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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi pesquisar a prevaléncia de Cryptosporidium spp.;
determinar os principais fatores de risco associados a infec¢ao, além de comparar
protocolos de nPCR por meio da amplificagdo do gene 18S SSU (Small Subunit) e
28S LSU (Large Subunit), a fim de testar a especificidade e a capacidade de
amplificagdo dos primers de cada protocolo para o diagnéstico do protozoario em
amostras fecais de bovinos leiteiros da regiao Oeste do Parana, Brasil. Apds a
realizagcao do calculo amostral foram coletadas 576 amostras fecais de bovinos com
até 12 meses de idade, provenientes de 65 propriedades de quatro municipios da
regido: Cascavel, Marechal Candido Rondon, Palotina e Toledo. Em todas as
propriedades foi aplicado um questionario epidemiolégico a fim de detectar os
principais fatores de risco associados a infecgao por Cryptosporidium spp. As
amostras foram analisadas por meio de microscopia Optica, nested-PCR (nPCR) e
sequenciamento do DNA. Das amostras analisadas, 22% (128) foram positivas na
analise microscopica e a idade dos animais, area total da propriedade, sistema de
producdo e quantidade de animais que compdem o rebanho foram os principais
fatores de risco associados a infecgdo. Todas as amostras positivas na analise
microscopica foram submetidas a dois protocolos de nPCR. Das 126 amostras
analisadas, 60,32% (76/126) foram amplificadas pelo protocolo do gene SSU,
enquanto, 44,4% (55/126) das amostras amplificaram o segmento do gene LSU.
Todas as amostras amplificadas foram submetidas ao sequenciamento genético e
analisadas para identificagado das espécies por meio da consulta ao banco de dados
(BLAST®). A amplificagdo de cada gene possibilitou a identificagdo de quatro
espécies, sendo estas C. parvum (41), C. bovis (8), C. ryanae (5) e C. muris (1) pelo
amplificado do gene 28S rRNA (LSU) e C. parvum (34), C. bovis (8), C. ryanae (4) e
C. andersoni (2), pelo amplificado do gene 18S rRNA (SSU). Embora o protocolo de
nPCR (LSU) tenha apresentado maior especificidade, a analise filogenética
evidenciou que o protocolo de nPCR amplificando o gene SSU permitiu maior
diferenciacao entre as espécies de Cryptosporidium. Desta forma o aprimoramento
dos ensaios com a utilizacdo de novos primers deve contribuir na busca de maior
especificidade no diagnaostico.

Palavras-chave: Diagnodstico molecular, protozoario, pecuaria leiteira, zoonose.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the prevalence of Cryptosporidium spp., to
determine main risk factors associated with infection, and compare nPCR protocols by
amplification of the 18S SSU (Small Subunit) and 28S LSU (Large Subunit) gene to
test the specificity and amplification capacity of the primers of each protocol for the
diagnosis of the protozoan parasite in fecal samples from dairy cattle in western
Parana, Brazil. After sample calculation, 576 fecal samples were collected from
bovines up to 12 months old from 65 properties in four municipalities of the region:
Cascavel, Marechal Candido Rondon, Palotina and Toledo. An epidemiological
questionnaire was applied to all properties to detect the main risk factors associated
with Cryptosporidium spp. infection. Samples were analyzed by light microscopy,
nested-PCR (nPCR) and DNA sequencing. Of the samples analyzed, 22% (128) were
positive in the microscopic analysis and the age of the animals, total area of the
property, production system and number of animals in the herd were the main risk
factors associated with infection. All positive samples in the microscopic analysis were
submitted to two nPCR protocols. Of the 126 samples analyzed, 60.32% (76/126) were
amplified by the SSU gene protocol, while 44.4% (55/126) of the samples amplified the
LSU gene segment. All amplified samples were submitted to genetic sequencing and
analyzed for species identification by consulting the database (BLAST®). The
amplification of each gene allowed the identification of four species: C. parvum (41),
C. bovis (8), C. ryanae (5) and C. muris (1) using the amplified 28S rRNA gene (LSU),
and C. parvum (34), C. bovis (8), C. ryanae (4) and C. andersoni (2), using the
amplified 18S rRNA gene (SSU). Although the nPCR protocol (LSU) showed greater
specificity, phylogenetic analysis showed that the nPCR protocol amplifying the SSU
gene allowed greater differentiation between Cryptosporidium species. Thus, the
improvement of assays with the use of new primers should contribute to the search for
greater specificity in diagnosis.

Keywords: Molecular diagnosis, protozoan, dairy cattle, zoonosis.



CAPITULO Il

FIGURA 1 -

LISTA DE FIGURAS

ANALISE SEMIQUANTITATIVA DAS LAMINAS CORADAS PELO
METODO DE ZIEHL-NEELSEN
MODIFICADO.....cciiiiieiite et 53

FIGURA 2 - ARVORE FILOGENETICA BASEADA NAS SEQUENCIAS PARCIAIS

DA PEQUENA SUBUNIDADE DO GENE DO RNA RIBOSSOMICO
NUCLEAR (SSU) POR INFERENCIA BAYESIANA (IB).......oorvven.... 57

FIGURA 3 - ARVORE FILOGENETICA BASEADA NAS SEQUENCIAS PARCIAIS

DA GRANDE SUBUNIDADE DO GENE DO RNA RIBOSSOMICO
NUCLEAR (LSU) POR INFERENCIA BAYESIANA (IB).......c.c..c........... 58



TABELA 1 -

CAPITULO |

TABELA 1 -

TABELA 2 -

TABELA 3 -

TABELA 4 -

LISTA DE TABELAS

OCORRENCIA DE Cryptosporidium spp. EM BOVINOS DE DIVERSOS
ESTADOS DO BRASIL, DE ACORDO COM A TECNICA EMPREGADA
PARA O DIAGNOSTICO E A FAIXA ETARIA
AMOSTRADA . ..t e e e e e e e e e e e e e e aaaaans 18

QUANTIDADE DE ANIMAIS POSITIVOS E NEGATIVOS NA
DETECCAO MOLECULAR DE Cryptosporidium spp. EM AMOSTRAS
FECAIS DE BOVINOS LEITEIROS DA REGIAO OESTE DO PARANA
POR MEIO DA TECNICA DE NPCR......ocoiviieeiieeeeeeeeeeeeeeee e 34
ESPECIES DE Cryptosporidium, DE ACORDO COM A IDADE DE
CADA ANIMAL, IDENTIFICADAS A PARTIR DOS AMPLIFICADOS DO
PROTOCOLO DE nPCR QUE VISA A AMPLIFICACAO PARCIAL DO
GENE 28S LSU rRNA POR MEIO DA ANALISE COMPARATIVA EM
BANCO DE DADOS.......ooiiieeieeee ettt 35
ANALISE UNIVARIADA DOS FATORES ASSOCIADOS A EXCRECAO
DE OOCISTOS DE Cryptosporidium spp. EM AMOSTRAS FECAIS DE
BOVINOS LEITEIROS DE 0 A 12 MESES DE IDADE PROVENIENTES
DE 65 PROPRIEDADES LEITEIRAS DA REGIAO OESTE DO
PARANA ..ottt 35
ODDS RATIO (OR) E UM IC 95% CALCULADOS PARA OS FATORES
ASSOCIADOS A EXCRECAO DE OOCISTOS DE Cryptosporidium spp.
EM AMOSTRAS FECAIS DE BOVINOS LEITEIROS DA REGIAO
OESTE DO PARANA ...ttt 37



CAPIiTULOII

TABELA 1 - COMPARACAO DE PROTOCOLOS DE NPCR POR MEIO DE
DIFERENTES LOCUS GENICOS (SSU E LSU) E AS ESPECIES
IDENTIFICADAS PELO SEQUENCIAMENTO DO MATERIAL
GENETICO OBTIDO A PARTIR DE AMOSTRAS FECAIS DE
BOVINOS DA REGIAO OESTE DO PARANA, BRASIL........o.coove....... 53



ADAPAR —
AIDS —
CE -
CF -
CS -
DEFF —
DNA —
ECF —
ELISA —
FAO —
GO -
IBGE —
IC —
IFD —
LSU -
MG —
MS —
nPCR —
pb —
PCR -
PR -
gPCR -
RJ -
rRNA —
RS -
SC -
SP —
spp. —
SSU -
Taq —
UF —
ZNM —

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parana
Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
Ceara

