asia e América do Sul (DUBEY, 2008). No Brasil a bubalinocultura é uma
atividade de importancia que atrai adeptos devido ao excepcional desempenho zootécnico dos
animais. Além disso s3o extremamente versateis com produgdo de carne, leite e trabalho, em
todas as latitudes e longitudes, nas mais varidveis condigdes climaticas (SILVA et al., 2003).

A introdugdo dos bufalos no Brasil teve inicio a partir do final do século XIX
e sua grande adaptabilidade aos diferentes ambientes, sua elevada fertilidade e longevidade
produtiva, permitiram que o rebanho experimentasse uma evolugdo consideravel no Brasil
(BERNARDES, 2007). Somente entre os anos de 2012 e¢ 2013, houve um aumento de 5,6%
deste rebanho no territorio nacional (IBGE, 2013).

No Brasil o efetivo de bubalinos ¢ de 1,32 milhdo de cabegas com a maior
concentracao localizada na regido Norte com 66,5% do rebanho nacional, seguido pela regido
Sudeste com 11,32%, Nordeste 9,11%, Sul com 8,07% e Centro-Oeste 5% (IBGE, 2014).

A area escolhida para a introdugdo e desenvolvimento do bufalo, no estado
Maranhao, foi a Baixada Maranhense notadamente por reunir condi¢des naturais, tais como
pastagem nativa, inverno regular com quase seis meses de chuva e campos inundados durante
o periodo chuvoso (VASCONCELOS, 2012). Este estado possui o maior rebanho de bufalos
do nordeste com 63,9%, totalizando 80.672 cabecas, distribuidos pelas cinco mesorregides do
estado (IBGE, 2013). O mais significativo da producdo bubalina neste estado ¢ o espaco
geografico que ele ocupa, com areas disponiveis e condigdes favordveis para a criacdo de
bufalos em todo o territorio estadual (VASCONCELQOS, 2012).

Os bufalos sdo conhecidos por apresentarem grande resisténcia ao
desenvolvimento de doengas comuns aos bovinos. No entanto, o hébito de permanecerem
aglomerados por longos periodos favorece as infec¢des parasitarias, que podem leva-los a
apresentarem sinais clinicos (COCKRILL, 1981; LAU, 1999).

O género Cryptosporidium spp. responsavel por infec¢des e humanos e
animais, causando inflamac¢do e atrofia das vilosidades intestinais resultando em perda da
superficie de absor¢do e desequilibrio no transporte de nutrientes (THOMPSON; PALMER;
O'HANDLEY, 2008). Este parasita tem sido descrito como causa de surtos em humanos em
diversas regides do mundo e considerado o mais frequente agente de surtos de transmissao

hidrica, responséavel por 239 surtos entre os anos de 2011 ¢ 2016 (EFSTRATIOU, ONGERTH,
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KARANIS, 2017). Estima-se que a criptosporidiose ¢ a maior causa de mortes por diarreia em
criangas com menos de 5 anos de idade e como agente de grave doenca entérica em pessoas
imunodeficientes, podendo ocasionar a morte destes pacientes (SHOULTZ, de HOSTOS,
CHOY, 2016; CURRENT, GARCIA, 1991).

Nos animais de producdo a importancia da criptosporidiose ¢ traduzida tanto
pelo potencial zoondtico, de algumas espécies, como também pela perda econdmica que a
infec¢do promove (OLSON et al., 2004). Para a etiologia das diarreias neonatais C. parvum ¢
considerado importante por ser o enteropatdgeno mais comumente encontrado durante as
primeiras semanas de vida em ruminantes. O parasita frequentemente ¢ o agente principal da
doenca, mas esta torna-se mais acentuada quando outros agentes estdo associados
(RADOSTITS et al., 2000; SILVERLAS et al., 2013). A importancia da faixa etaria no estudo
da cripstosporidiose ¢ descrita por Ribeiro et al. (2000), que verificaram presenga de oocistos
de C. parvum em bufalos mais frequentemente na sexta semana de idade e com maior
prevaléncia em animais sem sinais de alteragcdes gastrointestinais, sugerindo que bezerros
bubalinos nao sintomaticos sao potenciais fontes de infec¢ao.

Os isolados de origem animal, humano e ambiental tém sido usados no intuito
de investigar, por meio da caracterizacdo molecular, o potencial zoondtico das espécies ou
gendtipos do protozoario (XIAO, FAYER, 2008). As pesquisas sobre Cryptosporidium em
bufalos foram, em grande parte, baseados na identificagao morfologica de oocistos ou por meio
de métodos imunoldgicos. Ambas as técnicas podem fornecer dados sobre a prevaléncia, porém
somente a biologia molecular ¢ capaz de identificar as espécies ou gendtipos do parasita, o que
¢ fundamental do ponto de vista de saude publica (FAYER, 2010). Sao escassos os numeros de
estudos relacionados a classificagdo molecular de Cryptosporidium em bubalinos, porém alguns
autores tém identificado C. parvum (GOMEZ-COUSO et al., 2005; CACCIO et al., 2007;
FENG et al., 2012; AQUINO et al., 2015), Cryptosporidium genétipo suino (AQUINO et al.,
2015), C. ryanae (AMER et al., 2013; AQUINO et al., 2015) e C. bovis (HELMY et al., 2013;
ABEYWARDENA et al., 2014; MA et al., 2015). Desta forma sdo necessarios estudos de
ocorréncia e caracterizagdo molecular de Cryptosporidium em bufalos para uma constante

atualizacdo destes animais como potenciais fontes de contaminagao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cryptosporidium spp