Centrifugo flutuacao

Centrifugo sedimentagéo

Design Effect

Acido Desoxirribonucleico

Escore de Consisténcia Fecal

Ensaio de imunoabsorcéo enzimatica
Organizagao das Nag¢des Unidas para Alimentagao e Agricultura
Goias

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Intervalo de Confianca
Imunofluorescéncia Direta

Large Subunit

Minas Gerais

Mato Grosso do Sul

Dupla reacdo em Cadeia pela Polimerase
Pares de base

Reacdo em Cadeia da Polimerase
Parana

PCR em tempo real

Rio de Janeiro

Acido Ribonucleico Ribosomal

Rio Grande do Sul

Santa Catarina

Sao Paulo

Espécies

Small Subunit

DNA polimerase termoestavel

Unidade da Federacao

Ziehl-Neelsen modificado



LISTA DE SiMBOLOS

Porcentagem
Marca registrada
Graus Célsius
Microlitros
Minutos
Mililitros
Picomolar

Segundos



SUMARIO

1INTRODUGAO ..., 15
2 REVISAO DE LITERATURA ...........oomiieiieeeeeeeeee e 16
2.1 CryptoOSPOLIQIUM SPP. .eueueeeeeeeeeeeeeeee e e e e e ettt e e e e e e e e e eesaaraa s e e e aaaeeeannes 16
2.1.1 CaracteriStiCas........uuuvviiiiiiiiii 16
2.1.2 DIStrIDUIGAO ....cceeeeeeieie et e e e e e e e e e e e eenanna 18
2.1.3 Estrutura e Ciclo BiOlOGICO........cccoeiiiiiiiiiiiii 19
2.1.4 Patogenia e Manifestagdes Clinicas..........ccccceeeeiiiiii 20
2.1.5 Métodos de DIiagnOStICO .........uuiiiiiiiie e 20
REFERENCIAS .........cooooiiieeeeeee et 24
3PRODUGAO CIENTIFICA .........oonieieeeeeeeeeeeeeeee e 28

4 CAPITULO | - PREVALENCIA DE Cryptosporidium spp. EM
AMOSTRAS FECAIS DE BOVINOS LEITEIROS E OS PRINCIPAIS
FATORES DE RISCO ASSOCIADOS AINFECGAO ...........cccoooveenannn. 29

5 CAPITULO II - COMPARACAO DE PROTOCOLOS DE nPCR
APLICADOS PARA O DIAGNOSTICO DE Cryptosporidium spp. EM

AMOSTRAS FECAIS DE BOVINOS. ... 46
B CONCLUSAO. ...ttt 65
7 CONTRIBUIGOES...........oooiiiiiiceeeeeee e 65
APENDICE 1 — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO PROPRIEDADE .....67
APENDICE 2 — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO INDIVIDUAL............ 69

APENDICE 3 — INSTRUGOES AOS AUTORES...............ccocooveveueeereieennn 70



15

1 INTRODUGAO

A producdo de leite apresenta grande importancia para o agronegocio,
atualmente o Brasil é o terceiro maior produtor de leite do mundo (FAQO, 2019) e os
principais estados produtores sdo Minas Gerais, Parana, Rio Grande do sul, Sédo
Paula e Santa Catarina (IBGE, 2021).

A regido Sul ganha destaque por ser considerada a maior produtora de leite
do pais. No Parand, a regidao Oeste se destaca como a maior produtora do estado,
nessa regiao as cidades de Cascavel, Toledo e Marechal Candido Rondon, possuem
uma grande importancia, pois estao entre as 10 cidades com maior producgéo de leite
do pais (IBGE, 2018).

Diversos fatores podem colaborar para melhorar os indices zootécnicos na
pecuaria leiteira, algumas regides concentram um maior nivel de tecnificacédo e alta
producao (ZOCCAL et al., 2008), contando com mao de obra e assisténcia qualificada,
ordenhas mecanizadas, instalagdes, higiene e manejo geral adequados, agua e
alimento de qualidade (quantitativamente e qualitativamente), enquanto outras, ficam
caracterizadas pela produgao de subsisténcia com pequena produgao diaria de leite.
Embora ndo exista um padrao de produgdo, a maioria das propriedades leiteiras do
pais desenvolvem a atividade familiar com pequena a média produgao (ZOCCAL et
al., 2008).

Apesar do Brasil ser considerado o terceiro maior produtor de leite do mundo,
a produtividade por animal é baixa quando comparado com outros paises (FAO,
2019). Diversos fatores podem causar impactos na produgéo de bovinos, entre eles
estdo as doencas gastrointestinais, estas podem ser decorrentes de diferentes
causas, sendo infecciosas ou nao infecciosas. Varios patégenos podem ocasionar
desordens gastrointestinais, como os parasitas, virus e bactérias (CRUVINEL et al.,
2020), o que leva a prejuizos na producao, devido a diarreia, anorexia, redugao na
taxa de crescimento, queda na produgdo, alta morbidade e mortalidade,
especialmente nos animais mais jovens (CRUVINEL et al., 2020;
MOHTESHAMUDDIN et al., 2020).

Entre os principais agentes que causam afec¢bes gastrointestinais nos
bovinos estédo os protozoarios do género Cryptosporidium spp., que sao considerados
importantes agentes envolvidos na diarreia neonatal bovina (BERTONI, 2020), doenga

que causa grandes perdas nos rebanhos em todo o mundo (TAKIUCHI et al., 2006).
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Cryptosporidium spp. frequentemente infecta os ruminantes e além de causar
problemas para saude animal e perdas econbmicas na producio, esse protozoario &
um problema de saude publica devido ao elevado potencial zoonético que apresenta
(SANTIN, 2020). Diversos estudos demonstraram que o contato dos humanos com
bovinos foi determinado como um fator de risco para aquisi¢ao da criptosporidiose
(GOH et al., 2004; ROY et al., 2004).

Na regido Oeste do estado do Parana os unicos dados sobre a infecgéo por
Cryptosporidium spp., em bovinos leiteiros, foram publicados por Dall agnol et al.
(2021) e sao referentes a um surto de diarreia neonatal bovina em uma unidade de
criagcao de bezerros.

Visto a importancia desse agente patogénico sobre a saude e produgéo
animal, o presente trabalho aborda as caracteristicas do Cryptosporidium spp., ciclo
bioldgico, patogenia, manifestagcdes clinicas, métodos de diagndstico disponiveis,
prevaléncia e os principais fatores de risco associados a infecgdo na bovinocultura

leiteira da regido Oeste do Parana.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cryptosporidium spp.

2.1.1 Caracteristicas

Cryptosporidium spp. € um protozoario do filo apicomplexa, por muito tempo
foi considerado um coccidio, mas com base em analises genéticas passou por uma
reclassificacdo, e hoje pertence a classe Gregarinomorphea e subclasse
Cryptogregaria (CLODE et al., 2015). Esse protozoario foi relatado pela primeira vez
em 1907 por Ernest Edward Tyzzer, que descreveu o achado de C. muris em
glandulas gastricas de camundongos de laboratério (TYZZER, 1907). Apos descrever
o ciclo desse protozoario (TYZZER, 1910), Tyzzer (1912) identificou uma segunda
espécie, C. parvum, porém essa afetava as vilosidades do intestino delgado de
camundongos de laboratério e neste caso, constatou que o tamanho dos oocistos era
menor.

Mesmo apés a descoberta do Cryptosporidium spp. por muito tempo ele foi

confundido com protozoarios do género Sarcocystis spp., isto porque os oocistos de
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Sarcocystis spp. possuem paredes delgadas que podem se romper, quando isso
acontece os esporocistos ficam livres e em seu interior possuem quatro esporozoitos,
assim como os oocistos de Cryptosporidium spp. (XIAO et al., 2004).

Ao longo do tempo varias espécies foram descritas e esses protozoarios séo
capazes de infectar uma ampla gama de hospedeiros, como mamiferos, aves, répteis,
peixes, anfibios e inclusive, o homem (FAYER et al., 2010).

A importancia veterinaria para os bovinos surgiu na década de 1970, quando
Panciera et al. (1971) descreveram o primeiro relato da doenga com o diagndstico
comprovado por meio da histopatologia, que proporcionou a visualizagao de diferentes
estagios do protozoario presentes especialmente sob o apice das vilosidades
intestinais. O Cryptosporidium parvum passou a ser reconhecido como um dos
agentes mais importantes para a diarreia neonatal bovina, enfermidade que pode
causar perdas econdmicas decorrentes do retardo no crescimento dos animais,
gastos com medicagbes e mortalidade, especialmente nos animais mais jovens, com
até um més de vida (SANTIN et al., 2008; OUAKLI et al., 2018).

Em humanos, os primeiros relatos surgiram em 1976 e a diarreia aquosa
grave foi a principal manifestacao clinica nas infec¢gées (MEISEL et al., 1976; NIME et
al., 1976). A doenca ficou reconhecida como um problema de saude publica por ser
uma causa comum de diarreia aguda em pessoas imunocompetentes e/ou
imunocomprometidas, especialmente os pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) que apresentam um quadro mais grave (ndo € autolimitante e dura
mais tempo) (CURRENT et al., 2003). Em nivel mundial, a maior parte das infec¢des
em humanos sao ocasionadas pelo C. hominis e C. parvum (XIAO e FENG, 2008). Os
bovinos sdo considerados os principais reservatérios de espécies zoonodticas.
Cryptosporidium parvum é um dos principais agentes que causam diarreia nessa
espécie, em especial nos bezerros neonatais e, C. hominis ja foi considerado como
uma espécie restrita aos seres humanos, porém pesquisas mais recentes o
identificaram em bovinos (sintomaticos e assintomaticos) (RAZAKANDRAINIBE et al.,
2018).
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2.1.2 Distribuicao

Cryptosporidium spp. € um patégeno que apresenta distribuicdo global e a sua
ocorréncia varia de acordo com a amostragem, tamanho da populagao e métodos de
diagndstico empregados (SANTIN et al., 2020; WADE et al., 2000).

No Brasil, a ocorréncia de Cryptosporidium spp. em bovinos varia de 1% a
87% (TABELA 1) e no estado do Parana as taxas vao de 10% a 23% (CARDOSO et
al., 2008; MUNIZ NETA et al., 2010; TOLEDO et al., 2017; HOLSBACK et al., 2018).

TABELA 1 - Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em bovinos de diversos estados do Brasil,
de acordo com a técnica empregada para o diagnéstico e a faixa etaria amostrada.

Numero de

Referéncia UF animais Técnica Faixa etaria % Positivos
(meses)
amostrados
Martins et al. (2020) RS 45 A‘}‘g.am'”a e bezerros 8,9
inyoun
Holsback et al. (2018) PR 64 nPCR (SSU) 0-36 23,4
Heckler et al. (2015) MS 85 ZNM 0-24 63,5
Muniz Neta et al. (2010) BA 156 ZNM 1->12 87,2
Langoni et al (2004) SP 203 ZNM <1 21,3
Cruvinel et al. (2020) . 361 CS + verde de <1 51,5
malaquita
Cardoso et al. (2008) sP 849 C'; com soluggo 0-24 1
e sacarose
Toledo et al. (2017) PR 937 ZNM 0-24 10,2

*RS, PR, SC, RJ, SP, MG, GO e CE. CF: Centrifugo flutuagdo; CS: Centrifugo sedimentagéo; ZNM:
Ziehl-Neelsen modificado.

Na regido Oeste do estado do Parana, escolhida para realizagdo deste
estudo, os unicos dados sobre a infecgdo por Cryptosporidium spp., em bovinos,
foram publicados por Dall agnol et al. (2021) e sao referentes a um surto de diarreia
neonatal bovina em uma unidade de criagao de bezerros.

Outra condi¢ao que interfere na ocorréncia de Cryptosporidium spp. sao os
fatores de risco, que variam de acordo com a regido e a propriedade estudada. Nos
bovinos, os fatores de risco mais estudados sdo: idade, raga (puro vs mestico),
caracteristicas macroscopicas das fezes, histérico de diarreia, colostragem, uso de

substituto do leite, fonte de agua, localizagéo e tamanho da propriedade, tamanho do
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rebanho, sistema de produgéo (familiar vs empresarial), sistema de criagdo, tipo de
piso ou cama, tipo de comedouros/bebedouros, nivel de higiene das instalagdes, uso
de desinfetantes, uso de tratamento profilatico/metafilatico (halofuginona,
enrofloxacino ou toltrazuril), presenca de outros animais no mesmo ambiente,
producao organica de leite, producdo diaria de leite, coinfec¢des, vacinagao contra
outros agentes que causam a diarreia neonatal bovina (de GRAAF et al., 1999;
TOLEDO et al., 2017; DIAZ et al., 2018; MANYAZEWAL et al., 2018; CRUVINEL et
al., 2020).

2.1.3 Estrutura e Ciclo Bioldgico

Cryptosporidium spp. sao protozoarios intracelulares extracitoplasmaticos
com um ciclo de vida monoxeno (hospedeiro unico) (GHAZY et al. 2015). Os
protozoarios desse género sdo capazes de infectar uma ampla gama de hospedeiros,
inclusive o homem (FAYER et al., 2010; XIAO et al., 2010).

O ciclo de vida possui apenas um estagio infeccioso, sendo iniciado com a
ingestao dos oocistos esporulados por um hospedeiro susceptivel (BOWMAN, 2010).
Os oocistos esporulados possuem quatro esporozoitas em seu interior, mas nenhum
esporocisto (BOWMAN, 2010). Devido a agdo dos sais biliares e da tripsina os
esporozoitos sdo liberados e penetram no epitélio intestinal ou gastrico, dependendo
da espécie de Cryptosporidium envolvida e, evoluem para trofozoito. A reproduc¢ao
assexuada (esquizogonia ou merogonia) da origem aos merontes do Tipo | e do Tipo
II, que possuem merozoitos em seu interior, esses sao liberados e reinvadem as
microvilosidades intestinais, podendo se desenvolver em: trofozoito, micro (gameta
masculino) ou macrogametécito (gameta feminino). Posteriormente, ocorre a
reproducdo sexuada (gametogonia), gerando os zigotos que se transformam em
oocistos (SANTIN, 2020).

Dois tipos de oocistos sdo formados: os de parede fina e os de parede grossa.
Ja esporulados (forma infectante), os oocistos de parede grossa sao liberados nas
fezes e os oocistos de parede fina se rompem e invadem novas células intestinais
(fenbmeno da autoinfecgdo) (PUMIPUNTU et al., 2018; SANTIN, 2020). Além dos
oocistos de parede fina, os merontes do Tipo | também podem proporcionar a

autoinfecgao, ou seja, o Cryptosporidium spp. pode permanecer nos hospedeiros
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mesmo sem infecgdes adicionais (proporcionadas pelo contato com oocistos
exogenos) (de GRAAF et al., 1999).

A transmissédo pela via fecal-oral pode ocorrer de forma direta entre os
hospedeiros, de pessoa para pessoa (antroponose); pessoa para animal
(zooantroponose); animal para pessoa (zoonose) e animal para animal (enzoose)
(BOUZID et al. 2013). Na forma indireta, a infeccao se da por meio da ingestao de

agua, alimentos ou outros materiais contaminados (BOUZID et al. 2013).

2.1.4 Patogenia e Manifestacdes Clinicas

As infec¢des por Cryptosporidium spp. podem ser assintomaticas ou
ocasionar doengas gastrointestinais que variam de leves a graves (SANTIN et al.,
2020). Os quadros de diarreia estdo associados a ma absorcado resultante das
alteragdes na mucosa intestinal, entre elas a atrofia das vilosidades intestinais, que
podem ser observadas em graus variados, assim como o achatamento e a fuséo
dessas estruturas. A hiperplasia das criptas € outro achado importante e as lesbes
costumam se concentrar na regidao do ileo (SANTOS E ALESSI, 2016).

Ha evidéncias de que as manifestagdes clinicas da criptosporidiose variam de
acordo com a suscetibilidade do hospedeiro a infeccado (BOUZID et al., 2013), as
especies infectantes, os gendtipos e, até mesmo, os subtipos (SANTIN, 2013). Nos
ruminantes, especialmente nos animais neonatos, a criptosporidiose é considerada
uma importante doenca, sendo caracterizada por ocasionar quadros agudos de
diarreia aquosa e mortalidade (LI et al., 2019; SANTIN, 2013). Em caes, gatos e
cavalos, ja foram descritos quadros graves, entretanto, na maioria dos casos, as
infeccbes nos animais de companhia sdo assintomaticas. Nas aves, as principais
formas clinicas observadas envolvem os sistemas respiratorio, intestinal e renal. A
criptosporidiose € um problema sério nos répteis, pois as infeccbes sao comuns,

frequentemente crénicas e letais (SANTIN et al., 2013).
2.1.5 Métodos de Diagndstico
O diagnéstico da criptosporidiose pode ser realizado por meio de diversas

técnicas, incluindo desde a deteccao direta de oocistos pela microscopia até o

imunodiagnaostico e as técnicas moleculares (GERACE et al., 2019).