2.1.1 Historico

O parasita Cryptsoporidium foi descrito pela primeira vez em 1907 por Tyzzer
em glandulas gastricas de camundongos de laboratério. Posteriormente, em 1910, o mesmo
autor descreveu o parasita com maiores detalhes e citou a semelhanca deste ao grupo das
gregarinas, mas caracterizando-o como coccideo intracelular extra citoplasmatico. Mesmo com
a primeira descri¢do em 1907, somente em 1955 foi considerado como agente causador de
diarreia ao ser associado como causa desta doenca em perus (SLAVIN, 1955).

A primeira descri¢ao em bovinos foi realizada por Panciera et al. (1971), que
observaram diferentes estagios de desenvolvimento de Cryptosporidium nos microvilos do
epitélio jejunal de uma fémea de oito meses de vida com historico de anorexia e diarreia cronica.
Porém o impacto do Cryptosporidium como causa primaria de doenga foi negligenciada até ser
descrita como fator primario em surtos de diarreia em animais de produgdo (TZIPORI et al.
1980). Desde entdo a cripstosporidiose ¢ considerada causa de diarreia nos bovinos, com o C.
parvum sendo comumente encontrado nas fezes destes animais nas primeiras semanas de vida
(RADOSTITS et al., 2000; SILVERLAS et al., 2013).

Com o surgimento de pacientes com imunodeficiéncia causado pelo HIV a
ocorréncia deste parasita tomou maior interesse por causar grave doenga nestes pacientes, além
de acometer criangas com menos de cinco anos de idade e pessoas imunocompetentes (NIME
et al., 1976; MEISEL et al., 1976).

Em bufalos a primeira descri¢ao de Cryptosporidium foi realizada na Italia
por Canestri-Trotti, Quesada (1983) e no Brasil por Aratjo et al. (1996) que avaliaram a
ocorréncia da infec¢ao por Cryptosporidium spp. em 120 amostras fecais de bubalinos da regido
do Amap4, por meio da técnica de Sheather, constatando a presenca de oocistos em 10%
(12/120) das amostras. A identificacao da espécie foi baseada em critérios morfométricos
classificando os oocistos como C. parvum ¢ C. muris.

A analise molecular de Cryptosporidium spp. foi pioneiramente realizada por

Goméz-Couso et al. (2005) na Espanha, que observaram infec¢do em uma novilha bubalina.



16

Posteriormente foi descrito em diversos outros paises e atualmente, tem sido objeto de estudo
em bubalinos em diversas regidoes do mundo (ABEYWARDENA et al., 2014; AQUINO et al.,
2015; MA et al., 2015; IBRAHIM et al., 2016).

2.2.2 Classificacao e Taxonomia

O género Cryptosporidium pertence ao filo Apicomplexa, classe
Sporozoasida, subclasse Coccidiasina, ordem Eucoccidiorida, subordem Eimeriorina e familia
Cryptosporidiidae (ADL et al., 2005; FAYER, 2008). Porém, Carreno et al. (1999), Barta,
Thompson (2006) ¢ Kuo et al. (2008) sugeriram que Cryptosporidium ¢ geneticamente mais
proximo da classe das Gregarinas, devido a existéncia de estagios extracelulares no ciclo
bioldgico do Cryptosporidium andersoni, bem como, a sua multiplicagdo em meios de cultura
livre de células (HIJJAWI et al., 2002).

A classificacdo de Cryptosporidium no filo Apicomplexa vem sendo
questionado, desde 1910 Tyzzer relatava a semelhanga deste parasita ao grupo das gregarinas.
Ao analisar sequéncias genéticas foi observado que o Cryptosporidium ndo possui relagdo
genética proxima dos outros parasitas apicomplexas (JOHNSON et al., 1990; CAl et al., 1992).
E segundo Berto et al. (2014) trata-se de um parasita com caracteristicas semelhantes tanto as
gregarinas quanto aos coccideos superiores, podendo se apresentar como um grupo distinto
entre gregarinas e coccideos (BARTA et al., 2012).

A partir das classificacdes atuais Ryan et al. (2014) descrevem 27 espécies de
Cryptosporidium e 40 genotipos existentes, e entre as espécies de observadas em ruminantes
sdo elencados C. parvum, C. andersoni, C. bovis, C. ryanae, C. xiaoi e C. ubiquitum. Entre
estas, C. parvum ¢ considerada a espécie de maior importancia por ser zoonotica, porém C.
ubiquitum ja foi relatado parasitando humanos e animais (LI et al., 2014). Desta forma os
animais de producdo sdo considerados as maiores reservas de espécies € gendtipos zoonodticos
(XTAO, 2010).

Dentro da caracterizagdo do C. parvum somente alguns subtipos sdo
considerados zoondticos, os responsaveis por este carater sdo os Ila e Ild, parasitando tanto
humanos quanto ruminantes (XIAO, 2010). Segundo Diaz et al. (2010) e Quilez et al. (2013),
na Espanha, o subtipo Ila parasita preferencialmente bezerros enquanto o IId infectam com

maior frequéncia cordeiros e cabritos.
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Para C. ryanae a classificagdo ocorreu por Fayer et al. (2008), com a
inoculagdo experimental e caracterizagdo molecular e morfologica. Os oocistos de C. ryanae
sao morfologicamente distintos dos demais observados em mamiferos por apresentar o menor

tamanho e trés locus independentes das demais espécies descritas.