21

Por décadas o exame microscopico foi o unico método utilizado para deteccéo
de Cryptosporidium spp. (SANTIN et al., 2020) e até hoje a identificagcdo morfologica
de oocistos de Cryptosporidium spp. por microscopia € o método mais utilizado para
o diagnéstico, devido ao seu baixo custo, especialmente nos paises em
desenvolvimento, onde muitas vezes 0 acesso a equipamentos para realizagdo de
técnicas moleculares é limitado ou ausente (AHMED et al., 2018). Em contraste, nos
paises desenvolvidos o diagnéstico de Cryptosporidium spp. € realizado a partir do
uso de diversas ferramentas diagnoésticas, destinadas tanto a observar a morfologia
do protozoario quanto a caracteriza-lo molecularmente ao nivel de espécies,
genotipos e subtipos (THOMPSON e ASH, 2016).

Os ensaios de imunofluorescéncia sdo muito utilizados como método de
triagem em estudos epidemiolégicos (THOMPSON e ASH, 2016; MAMMERI et al.,
2019). Quando associados a anticorpos monoclonais, esses ensaios demonstraram
bom desempenho na detecg¢édo dos oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras
fecais (ADEYEMO et al., 2018). Segundo Mirhashemi et al. (2015) a reagéo de
imunofluorescéncia direta (IFD) apresentou bons niveis de especificidade em estudos
realizados com fezes de bovinos e também ja foi utilizada como padrdo ouro para
avaliar a sensibilidade e a especificidade de outros métodos utilizados para a detecgao
de oocistos de Cryptosporidium spp.

Os ensaios de imunoabsorgao enzimatica (ELISA) também sdo empregados
para o diagnostico das infecgbes por Cryptosporidium spp. e a realizagao desse tipo
de ensaio tem como vantagem ser rapido e de facil execugao (MIRHASHEMI et al.,
2015). Uma variedade de kits comerciais esta disponivel para o uso em amostras de
animais e humanos (AHMED et al., 2018), mas nem todos sao capazes de identificar
todas as espécies e gendtipos de Cryptosporidium spp. (RYAN et al., 2016). Os niveis
de sensibilidade e especificidade dessa técnica costumam variar bastante (SANTIN et
al., 2020) e, outro fator importante € a possibilidade da ocorréncia de resultados falsos
positivos relatados em estudos anteriores (MIRHASHEMI et al., 2015).

Existe uma grande variacdo de espécies e genodtipos dentro do género
Cryptosporidium, que sao identificaveis apenas com o auxilio de ferramentas
moleculares, isso porque o0s oocistos do protozoario sdo morfologicamente
indistinguiveis e ndo devem ser inequivocamente diferenciados pelas técnicas de
coloracédo (AHMED et al., 2018). A utilizagdo de técnicas moleculares proporcionou

uma melhor compreenséo da diversidade genética do Cryptosporidium spp., 0 que
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contribuiu para conhecer melhor os seus padrbes de transmisséo, filogenia, potencial
zoonotico, entre outros diversos impactos relacionados a saude publica (THOMPSON
e ASH, 2016).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo cada vez mais
empregada para o diagndéstico da criptosporidiose, pois esses ensaios apresentam
bons niveis de sensibilidade (SANTIN et al., 2020). A PCR é uma ferramenta que
apresenta bom desempenho para a genotipagem de Cryptosporidium spp. e oferece
vantagens em relagao a outros métodos disponiveis, como os métodos microscopicos
e o imunodiagnéstico (AHMED et al., 2018). As amostras fecais albergam uma série
de contaminantes que podem acabar dificultando a detec¢ao do Cryptosporidium spp.,
desta forma para alcangar maiores niveis de sensibilidade e especifidade a nPCR é
utilizada como ferramenta no diagnoéstico do Cryptosporidium spp. (KOEHLER et al.,
2017; MIRHASHEMI et al., 2015). Para a realizagdao da nPCR séo utilizados dois pares
de primers (a primeira reagao amplifica uma sequéncia fora do DNA alvo, que serve
de molde para o segundo round) e a grande vantagem € que essa variagao alcanga
maiores niveis de especificidade em relacdo a PCR convencional (AHMED et al.,
2018).

A PCR e suas variagdes (Nested PCR, gPCR ou Multiplex PCR), tendo como
alvo de amplificacdo o gene SSU, sdo as mais utilizadas para a identificacdo precisa
das espécies de Cryptosporidium (XIAO & FENG, 2017). Embora a amplificagéo
desse gene seja capaz de detectar todos os Cryptosporidium spp. e ser muito utilizada
em levantamentos epidemioldgicos, ainda sdo necessarias analises complementares
para a caracterizagao de espécies e gendtipos, por meio do sequenciamento genético
(YILDIRIM et al., 2020). Um fator limitante a esse nivel de identificagdo, quando
utilizado a nPCR, é que nas infec¢des mistas a espécie/gendtipo de Cryptosporidium
predominante, tende a ser preferencialmente amplificada (CAMA et al., 2006).

O sequenciamento genético € muito utilizado para o diagnéstico e contribuiu
para a caracterizacado de espécies e genotipos de Cryptosporidium. A partir da
sequéncia parcial de SSU ja foram caracterizadas, pelo menos, 34 espécies e 40
genotipos do protozoario (AHMED et al.,, 2018; KOEHLER et al.,, 2017). O
sequenciamento fornece dados sobre o genoma que sio altamente confiaveis,
entretanto, essa técnica apresenta como desvantagens o alto custo, é relativamente
demorada e exige procedimentos prévios ao sequenciamento direto do amplicon
(AHMED et al., 2018).
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Adquirir um numero suficiente de oocistos purificados, a partir de amostras
fecais, € um dos principais fatores que dificulta a analise do genoma de
Cryptosporidium spp., mesmo quando utilizando técnicas de concentragéo de oocistos
em amostras fecais de animais. Juntamente com esse processo ocorre a
copurificacdo de bactérias e outros contaminantes que apresentam densidade
flutuante semelhante ou que estdo aderidas aos oocistos e que representam um
grande obstaculo na obtengdo do DNA com pureza e concentragdo adequadas para
analise utilizando o sequenciamento genético (GUO et al., 2015).

Embora muitos dados nao estejam inseridos na literatura, outro fator importante
que dificulta o diagndstico molecular é que alguns ensaios de PCR ndo alcangam uma
alta especificidade quando utilizado DNA extraido de amostras fecais de animais, o
que indica que alguns primers desenvolvidos ndo sédo completamente especificos para
Cryptosporidium spp. Alguns autores observaram amplificagao cruzada do gene SSU
do DNA de outros microrganismos: Acinetobacter spp., Colpodella spp., Adelina
bambarooniae, Eimeria reichenowi, Gloeodinium montanum, Perkinsea sp.,
Placocistasp., Chlorophytes, Chlorococcum vacuolatum, Colletotrichum aculatum,
Monoraphidium minutum, dioflagelado e Baldinia anauniensis (CANDEIAS et al.,
2022; HUSSAIN et al., 2021; KOEHLER et al., 2017).

Na tentativa de obter um diagndstico cada vez mais especifico, as sequéncias
do genoma do Cryptosporidium spp. vém sendo estudadas para a identificagdo de
novas regides que sirvam como alvo para o desenvolvimento de novos primers.
Embora esses estudos tenham apresentado bons resultados de especificidade e
sensibilidade, € necessario reavaliar os resultados obtidos por meio desses ensaios,
em especial quando forem utilizados em amostras de animais de diferentes espécies,

bem como em diferentes regides geograficas (KOEHLER et al., 2017).
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3 PRODUGAO CIENTIFICA

Este trabalho, sera apresentado na forma de capitulos, sendo representado por
artigos cientificos, submetidos as revistas da area de acordo com o indice
estabelecido pelo Qualis/Capes, assim definidos:

Capitulo |: “Prevaléncia de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de
bovinos leiteiros da regido Oeste do estado do Parana e os principais fatores de risco
associados a infecgao”. Artigo submetido para publicagdo na Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria.

Capitulo II: “Comparacgao de protocolos de nPCR aplicados para o diagndstico
de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de bovinos”. Artigo que sera submetido

para publicagdo na Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria.
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4 CAPITULO | — PREVALENCIA DE Cryptosporidium spp. EM AMOSTRAS
FECAIS DE BOVINOS LEITEIROS E OS PRINCIPAIS FATORES DE RISCO
ASSOCIADOS A INFECCAO
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Prevalence of Cryptosporidium spp. in fecal samples from dairy cattle and main

risk factors associated with infection

Prevaléncia de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de bovinos

leiteiros e os principais fatores de risco associados a infeccao

Cryptosporidium spp. and the main risk factors

Abstract

Cryptosporidium spp. is known worldwide as a protozoan that causes diarrhea in
animals, including cattle. The latter are important carriers of Cryptosporidium oocysts,
which give rise to cryptosporidiosis, causing substantial economic losses in cattle
breeding. The purpose of this study was to determine the prevalence of Cryptosporidium
spp. — the main risk factors associated with the excretion of oocysts in fecal samples
from dairy cattle — on farms in the western region of the state of Parana, Brazil. To this
end, 576 fecal samples from cattle up to 12 months old were collected from 65 farms. an
epidemiological questionnaire was applied for each sample to ascertain risk factors.
Samples were analyzed by light microscopy, nested PCR (nPCR), and DNA sequencing.
Of the analyzed samples, 22% (128) showed a positive result in the microscopic analysis.
Of those, 56 were amplified and sequenced, revealing the presence of C. bovis (14.5%),
C. muris (1.8%), C. parvum (74.6%), and C. ryanae (9.1%). The main risk factors
associated with infection were the age of the animals, the total area of the farm, the
production system, and the number of animals in the herd.

Keywords: cattle, protozoan, oocysts, Parana, diagnosis.

Resumo

Cryptosporidium spp. € reconhecido mundialmente por ocasionar diarreia nos
animais, sendo os bovinos importantes reservatdrios dos oocistos, fator que deve ser
levado em consideragdo, ja que a criptosporidiose pode ocasionar graves perdas
econdmicas na bovinocultura. O presente estudo teve como objetivo determinar a

prevaléncia de Cryptosporidium spp. € os principais fatores de risco associados a excre¢ao
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de oocistos em amostras fecais de bovinos leiteiros provenientes de propriedades da
regido Oeste do estado do Parana. Para isso, apos o calculo amostral, foram coletadas 576
amostras fecais de bovinos com até 12 meses de idade provenientes de 65 propriedades.
Em todas elas um questionario epidemioldgico foi aplicado para a verificagao dos fatores
de risco utilizando a regressao logistica simples e multivariada. As amostras foram
analisadas por meio de microscopia Optica, nested-PCR (nPCR) e sequenciamento do
DNA. Das amostras analisadas, 22% (128) foram positivas na anélise microscopica,
dessas, 56 foram amplificadas e, por meio do sequenciamento, foi possivel identificar C.
bovis (14,5%), C. muris (1,8%), C. parvum (74,6%) e C. ryanae (9,1%). A idade dos
animais, area total da propriedade, sistema de produgdo e quantidade de animais que
compdem o rebanho foram os principais fatores de risco associados a infecgao.

Palavras-chave: bovinocultura, protozoario, oocistos, Parand, diagnostico.

Introducio

Cryptosporidium spp. € um protozoario do filo apicomplexa, por muito tempo foi
considerado um coccidio, mas com base em analises genéticas passou por uma
reclassificacdo, ¢ hoje pertence a classe Gregarinomorphea e subclasse Cryptogregaria
(Clode et al., 2015). Esse protozoario foi relatado pela primeira vez em 1907 por Ernest
Edward Tyzzer, que descreveu o achado de C. muris em glandulas gastricas de
camundongos (Tyzzer, 1907). Ao longo do tempo varias espécies foram descritas como
capazes de infectar uma ampla gama de hospedeiros como mamiferos, aves, répteis,
peixes, anfibios € o homem (Fayer et al., 2010).

A importancia veterinaria desse protozodrio para os bovinos surgiu na década de
1970, quando Panciera et al. (1971) descreveram o primeiro relato da doenga com o
diagnostico comprovado por meio da histopatologia das vilosidades intestinais. O C.
parvum passou a ser reconhecido como um dos agentes mais importantes para a diarreia
neonatal bovina, enfermidade que pode causar perdas econdmicas decorrentes do retardo
no crescimento dos animais, gastos com medicagdes e mortalidade, especialmente nos
animais mais jovens (com até um més de vida) (Ouakli et al., 2018).

No Parana foram realizados estudos sobre a criptosporidiose em diversas espécies,
como por Snak et al. (2015); Snak et al. (2017); Toledo et al. (2017); Holsback et al.
(2018), entre outros, porém, nenhum deles investigou a prevaléncia no rebanho leiteiro

daregiao Oeste do estado. Ha somente um relato disponivel referente a regido: Dall Agnol
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et al. (2021) abordaram um surto de diarreia neonatal bovina em uma unidade de criagao
de bezerros. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia
de Cryptosporidium spp. e os principais fatores risco associados a excre¢ao de oocistos
em amostras fecais de bovinos leiteiros provenientes de propriedades da regido Oeste do

estado do Parana.

Material e métodos

Este estudo esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal e
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do
Parana — Setor Palotina, com protocolo niimero 39/2019.

Para a definicdo do tamanho da amostra, a Agéncia de Defesa Agropecuaria do
Parana (ADAPAR) forneceu o nimero de propriedades rurais de bovinocultura de cada
cidade. O célculo de amostragem foi posteriormente realizado utilizando o programa
Epilnfo (versdo 7.2.0.1). A prevaléncia esperada adotada foi de 23,4% (Holsback et al.,
2018), erro maximo esperado de 5%, nivel de confianga de 95% e DEFF (Design Effect)
de 1,5, totalizando 411 animais. Ap6s o calculo amostral, foram coletadas diretamente da
ampola retal de 576 animais com até 12 meses de idade, provenientes de 65 propriedades
de quatro municipios da regido Oeste do estado do Parana: Cascavel, Marechal Candido
Rondon, Palotina ¢ Toledo. Em todas as propriedades foi aplicado um questionario
epidemioldgico a fim de detectar os principais fatores de risco associados a infec¢do por
Cryptosporidium spp.

As amostras colhidas foram analisadas micro e macroscopicamente, considerando
o aspecto, volume, consisténcia e coloracdo. Para a andlise microscopica utilizou-se a
técnica de centrifugo sedimentacao e os esfregacos foram corados pelo método de Ziehl-
Neelsen modificado (ZNM) (Ortolani, 2000).

As amostras positivas no exame microscopico (exceto duas amostras que nao
apresentaram quantidade suficiente) foram submetidas a purificag¢do e extragdo de DNA
(126 amostras), conforme Osaki et al. (2013) para analise molecular por meio da técnica
Nested-PCR (nPCR) de acordo com o protocolo estabelecido por Koehler et al. (2017).

Ao término da purificagdo foi adicionado 1mL de tampao de lise (ChargeSwitch®)
em cada amostra. Estas foram submetidas a 15 ciclos de congelamento e
descongelamento, como determinado por Osaki et al. (2013). As demais etapas da

extracdo de DNA foram seguidas conforme o protocolo fornecido pelo fabricante do Kit
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ChargeSwitch® gDNA Mini Tissue (Invitrogen), sendo o DNA eluido em 250uL de
Elution Buffer (ES).

Para a realizagdo da PCR e nPCR, a regido LSU foi selecionada como a sequéncia
alvo para a amplificacdo de DNA. Foram utilizados os iniciadores LSU2040F/LSU3020R
(5'-CGAATAGCGTTATCTTTGCTATTT-3"/5'-GTCTTCCGCGAAGATCAG-3") e
LSU20065F/LSU2557R (5'-TTACCATGGAAT(C/T) AGTTCAGC-3'/5'-
AACACCATTTTCTGGCCATC-3"). As reagdes foram realizadas conforme o protocolo
descrito por Koehler et al. (2017). Para visualizagdo, as amostras amplificadas foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,6%. Como controle negativo foi utilizada
agua ultrapura autoclavada, e para os controles positivos amostras de C. parvum e C.
ryvanae, gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Doencgas Parasitarias da Universidade
Federal do Paran4 (UFPR) — Setor Palotina.