2.2.3 Ciclo Biolégico e Patogenia

Cryptosporidium ¢ capaz de se desenvolver nas células epiteliais do trato
gastrointestinal e respiratorio de animais vertebrados (XIAO et al., 2004). A transmissao pode
ocorrer de forma zooantropondtica, antropozoondtica, entre humanos e entre os animais, de
forma indireta por meio de alimentos e agua contaminados com oocistos e de forma direta pelo
contato entre os individuos (SMITH et al., 2006; WIDMER et al., 2012; MAIKAI; BABA-
ONOIJA; ELISHA, 2013; RYAN et al., 2014).

O ciclo inicia com a ingestdo de oocistos € apds a excistacdo, 0s quatro
esporozoitos sao liberados no intestino e invadem as c€lulas epiteliais. ApOs a invasao o parasita
se localiza de forma intracelular extra citoplasmatica, na superficie das microvilosidades das
células. O processo de reproducdo assexuada ¢ a primeira fase do ciclo com formagao de duas
geragdes sucessivas de merontes liberando oito € quatro merozoitos, respectivamente. Os
merozoitos liberados da segunda merogonia irdo formar os micro € macro gamontes, fase
sexuada do ciclo, que ap6s a fecundagao formarao o zigoto. Apds ocorrer duas divisdes, o zigoto
completa o ciclo formando o oocisto com parede dupla. Os oocistos sofrem uma multiplicacao
assexuada, a esporulacdo, e dentro de cada oocisto formam-se quatro esporozoitos, sem
presenca de esporocistos. Os oocistos infectantes eliminados sdo resistentes as condigdes
ambientais, garantindo desta forma a continuidade do ciclo em novos hospedeiros. Sao
formados dois tipos de oocistos os de parede fina, responsaveis pela autoinfeccdo do hospedeiro
(cerca de 20% dos oocistos produzidos) e os de parede espessa, liberados nas fezes, altamente

resistentes (equivalente a 80% do total) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo bioldgico do Cryptosporidium spp.
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Fonte: adaptado de RYAN, XIAO, 2009.

A manifestagdo clinica da critposporidiose é marcada por acentuada diarreia
nos animais. As formas de replicacdo entérica do parasita deslocam os microvilos e causam
eventualmente perda do epitélio superficial, esta provoca acentuada diminui¢do e fusdo das
vilosidades e alongamento das criptas devido a aceleragdo da divisdo celular para compensar a
perda celular. A combinacdo entre a perda da borda e altura das vilosidades diminui a
capacidade de absorcdo, diminuindo a absor¢ao de fluidos, eletrolitos e nutrientes a partir do
limen do intestino. A perda de enzimas digestivas ligadas 8 membrana contribui para marcada

ma digestao e da ma absor¢ao (TZIPORI; WARD, 2002).

2.2.4 Diagnostico Molecular

O diagnostico molecular estd baseado nas ferramentas moleculares capazes
de identificar material genético de Cryptosporidium spp. por meio de diferentes técnicas, que
sdo categorizadas em genotipagem, subtipagem, tipagem multilocus e gendmica comparativa

(RYAN et. al., 2014)
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Para a genotipagem, uma das técnicas mais utilizadas ¢ a PCR-RFLP, que
para ruminantes utiliza-se das enzimas de restricdo Sspl e Mboll. Neste caso, o produto da PCR
¢ clivado e apresenta um padrao distinto de bandas de acordo com a espécie presente. C. parvum
quando clivado pela enzima Mboll apresenta amplicons com 771 ¢ 76 pares de bases, enquanto
C. ryanae possui 574, 185 e 76 pares de bases (FENG et al., 2007).

A subtipagem ¢ mais utilizada para espécies zoonoéticas de Cryptosporidium,
com analise da sequéncia do gene gp60. Sao avaliadas as repeticdes dos trios de nucleotideos
TCA, TCG ou TCT da por¢ao final 5° (RYAN et al., 2014). Assim C. parvum recebe a
denominacdo da subfamilia como “II” com variagdes Ila, IIb, Ilc e assim por diante de acordo
com sequencias ja descritas e catalogadas em bancos de dados de acesso publico, como
GenBank, desta forma o subtipo ¢ classificado com o niimero e letra atribuido seguido das

repeti¢cdes das trios de nucleotideos.

2.3 Cryptosporidium em Bufalos

Em animais de produgdo a criptosporidiose apresenta grande importancia
tanto pelas perdas econdomicas ocasionadas por esta infec¢do, quanto pelo potencial zoondtico
que algumas espécies apresentam (OLSON et al., 2004). Particularmente sob este ultimo
aspecto, os bovinos neonatos sao identificados como os maiores reservatorios de espécies de
Cryptosporidium (PLUTZER; KARANIS, 2009; XIAO, 2010).