As amostras positivas na nPCR foram submetidas ao sequenciamento pelo método
de Sanger, utilizando o equipamento automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado com
capilares de 50cm e polimero POP7 (Applied Biosystems). Os DNA-moldes foram
marcados utilizando 2,5pmol dos primers LSU20065F/LSU2557R e 0,5uL do reagente
BigDye Terminator v3. 1 Cycle Sequencing Standart (Applied Biosystems) em um
volume final de 10 pL. As reacdes de marcacao foram realizadas em termociclador LGC
XP Cycler com uma etapa de desnaturacdo inicial a 96°C por 3 min seguida de 25 ciclos
de 96°C por 10 seg, 55°C por 5 seg e 60°C por 4 min. Uma vez marcadas, as amostras
foram purificadas por meio de precipitagdo com isopropanol a 75% e lavagem com etanol
a 60%. Os produtos precipitados foram diluidos em 10uL de formamida Hi-Fi (Applied
Biosystems), desnaturados a 95°C por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e
eletroinjetados no sequenciador automadtico. Os dados de sequenciamento foram
coletados utilizando o programa Data Collection 2 (Applied Biosystems) com os
parametros: Dye Set “Z”; Mobility File “KB 3500 POP7 BDTv3.mob”; BioLIMS
Project “3500 Project]l”; Run Module 1 “FastSeq50 POP7 50cm_cfv_100”; e Analysis
Module 1 “BC- 3500SR_Seq FASTA.saz”.

Os resultados encontrados e os dados do questionario epidemioldgico foram
analisados no software R versao 4.0.2 (The R Foundation for Statistical Computing). A
variavel resposta utilizada foi a presenca (codificada = 1) e a auséncia (codificada = 0) de
oocistos de Cryptosporidium spp. nas amostras fecais de bovinos leiteiros.

A coleta dos dados foi dividida em duas etapas e todas as variaveis foram

categorizadas. A primeira etapa compreendeu a analise de informagdes de cada animal
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amostrado: idade (até 30 dias; 31-60; 61-90 dias; 91-120 ou >120 dias), raca (holandés,
jersey, gir e mestico), diarreia, presenca de muco e/ou sangue nas fezes; ECF; coloragao
das fezes; e municipio (Cascavel, Marechal Candido Rondon, Palotina ou Toledo). Na
segunda etapa foram coletados os dados referentes a fazenda onde cada animal amostrado
estava alocado, como area total da propriedade, sistema de criagdo, sistema de produgao.

Os dados foram analisados por meio da técnica de regressao logistica.
Inicialmente os fatores foram testados por meio da andlise de regressao logistica simples
(univariada) para verificar a sua associagdo com a variavel resposta, as variaveis foram
ordenadas por p-valor e aquela que apresentou menor p-valor foi incluida no modelo, as
demais variaveis foram incluidas no  modelo por meio da avaliagdo do  p-valor
da varidvel em conjunto das variaveis ja presentes no modelo e o seu impacto
avaliado através da analise de deviance (ANODEV) (p-valor < 0.05). A odds ratio (OR)
e um nivel de confianca de 95% (1C95%) foram calculados para cada fator presente no

modelo final.

Resultados

Com base na analise microscopica, a prevaléncia de oocistos de Cryptosporidium
spp. excretados por bovinos leiteiros da regido Oeste do Parana foi de 22% (128/576).
Das 65 propriedades coletadas, 72% (47) possuiam pelo menos um animal excretando
oocisto. A cidade de Marechal Candido Rondon foi a que apresentou mais propriedades
positivas com o percentual de 78% (14/18). J& os municipios de Toledo, Cascavel, e
Palotina, apresentaram percentuais de 72% (13/18), 70% (16/23) e 67% (4/6),
respectivamente.

Todas as amostras positivas na analise microscopica foram submetidas a nPCR,

destas, 44,4% (56/126) apresentaram resultado positivo (Tabela 1).

Tabela 1 — Quantidade de animais positivos e negativos na detecgdo molecular de Cryptosporidium spp.

em amostras fecais de bovinos leiteiros da regido Oeste do Parana por meio da técnica de nPCR.

Animais Propriedades
Municipio
Positivo Negativo Positivo Negativo
Cascavel 14 23 11 12
Marechal Candido Rondon 18 18 10 8
Palotina 3 2 2 4

Toledo 21 27 8 10
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Total 56 70 31 34

Todas as amostras positivas na nPCR foram encaminhadas para sequenciamento
do material genético. As sequéncias de nucleotideos foram depositadas no banco de dados
GenBank sob os nimeros de acesso: OL827540-0OL827543 e OL848126-OL848137.

A andlise da sequéncia do gene 28S rRNA (LSU) foi bem-sucedida em 98%
(55/56) das amostras submetidas ao sequenciamento e possibilitou a identificacdo de
quatro espécies do género Cryptosporidium, sendo estas C. bovis (14,5%), C. muris

(1,8%), C. parvum (74,6%) e C. ryanae (9,1%) (Tabela 2).

Tabela 2 — Espécies de Cryptosporidium, de acordo com a idade de cada animal, identificadas a partir dos
amplificados do protocolo de nPCR que visa a amplifica¢do parcial do gene 28S LSU rRNA por meio da

analise comparativa em banco de dados.

Idade

Espécie Total
30 31-60 61-90 91-120 >120

C. parvum 5 6 12 2 16 41

C. bovis 0 4 1 2 1

C. ryanae 2 1 1 1 0 5

C. muris 0 0 0 0 1

Na analise univariada, as variaveis com valor de P<0,20 sdo descritas na tabela 3.
Foi encontrada uma forte associacdo da excre¢do de oocistos de Cryptosporidium spp.
entre as varidveis: idade do animal, coloracdo das fezes, higiene das instalagdes,
colostragem, tipo de bezerreiro (individual vs coletivo), tipo de piso dos bezerreiros
(ripado vs ndo ripado), sistema de producdo, quantidade de animais e tamanho da

propriedade.

Tabela 3 — Analise univariada dos fatores associados a excre¢do de oocistos de Cryptosporidium spp. em
amostras fecais de bovinos leiteiros de 0 a 12 meses de idade provenientes de 65 propriedades leiteiras da

regido Oeste do Parana.

Preditor Nivel Positivo Negativo % P-valor
0-30 17 96 15,04
31-60 18 78 18,75
Idade (dias) 61-90 26 102 20,31 0.01
91-120 18 68 20,93
>120 49 104 32,03

Raca Puro 38 105 26,57 0.15
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Mestigo 90 343 20,79
Achocolatadas 10 45 18,18
Coloraciao das fezes Normais 109 323 2523 0.003
Outras 9 80 10,11
Cascavel 38 166 18,63
Marechal Candido Rondon 37 99 27,21
Municipio 0.18
Palotina 5 29 14,71
Toledo 48 154 23,762
Intensivo 25 122 17,01
Sistema de Criagao 0.07
Semi-intensivo 103 326 24,01
Tamanho da Até 50ha 109 409 21,04
0.002
propriedade
>50ha 19 44 30,16
0-50 26 49 34,67
Quantidade de animais 51-100 47 214 18,01 0.01
>100 55 185 22,92
Bom 57 226 20,14
Higiene das instalacdes  Muito bom 18 92 16,36 0.02
Ruim 53 130 28,96
Nao 15 31 32,61
Uso de desinfetantes 0.09
Sim 113 417 21,32
Artificial 104 397 20,76
Colostragem 0.04
Natural 24 51 32
Coletivos 73 210 25,8
0.04
Individuais 55 238 18,77
Bezerreiros
Piso ndo ripado 81 233 25,8
0.02
Piso ripado 47 215 17,94
Coletivos 59 174 25,32
Bebedouros/comedouros 0.14
Individuais 69 274 20,12
Contato com outros Nao 49 207 19,14 011
animais .
Sim 79 241 24,69
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No presente estudo, as seguintes varidveis ndo apresentaram associagdo a
eliminagdo de oocistos: diarreia, presenga de muco e/ou sangue nas fezes, ECF, coloragdo
das fezes, sistema de ordenha (manual ou mecanizado; balde ao pé ou canalizado),
quantidade de fémeas em lactagdo (até¢ 50 ou >50 animais), producao diaria de leite (até
200L; 201-1000 ou >1000L), assisténcia veterinaria (cooperativa ou assisténcia técnica),
instalacdes (alvenaria, madeira ou outros), fonte de 4gua (parada ou corrente; pogo, mina
ou outro), vacinagdo de fémeas gestantes contra agentes que causam a diarreia neonatal
bovina, tratamento profilatico e/ou metafilatico, fornecimento de leite de descarte para os
bezerros, colostragem até seis horas apos o nascimento e histérico de diarreia na
propriedade.

Os fatores de risco significativamente associados a excre¢do de oocistos de
Cryptosporidium spp. incluiram a idade dos animais, area total da propriedade, sistema

de producao e quantidade de animais (Tabela 4).

Tabela 4 — Odds ratio (OR) e um IC 95% calculados para os fatores associados a excre¢do de oocistos de

Cryptosporidium spp. em amostras fecais de bovinos leiteiros da regido Oeste do Parana.

Covariante Nivel OR ajustado 95%CI P-Valor
> 120 vs até 30 2.65 1.39-5.06
> 120 vs 31-60 2.32 1.22-4.41
>120vs 61-90 2.22 1.25-3.97
>120vs 91-120 2.02 1.06-3.87
91-120 vs até 30 1.31 0.62-2.76
Idade dos animais (dias) 0,01
91-120 vs 31-60 1.15 0.54-2.45
61-90 vs 91-120 1.10 0.54-2.23
61-90 vs até 30 1.19 0.59-2.40
31-60 vs 61-90 1.04 0.53-2.06
31-60 vs até 30 1.14 0.54-2.43
Area total da propriedade (ha) Até 50 vs > 50 2 1.03-3.89 0,04
Sistema de producio Familiar vs empresarial 2.73 1.61-4.62 0,0003
> 100 vs até 50 1.06 1.12-3.73
Quantidade de animais 51-100 vs > 100 2.17 1.61-4.62 0,003

Até 50 vs 51-100 2.04 1.03-3.89
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Discussao

A ocorréncia de Cryptosporidium spp. € estudada praticamente no mundo todo,
em especial nos rebanhos leiteiros (Kabir et al. 2020; Li et al., 2019; Manyazewal et al.
2018). Na regido Oeste do Parana, o unico relato disponivel aborda um surto de diarreia
neonatal bovina em uma unidade de criacao de bezerros, onde Dall Agnol et al. (2021)
pesquisaram a diversidade dos agentes envolvidos, entre eles Cryptosporidium spp., que
foi um dos agentes mais detectados nos bezerros infectados, C. parvum 62,5% (5/8) e C.
ryanae 12,5% (1/8), especialmente associado a agentes virais (37,5% dos casos).

A analise microscopica realizada em nosso estudo revelou uma prevaléncia de
22% de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de bovinos leiteiros da
regido Oeste do estado do Parana. Poucos estudos realizados no estado abordaram a
pesquisa de Cryptosporidium spp. em bovinos leiteiros. Toledo et al. (2017),
identificaram uma prevaléncia menor de 10,2% na regido Centro-Oeste do Parana e
Holsback et al. (2018), embora tenham avaliado um baixo numero de amostras (64),
observaram valores préximos aos nossos resultados (23,4%).

Prevaléncias mais elevadas (50,41% e 38,8%) foram encontradas quando os
autores amostraram apenas animais de até 30 dias (Diaz et al., 2018; Cruvinel et al. 2019).
Conforme Pacheco et al. (2020), a prevaléncia pode apresentar variacdes de acordo com
a faixa etdria dos animais amostrados; em geral, os estudos que utilizam bovinos com até
seis meses de idade revelam prevaléncias mais altas, como no presente trabalho.

A infec¢ao ocasionada por Cryptosporidium spp. em animais mais velhos
geralmente ¢ assintomadtica, entretanto, esses animais podem atuar como reservatorios e
contaminar o ambiente, o que pode colaborar para a infec¢do dos bezerros mais jovens,
e, caso esses animais se infectem, podem apresentar quadros graves de diarreia,
desidratacao e desequilibrio hidroeletrolitico, podendo até mesmo evoluir para a morte
(Li et al., 2019). Outro fator importante ¢ que a elimina¢do de oocistos por animais
adultos, mesmo que em baixas concentragdes, representa um risco aos outros animais e
deve ser considerada. Bovinos adultos produzem uma quantidade muito maior de
conteudo fecal quando comparados com os bezerros € o nimero de oocistos eliminados
deve ser levado em consideragdo para a contaminacao do ambiente (Shaw et al., 2021).

C. parvum, C. bovis, C. andersoni ¢ C. ryanae sdo as principais espécies que
acometem bovinos (Ryan et al., 2014), e, recentemente, estudos comprovaram que esses

animais podem também ser infectados por C. hominis, apesar da infec¢ao ter sido
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subestimada por muito tempo. Razakandrainibe et al. (2018) identificaram a espécie
quando analisaram amostras de bezerros sintomaticos e assintomaticos, sendo que das 15
amostras positivas para a espécie, 13 eram provenientes de animais assintomaticos. Esses
animais podem ser os principais reservatorios de espécies zoonoticas, portanto, ¢
necessario atentar-se ao controle e preven¢ao da infec¢do, a fim de evitar a transmissao
mutua entre os humanos e animais.

No presente estudo, o sequenciamento genético proporcionou a identificacao de
quatro espécies de Cryptosporidium, sendo que C. parvum foi a espécie mais prevalente
(44/55), assim como observado em diversos estudos realizados com bovinos leiteiros:
Diaz et al. (2018), Kabir et al. (2020), Shaw et al. (2021) e Toledo et al. (2017).

No municipio de Toledo, C. parvum foi identificado em 81% (17/21) das amostras
e a faixa etaria de 181 a 240 dias foi a Gnica em que a espécie ndo foi identificada. Em
seguida, o municipio de Marechal Candido Rondon, em que 76,5% (13/17) das amostras
analisadas foram identificadas como C. parvum, todas eram provenientes de animais com
até 240 dias de idade. No municipio de Cascavel, C. parvum foi identificado em 71,4%
(10/14) das amostras sequenciadas, sendo que 60% dessas amostras eram provenientes
de animais com até 120 dias de idade e a faixa-etaria de 241 a 300 dias foi a tinica em que
a espécie nao foi identificada em nenhuma das amostras. No municipio de Palotina, C.
parvum foi identificado em apenas 33,3% (1/3) das amostras sequenciadas, proveniente
de um animal pertencente a faixa etaria de 61 a 120 dias de idade.

Robertson et al. (2014) evidenciam que até os dois meses de idade os animais
sdao infectados principalmente por C. parvum, o que corrobora com os resultados
observados em nosso estudo, onde 67,3% (37/55) das amostras sequenciadas foram
identificadas como C. parvum em animais com idade até¢ 120 dias. Valores proximos aos
observados em nosso estudo foram encontrados por Toledo et al. (2017) no estado do
Parana, onde os autores identificaram C. parvum em 64,1% (41/64) das amostras
analisadas. Em contraste com os nossos resultados, na regido central do estado de Sao
Paulo, Paz e Silva et al. (2013) encontraram C. andersoni como a espécie mais prevalente
nas amostras analisadas (85,1%), porém os autores coletaram um baixo nimero de
amostras nas diferentes faixas etarias de bezerros com até seis meses de idade, o que pode
justificar a baixa frequéncia de infec¢ao pelas espécies C. parvum e C. bovis. No entanto,
apesar de estar entre uma das principais espécies encontradas em bovinos, C. andersoni

ndo foi identificado em nenhuma das amostras analisadas em nosso estudo.
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Como mencionado anteriormente, grande parte dos estudos apontam C. parvum
como a espécie mais prevalente. De acordo com Wade et al. (2000), as diferencas na
prevaléncia, entre outros fatores, podem ser atribuidas a amostragem, tamanho da
populagdo e métodos de diagndstico empregados. Paz e Silva et al. (2013) detectaram
apenas uma amostra positiva para Cryptosporidium spp. em animais com até 30 dias,
sendo que os autores utilizaram apenas seis amostras dessa faixa-etaria. Esse fator pode
ter influenciado a baixa ocorréncia de C. parvum, visto que, geralmente, essa € a principal
espécie que afeta os bezerros com até 60 dias de idade.