A idade dos bufalos, assim como para os bovinos, pode ser fator relevante na
infec¢do parasitdria. Mamun et al. (2011) relatam que bufalos jovens sdo 1,30 vezes mais
susceptiveis a infeccao do que bufalos adultos. Ao avaliar fezes de 179 bezerros de bufalos e
359 adultos, Amer et al. (2013) obtiveram 9,5% de positividade nos bezerros e nenhum animal
positivo entre os adultos. Uma porcentagem maior em animais jovens foi relatada, também, por
Ibrahim et al. (2016), animais com menos de dois meses de idade obtiveram 17,7% (8/45) de
positividade, enquanto os animais com dois meses a um ano 10,9% (6/55) e os com mais de um
ano de idade apresentaram somente 6,7% (2/30). Ainda com relagdo a idade, bufalos de pré
desmame apresentaram prevaléncia de 80% enquanto os animais de p6s desmame 28,8% (MA
etal., 2015).

Espera-se que sejam observadas espécies de Cryptosporidium semelhantes
entre bovinos e bufalos, todavia o padrdo molecular distinto tem sido descrito (GOMEZ-
COUSO et al., 2005). Em bovinos pré desmame C. parvum ¢ a principal espécie identificada,

porém nos bezerros desmamados C. bovis e C. ryanae sdo as espécies mais encontradas
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(SANTIN et al., 2004), sendo estas ultimas mais comumente identificadas em bovinos
assintomaticos (SANTIN et al., 2008). E bufalos, gendtipos com 99% de similaridade a C.
ryanae tem sido descrido com maior frequéncia do que outras espécies de Cryptosporidium
(FENG et al., 2012; AMER et al., 2013).

As frequéncias e as espécies de Cryptosporidium spp em bubalinos no Brasil
e algumas regides do mundo podem diferir conforme apresentado no Quadro 1. Na primeira
descrigdo molecular de Cryptosporidium em bufalos no Brasil, Aquino et al. (2015) obtiveram
48,2% de positividade, sendo C. ryanae a espécie mais frequente enquanto Condoleo et al.
(2007), na Italia, constataram uma ocorréncia de 14,7% (51/347) de coproantigenos em animais
assintomaticos com idade entre uma a nove semanas, em 90 propriedades rurais € uma
associacao positiva entre a infec¢ao e o numero elevado de bufalos (>100) na propriedade.

Entre as espécies descritas em fezes de bufalos estao C. parvum, C. ryanae,
C. bovis e C. suis. A espécie C. ryanae tem sido descrita frequentemente (FENG et al., 2012;
ABEYWARDENA etal., 2013; AMER etal., 2013; ABEYWARDENA etal., 2014; MA et al.,
2015), bem como, C. parvum de carater zoondtico, portanto, esses animais podem ser
considerados fonte de contaminagdo ambiental e infeccdo humana e animal
(ABEYWARDENA et al., 2013; AMER et al., 2013; AQUINO et al., 2015; ZAHEDI et al.,
2015; IBRAHIM et al., 2016).
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Tabela 1. Ocorréncia da infec¢do por Cryptosporidium em bufalos de acordo com a técnica
diagnostica utilizada e localiza¢ao geografica.

Espécies Numero de | % de Técnica Local Autor
animais positividade
examinados
- 120 10% Sheather Brasil Araujo et al., 1996
- 341 0% IFA Espanha | Gomez-Couso et. al,
2005
- 347 14,7 % ELISA Italia Condoleo et. al, 2007
C. parvum (6) | 57 14% IFA e PCR Italia Caccio et.al, 2007
18S
- 347 14,7% ELISA Italia Rinaldi et. al, 2007a
- 117 19,8% ELISA Italia Rinaldi et. al, 2007b
- 250 24% Ziehl-Neelsen | Paquistdo | Nasir et. al, 2009
C. ryanae (16) | 81 37% Ziehl-Neelsen | Nepal Feng et. al, 2012
RFLP 18S
gp60
C. parvum (2) | 476 13% PCR 18S Australia | Abeywardena et. al,
C. bovis (1) 2013
semelhante a
C. ryanae (54)
semelhante a
C. suis (1)
C. ryanae (10) | 179 9,5% Sheather e Egito Amer et. al, 2013
C. parvum (5) PCR 188
- 253 2,37% Concentragdo | Brasil Destro et al., 2014
formol-éter
modificado,
coloragao
fucsina
carbolica
- 297 9,.8% PCR 18S SriLanka | Abeywardena et. al,
2014
C. bovis (7) 181 23,8% PCR 18S China Ma et. al, 2015
C. ryanae (33)
C. parvum (4) | 50 30% PCR 18S Australia | Zahedi et. al, 2015
C. bovis (1)
C. parvum (2) | 50 12% PCR 18S Australia | Zahedi et. al, 2015
C. bovis (2)
C. ryanae (60) | 222 48,2% PCR 18S Brasil Aquino et al., 2015
C. parvum (1)
C. suis (2)
C. parvum (4) | 130 12,3% Ziehl-Neelsen | Egito Ibrahim et. al, 2016

e PCR COWP
gp60
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Determinar a ocorréncia e caracterizar molecularmente Cryptosporidium spp.

em bezerros bubalinos (Bubalus bubalis) da regido da Baixada Maranhense, Brasil.

4.2 Objetivos Especificos

Detectar por meio da nested PCR baseada no gene 18S rRNA
Cryptosporidium em fezes de bezerros bubalinos.
Identificar as espécies e avaliar filogeneticamente o distanciamento entre as

sequéncias obtidas.
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5 ARTIGO

PRIMEIRA IDENTIFICACAO DE Cryptosporidium parvum subtipo 11aA20G1R1 EM
BEZERROS BUBALINOS DO BRASIL

FIRST IDENTIFICATION OF Cryptosporidium parvum subtype 11aA20G1R1 IN
BUFFALO CALVES FROM BRAZIL

RESUMO

O Cryptosporidium ¢ o agente primario de importante zoonose de distribuicdo mundial. Em
bufalos, a identificacao deste parasita foi realizada em diferentes faixas etarias e podem ou nao
estar associados a quadros de diarreia. Entre as espécies ja descritas no Brasil € no mundo se
encontram Cryptosporidium parvum, C. ryanae, C. bovis e C. suis. O presente estudo teve por
objetivo caracterizar molecularmente Cryptosporidium de bufalos em quatro propriedades
leiteiras da regido da Baixada Maranhense, Brasil. Foram avaliadas 122 amostras de fezes ndo
diarreicas de animais na faixa ctaria de 0 a 12 meses de ambos os sexos, das ragas murrah,
mediterraneo e jafarabadi. Por meio da técnica de nested PCR 18S rRNA, RFLP e
sequenciamento genético, foi observado uma ocorréncia de 13,11% (16/122) de amostras
positivas. Destas, por meio da RFLP, 15 amostras apresentaram padroes de C. ryanae e uma de
C. parvum. A amostra identificada como C. parvum foi submetida a nested PCR do gene gp60
e posterior sequenciamento genético para subtipagem. As amostras com qualidade de
sequenciamento foram identificadas como C. ryanae (quatro amostras) e C. parvum subtipo
[TaA20G1R1 (uma amostra), sendo esta ¢ a primeira identificagdo do subtipo [TaA20G1R1 no
Brasil. A presenca deste parasita em fezes ndo diarreicas alerta para a importancia deste animal
como fonte de infec¢do e manutencdo do parasita no ambiente.

Palavras-chave: nested-PCR, criptosporidiose, Cryptosporidium ryanae, Cryptosporidium
parvum, diagndstico molecular.
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ABSTRACT

Cryptosporidum is the primary agent of important worldwide distribution zoonosis,
cryptosporidiosis. In buffaloes, the identification of this parasite was performed in different age
groups and may or may not be associated with diarrhea with prevalences between 0 and 37%.
Among the species already described in Brazil and in the world are C. parvum, C. ryanae, C.
bovis and C. suis. In this way the present study had the objective of evaluating the occurrence
and molecular characterization of buffalo Cryptosporidium spp. in four properties of the region
of Baixada Maranhense, Brazil. Were evaluated 122 samples of non-diarrheal feces from
animals aged 0 to 12 months of male and female. Through the technique of nested PCR 18S
rRNA, RFLP and genetic sequencing. An occurrence of 13.11% (16/122) of positive samples
was observed. Of these, through RFLP, 15 samples presented patterns of C. ryanae and one of
C. parvum. The sample identified as C. parvum was submitted to nested PCR of the gp60 gene
and subsequent genetic sequencing for subtyping. Samples with sequencing quality were
identified as C. ryanae (four samples) and C. parvum subtype [IaA20G1R1 (one sample). This
is the first identification of the [IaA20G1R1 subtype in Brazil. The presence of this parasite in
non-diarrheal feces alerts to the importance of this animal as a source of infection and
maintenance of the parasite in the environment.

Key words: nested-PCR, cryptosporidiosis, Cryptosporidium ryanae, Cryptosporidium
parvum, molecular diagnosis.
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5.1 Introducao

Cryptosporidium spp. ¢ um género do filo Apicomplexa capaz de infectar
uma grande variedade de espécies animais incluindo os seres humanos (CACCIO et al., 2005),
entre as espécies deste parasita que sdo consideradas zoonoticas estdo descritas, C. parvum, C.
meleagridis, C. canis, C. felis, C. muris, C. suis (XIAO, 2010). Dentre estes, C. parvum assume
um papel relevante na epidemiologia da doenga em humanos devido a sua grande frequéncia
de excregdo em fezes de animais (DUFOUR et al., 2012). E causa de surtos em humanos em
diversas regides do mundo e considerado o mais frequente protozodario em surtos de transmissao
hidrica, responséavel por 239 surtos entre os anos de 2011 ¢ 2016 (EFSTRATIOU; ONGERTH;
KARANIS, 2017).

A capacidade dos bubalinos em produzir e se reproduzir em locais onde
outras espécies de ruminantes ndo tem apresentado indices zootécnicos satisfatorios (JORGE,
2005), faz com que estes animais desempenhem uma relevante fungao na economia de diversos
paises principalmente na Asia e América do Sul (DUBEY, 2008). Assim no Brasil ocorreu um
crescimento substancial neste rebanho, 5,6% entre os anos de 2012 e 2013 (IBGE, 2013), com
um efetivo de bubalinos ¢ de 1,37 milhdo de cabegas (IBGE, 2015), com o estado do Maranhao
apresentando o maior rebanho da regido Nordeste com 67,75%, distribuidos pelas cinco
mesorregides (IBGE, 2015).

A criptosporidiose tem apresentado grande importdncia em animais de
producdo, tanto pelo potencial zoonético de algumas espécies, como também pela perda
econOmica ocasionada por esta infeccdo (OLSON et al., 2004). Sao escassos os numeros de
estudos relacionados a classificagdo molecular de Cryptosporidium em bubalinos, no entanto,
alguns autores tém identificado C. parvum (GOMEZ-COUSO et al., 2005; CACCIO et al.,
2007; FENG et al., 2012; AQUINO et al., 2015), Cryptosporidium genotipo suino (AQUINO
et al., 2015), C. ryanae (AMER et al., 2013; AQUINO et al., 2015) e C. bovis (HELMY et al.,
2013; ABEYWARDENA et al., 2014; MA et al., 2015). Na primeira descri¢do molecular de
Cryptosporidium em bufalos no Brasil, Aquino et al. (2015) obtiveram 48,2% de positividade,
sendo C. ryanae a espécie mais frequente. Em outras regides, como Egito ¢ Nepal, essa espécie
também tem sido descrita em bufalos (FENG et al., 2012; AMER et al., 2013).

Desta forma, estudos para caracteriza¢ao molecular de Cryptosporidium séo
fundamentais para o conhecimento da epidemiologia desse parasita em bubalinos. Assim, o

presente trabalho teve como objetivos determinar a ocorréncia Cryptosporidium spp. em
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bezerros de bufalos e identificar por meio de RFLP sequenciamento genético as espécies

presentes.

5.2 MATERIAL DE METODOS

5.2.1 Local de Estudo

As amostras foram obtidas de quatro propriedades, sendo duas em Vitoéria do
Mearim (03° 27' 44" S, 44° 52' 14" W), uma propriedade em Arari (03° 34' 46" S, 44° 39' 29"
W) e uma propriedade em Viana (03° 11' 46" S, 45° 00' 19" W), todas na regido da Baixada
Maranhense, no periodo de setembro a dezembro de 2014.

Esta regido esta localizada na mesorregido norte do estado e apresenta
aproximadamente seis meses de chuva (janeiro a junho) e campos inundados durante o periodo
chuvoso, sendo a temperatura média minima de 24° C entre margo e julho e a média maxima
de 29° C com pico em novembro (EL-ROBRINI; MARQUES; SILVA et al., 2006). E
caracterizada como uma planicie fluviolagunar, parcialmente coberta por agua pluvial e
vegetacdo de pasto (BANDEIRA, 2013).

As propriedades possuem sistemas de criagdo semi-intensivo, de exploragdo
leiteira e com a raca Murrah predominante nos rebanhos. Somente as propriedades nimero um

e quatro possuiam, também, Mediterraneo e Jafarabadi, respectivamente.

5.2.2 Amostras

Foram coletadas 122 amostras (66 machos e 56 de fémeas) de fezes de
bezerros bubalinos (Bubalus bubalis) de até 12 meses de idade. Destas 54 (28 machos e 26
fémeas) foram obtidas da propriedade nimero um, 16 (6 machos e 10 fémeas) da namero dois,
42 (29 machos e 13 fémeas) da nimero trés e 10 (3 machos e 7 fémeas) da numero quatro.

As amostras foram obtidas diretamente da ampola retal e mantidas em freezer
a-20°C até o momento da extragio de DNA. Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica
no Uso de Animais em Ensino e Pesquisa do Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e

Tecnologia do Maranhdo sob o niimero 23249.018982.2015-73.
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5.2.3 Extracdo de DNA, nested PCR e RFLP

Para realizacdo da extragdo de DNA 50ul de amostra foi adicionado ImL Tris
— EDTA (TE) e centrifugada (4000xg durante 15 minutos). Em seguida o sobrenadante foi
descartado e os sedimentos foram submetidos a trés ciclos de congelamento/descongelamento,
com congelamento a -80°C e aquecimento a 30°C em banho seco. Este material foi submetido
a extracdo de DNA com Kit comercial Nucleospin Tissue® (Macherey — Nagel, Diiren,
Alemanha).

Os produtos da extragdo foram submetidos a técnica de nested PCR em
triplicata para obtencdo de um fragmento de 825pb do gene 18S rRNA, com utilizagdo de
primers especificos para género Cryptosporidium (XIAO et al., 1999). Para a primeira reagéo,
foram utilizados os primers: Fwl: TTCTAGAGCTAATACATGCG e Rv2:
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA ¢ para a segunda reacdo, os primers continham as
sequéncias: Fw3: GGAAGGGTTGTATTTATTAGAT e Rv4:
AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA.

As reagdes foram realizadas em um volume de 25 pl contendo: 1 x PCR
buffer, 2,5 mM de MgCI2, 0,2 uM de DNTP, 0,2 uM de cada primer, 1,25 U de Platinum Taq
(Invitrogen®), 2,5 pl de DNA e H20 mili-Q estéril. A primeira e segunda reacdo foram
realizadas com ciclos idénticos de tempo e temperatura: Incubagao inicial 95°C por 5 minutos,
desnaturagdo 94°C por 45 segundos, anelamento 55°C por 45 segundos, sintese 72°C por 1
minuto e extensdo final 72°C por 5 minutos. A desnaturac¢do, anelamento e sintese repetiram-
se 34 vezes antes do passo de extensdo final.A visualiza¢do do resultado da PCR foi realizada
em gel de agarose a 1,5%, corado com SYBR® Safe (DNA Gel Stain; Invitrogen, Brasil),
visualizado por luz ultravioleta e foto documentado usando o programa LPix Imagem ST
(Loccus Biotecnologia).

As amostras positivas para Cryptosporidium spp., foram analisadas quanto ao
polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP) com as enzimas Sspl, Asel e
Mboll para a discriminacdo de espécies (XIAO et al.,, 1999; FENG et al., 2007). Foram
realizadas as reagdes separadas com 1X NEB® Buffer, SU de enzima (Sspl e Mboll) e 3U
(Asel), 5 pl do segundo produto de reacdo de PCR e dgua ultrapura até 20 pl. Para as clivagens
as suspensoes foram mantidas a 37 © C por uma hora e 65 ° C durante 15 minutos. Os produtos
da clivagem foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,5% corado com SyBR
Safe® (DNA Gel Stain; Invitrogen, Brasil) e foto documentados. Os padrdes de ligacao foram

comparados com imagens padrdo contidas em Cryptodb (http://www.cryptodb.org).
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Para amostra positiva identificada como C. parvum na RFLP foi entdo
realizada a nested PCR do gene gp60 (ALVES et al., 2003). Para a primeira reacdo, foram
utilizados os primers: F1: ATAGTCTCCGCTGTATTC e R2: GGAAGGAACGATGTATCT
e para a segunda reacdo, os primers continham as sequéncias: F3: TCCGCTGTATTCTCAGCC
e R4: GCAGAGGAACCAGCATC.

5.2.4 Sequenciamento e construcdo de arvore filogenética

Os amplicons sintetizados durante a nested-PCR foram submetidos a
purificacdo por meio do kit comercial PureLink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, Sao
Paulo, Brasil). Apos a purificagao, foram submetidos ao sequenciamento genético utilizando o
kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applyed Biosystems, Foster City, CA,
USA), por meio do ABI3730x1 Genetic Analyzer (Applyed Biosystems, Foster City, CA, USA).

Os dados obtidos apds o sequenciamento permitiram comparagdes entre
amplicons complementares de uma mesma amostra, o que permitiu a construgdo de sequencias
consensus que foram comparadas com sequéncias depositadas no Genbank por meio da
ferramenta Blastn, para determinac¢do de espécies.

O alinhamento das sequéncias foi realizado no software Bioedit Sequence
Aligment Editor 7.2.5, incluindo amostras de referéncia. Por meio dos consensus, com a
utilizacao do software MEGA6 (TAMURA et al., 2013), foi construida a arvore filogenética
comparando os isolados obtidos e outros isolados cujas sequéncias estdo depositadas no
Genbank. Os parametros utilizados para a construcdo da arvore filogenética foram obtidos pelo
método da maxima verossimilhanga com o Kimura dois parametros da distancia (KIMURA,
1980). As andlises estatisticas de arvores filogenéticas foram determinadas pelo método

bootstrap em 1000 repetigoes.

5.2.5 Anélise estatistica

As varidveis estudadas foram avaliadas com o teste de qui-quadrado e adotou-

se o nivel de significancia de 5%, utilizando o Programa OpenEpi 3.03a.
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5.3 Resultados

Dos 122 animais analisados, foi observada uma positividade de 13,1% (16
amostras) para Cryptosporidium spp. pela técnica de nested-PCR do gene 18S rRNA. A
positividade nas fémeas e machos foi de 14,3% e 15,7% respectivamente (p = 0,93) e duas
propriedades apresentaram animais positivos (propriedade 1 e 3).

As 16 amostras positivas foram submetidas a RFLP e identificadas como C.
ryanae (15 amostras) e C. parvum (uma amostra). A amostra de C. parvum, foi submetida a
nested PCR do gene gp 60 e posterior sequenciamento genético com identificacdo do subtipo
[TaA20G1R1. Das amostras positivas para C. ryanae quatro obtiveram indices satisfatorios em
quantidade e qualidade de DNA para sequenciamento genético a partir do gene 18S rRNA que
se confirmaram como C. ryanae com identidade genética de 99% a 100% com amostras
depositadas no GenBank.

A concordancia dos resultados obtidos nas comparagdes com a ferramenta
Blastn foi possivel apos a realizagdo das analises filogenéticas das sequencias CONsSensus e
construgdo das arvores filogenéticas apresentadas nas Figuras 2 e 3. Para C. ryanae somente
um grupamento de espécies foi formado com todas as amostras agrupando-se com a sequéncia
padrdo C. ryanae (JN400880.1). A amostra de C. parvum se encontra no grupamento com a
sequéncia padrao do subtipo [IaA20G1R1 (KJ158750.1).
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Figura 2 — Arvore filogenética de sequencias do gene 18S rRNA de Cryptosporidium de bufalos
(Bubalus bubalis) da baixada Maranhense ¢ de outras espécies de Cryptosporidium disponiveis
no GenBank.

~ CryBrBuf2
CryBrBuf3
g | CryBrBuf4
CryBrBufa

93| | Cryptosporidium ryanae (JQ002560.1)
75 L Cryptosporidium ryanae (JX559848.1)
L—— Cryptosporidium bovis (EU408317.1)
Cryptosporidium baileyi (L19068.1)

Cryptosporidium meleagridis (AF180339.1)
W[ﬁkyptosporidium parvum (JQ413434 1)
70 - Cryptosporidium hominis (KP314259.1)

Eimeria bovis (KU351723.1| )

0.02
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Figura 3 — Arvore filogenética de sequéncia do gene gp60 de Cryptosporidium de bufalo
(Bubalus bubalis) da baixada Maranhense ¢ de outras espécies de Cryptosporidium disponiveis
no GenBank.
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5.4 Discussao

Estudos de nested PCR em bufalos, baseados no gene 18S rRNA, tem
apresentado positividade para bezerros de 8,4% no SiriLanka (ABEYWARDENA et al., 2014),
9,5% no Egito (AMER et al., 2013) e 48,2% no Brasil (AQUINO et al., 2015). Para outras
técnicas como ELISA, também em bezerros, a porcentagem observada foi de 14%, 14,7% e
19,8% na Italia (CACCIC) et al., 2007; CONDOLEO et al., 2007; RINALDI et al., 2007). Para
IFT foi observado 0% na Espanha (GOMEZ-COUSO et al., 2005) e para coloracao de Ziehl-
Neelsen as ocorréncias encontradas sao de 12,3% no Egito (IBRAHIM et al., 2016), 25,6% no
Paquistao (NASIR et al., 2009) e 37% no Nepal (FENG et al., 2012), desta forma os resultados
acima descritos se encontram dentro das prevaléncias esperadas.

Assim como as prevaléncias, as espécies descritas no presente estudo estdo
entre as relatadas em bufalos no Brasil e em diferentes regides do mundo. No Brasil, Aquino et

al. (2015), avaliando, também, bezerros bubalinos, obtiveram positividade 48,2% (107/222) e
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identificacdo de C. ryanae (60 amostras), C. parvum (uma amostra) ¢ C. suis (duas amostras).
Bem como no presente trabalho outros autores tem observado uma maior frequéncia de C.
ryanae que outras espécies de Cryptosporidium em bufalos (AMER et al., 2013; FENG et al.,
2012; AQUINO et al., 2015; MA et al., 2015).

Na Australia, Abeywardena et al. (2013) e Zahedi et al. (2015) observaram
resultados semelhantes ao presente trabalho, com 13% (62/476) e 12% (6/50) de positividade
respectivamente. Porém com identificagdo de C. bovis, C. suis, C. parvum ¢ C. ryanae no
primeiro trabalho e C. bovis e C. parvum no segundo. Este resultado pode ser explicado pelo
fato dos bufalos estudados no presente trabalho se encontrarem em condi¢des climaticas
semelhantes aos estudados por Zahedi et al. (2015) na Australia.

No presente trabalho a porcentagem de positividade estre machos e fémeas
pode estar relacionado ao fato dos animais compartilharem o mesmo ambiente. Porém machos
apresentam um numero maior de positividade, sendo este fato também observado por Ibrahim
et al. (2016) no Egito. Estes autores obtiveram 14,5% dos positivos (8/55) entre os machos e
10,7% (8/75) entre as fémeas, com um total 12,3% (16/130) de amostras positivas para
Crypstosporidium.

A caracterizagdo de C. parvum I1aA20GIRI1 ¢é a primeira deste subtipo no
Brasil, que ja foi descrito em bovinos na Servia e Montenegro (MISIC, ABE, 2007), Suécia
(SILVERLAS et al., 2013) e Argentina (TOMAZIC et al., 2013; Del COCO et al., 2014). Este
subtipo ndo apresenta até 0 momento descricdo em humanos, porém a subfamilia Ila ¢ relatada
como zoonotica (XIAO, 2010).

Desta forma a ocorréncia de Cryptosporidum em bezerros assintomaticos ja
relatada em outros trabalhos (NASIR et al., 2009; AQUINO et al., 2015; IBRAHIM et al., 2016)
e também descrita no presente estudo, ressalta a importancia destes animais para manutengao
desta parasitose nos rebanhos, servindo de fonte de infec¢dao para bufalos recém introduzidos
no mesmo ambiente. A faixa etaria, se mostra como fator relevante ja que bufalos jovens sao
1,30 vezes mais susceptiveis a infeccdo do que bufalos adultos (MAMUN et al., 2011).

Assim continuam sendo necessarios estudos epidemioldgicos e de
caracterizagdo molecular das espécies presentes nos bufalos a fim de obter resultados do real

potencial destes animais como fonte de contaminacao ambiental.
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5.4 Conclusao

Este trabalho apresenta a primeira caracterizacdo molecular de
Cryptosporidium em bufalos da regido nordeste do Brasil ¢ a primeira descri¢do de C. parvum
subtipo [1TaA20G1R1 no Brasil. A ocorréncia desta parasitose em animais sem sinais clinicos
de diarreia demonstra a importancia dos assintomaticos para manuten¢do deste parasita nos

rebanhos.
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6 CONCLUSAO GERAL

- O trabalho apresenta a primeira descrigdo de caracterizagdo molecular de
Cryptosporidium em bezerros de bufalos da regido nordeste e de C.
parvum subtipo [TaA20G1R1 no Brasil.

-A técnica de Nested PCR do gene 18S foi eficiente na identificacao de
Cryptosporidium em fezes de bufalos.

- Foi possivel a construg¢do de arvore filogenética com formagdo de somente
um grupamento com a espécie C. ryanae.

- Os bubalinos agem como fonte de infeccdo e manutengdo do parasita no

rebanho.
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