Wade et al. (2000) afirmam que ¢ mais provavel que C. muris seja encontrado em
animais com mais de seis meses de idade, em seu estudo os animais da faixa etaria de seis
a 24 meses de idade apresentaram 3,3 vezes mais chances de serem infectados por essa
espécie, dado que corrobora o que foi observado em nosso estudo, pois, apesar de C.
muris ter sido identificado em apenas uma amostra (1/55), essa era proveniente de um
animal com 241 a 300 dias de idade, amostrado no municipio de Toledo.

C. ryanae foi identificado em amostras provenientes dos municipios de Cascavel
e Marechal Candido Rondon, encontrado em 14,3% (2/14) e 17,6% (3/17),
respectivamente, em amostras de animais com até 60 dias 16,7% (3/18) e de 61 a 120 dias
10,5% (2/19). Tais achados corroboram com o que foi encontrado em um estudo
longitudinal realizado por Shaw et al. (2021), quando analisaram amostras provenientes
de coletas seriadas de 38 bezerros leiteiros, desde o nascimento até a sexta semana de
idade. Os autores identificaram que C. ryanae foi detectado a partir da terceira semana de
idade.

De acordo com o padrao de infec¢do relacionado a espécie de Cryptosporidium e
a idade do hospedeiro, Robertson et al. (2014) evidenciaram que C. bovis € encontrado
especialmente nos bezerros desmamados e adultos jovens. Em nosso estudo, das 55
amostras sequenciadas, oito (14,6%) foram identificadas como C. bovis, sendo quatro
provenientes de animais com até 60 dias (duas de Cascavel, uma de Marechal Céandido
Rondon e uma de Toledo), trés amostras de 61 a 120 dias (duas de Toledo e uma de
Palotina), apenas uma amostra de 181 a 240 (Palotina) e nenhuma amostra identificada
como C. bovis proveniente de animais com idade superior a 240 dias. Nossos resultados
divergem do que foi encontrado por Toledo et al. (2017), que identificaram um animal
com idade superior a 24 meses positivo para a espécie e uma prevaléncia menor de 6,3%

(4/64) para C. bovis.
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A analise multivariada de nossos dados revelou alguns fatores de risco para a
infec¢do por Cryptosporidium spp. em bovinos leiteiros da regido Oeste do Parana. O
risco de infecgdo foi significativamente maior nas propriedades em que os rebanhos eram
compostos por até 100 animais. As exploragdes com rebanho de até 50 animais
apresentaram 2,04 vezes mais chances de estes eliminarem oocistos do protozoario, assim
como os rebanhos com 51 a 100 animais apresentaram 2,16 vezes mais chances de
eliminarem os oocistos do protozoario em comparagao aos rebanhos compostos por mais
de 100 animais. Resultados semelhantes foram encontrados por Manyazewal et al. (2018),
onde os rebanhos compostos por menos de 30 animais e de 31 a 100 animais
apresentaram, respectivamente, 2,93 e 6,99 vezes mais chances de estarem infectados e
consequentemente, de eliminarem os oocistos de Cryptosporidium spp. Esses dados
divergem dos estudos realizados anteriormente, como observado por Inpankaew et al.
(2014), os quais relataram maior risco de infec¢do em rebanhos maiores. De acordo com
Manyazewal et al. (2018), um melhor manejo sanitario pode ser observado em fazendas
maiores, administradas por profissionais capacitados, quando comparadas com
propriedades de pequeno e médio porte, administradas somente pelos proprietarios ou
funcionarios sem capacitacdo adequada, e esse fator pode ser considerado como a razio
para esse achado. Esse mesmo argumento pode justificar a associag¢do entre o sistema de
producao familiar e a infeccdo por Cryptosporidium spp. Os animais do sistema de
producao familiar (80/292) apresentaram 2,7 vezes mais chances de estarem eliminando
oocistos de Cryptosporidium spp., quando comparados com o sistema de producio
empresarial (48/294). A maioria das propriedades, onde foram amostrados os animais,
possuiam perfil familiar € com uma area total de até 50ha. Assim como o sistema de
producao, no presente estudo o tamanho das propriedades também foi estatisticamente
significativo, j& que nas propriedades de até 50ha, a chance de os animais eliminarem
oocistos nas fezes foi duas vezes maior.

Grande parte dos trabalhos disponiveis para consulta demonstram que a infec¢ao
por Cryptosporidium spp. foi determinada principalmente pela idade, entre eles, Toledo
et al. (2017) identificaram que a faixa etaria mais acometida foi a dos animais com até 60
dias com 25,3% (37/146) das amostras positivas, sendo que esses animais apresentaram
4,29 vezes mais chances de serem positivos. O mesmo foi observado por Diaz et al.
(2018), entretanto, a amostragem dos autores constituiu-se apenas de animais com menos
de 35 dias de idade. A partir desta amostragem identificaram que a faixa etaria de um a

sete dias apresentou maior probabilidade de infecgdo, com 1,6 a 4,6 vezes mais chances
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de serem positivos para o protozoario, quando comparados com as outras faixas etarias
(sete-14 dias; 14-21 dias; >21 dias).

Em nosso estudo, a idade dos animais foi estatisticamente associada a eliminagao
de oocistos de Cryptosporidium spp. (p=0,01), entretanto, a faixa etaria mais acometida
diverge das que foram observadas pelos outros autores. A analise de nossos dados revelou
que os animais com idade igual ou superior a 121 dias apresentaram de 2 a 2,6 vezes mais
chances de serem positivos para Cryptosporidium spp. quando comparados com as outras
faixas etarias. Em contraste, Manyazewal et al. (2018) n3o observaram diferenga
significativa em relagdo a idade (p=0,749) quando avaliaram animais com menos de 60
dias, 61 a 180 e acima de 181 dias, sendo que em seu estudo os principais fatores de risco

foram associados especialmente as condi¢des higi€nicas e ao manejo dos animais.

Conclusao

A infeccao por Cryptosporidium spp. esta amplamente distribuida na populagao
bovina da regido Oeste do estado do Parand. A idade dos animais, area total da
propriedade, sistema de produg¢ao e quantidade de animais que compdem o rebanho foram
os principais fatores de risco associados a excre¢do de oocistos de Cryptosporidium spp.
Apesar de C. parvum ter sido a espécie mais prevalente nas amostras analisadas, C. bovis,
C. ryanae ¢ C. muris também foram detectados. A conscientizagdo sobre os principais
fatores de risco identificados nos rebanhos da regido, as espécies circulantes, assim como
as fontes de infeccdo e meios de transmissao, sdo fundamentais ¢ devem ser considerados

para aplicacao das praticas de preveng¢ao e controle da doenga nos bovinos € humanos.
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5 CAPITULO Il - COMPARAGAO DE PROTOCOLOS DE nPCR APLICADOS
PARA O DIAGNOSTICO DE Cryptosporidium spp. EM AMOSTRAS FECAIS
DE BOVINOS
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Comparison of nPCR protocols applied for the diagnosis of Cryptosporidium spp.

in bovine faecal samples

Comparacio de protocolos de nPCR aplicados para o diagnostico de

Cryptosporidium spp. em amostras fecais de bovinos

nPCR protocols for detection of Cryptosporidium spp.

Abstract

Cattle are considered to be the main reservoirs for some species of Cryptosporidium spp.
and monitoring these animals based on faecal samples is fundamental to manage the risk
of transmission of cryptosporidiosis to other animals and humans. As there is no
consensus for the gold standard of diagnosis, advances in molecular techniques have
provided improvements for investigation of the pathogen. Several polymerase chain
reaction (PCR) assays are used for this purpose, however, not all of them provide specific
amplification, which has been making it difficult to identify the species and genotypes of
Cryptosporidium spp. This study aimed to compare nPCR protocols for the amplification
of the SSU (small subunit of nuclear ribosomal RNA gene) and LSU (Large subunit of
nuclear ribosomal RNA gene) gene for the diagnosis of Cryptosporidium spp. in faecal
samples from dairy cattle in the Western Region of Parand state, Brazil and characterize
the Cryptosporidium species by means of DNA sequencing, comparative database
analysis and phylogenetic analysis. The molecular analysis revealed that 65.9% (83/126)
of the analyzed samples were positive, and the amplification rate varied according to the
protocol used. The amplification rate was 60.32% (76/126) for the protocol aimed at the
amplification of the 18S gene locus and 44.44% (56/126) for the protocol aimed at the
28S gene locus. The primers used in the protocol that aims the amplification of a segment
of the 18S gene presented lower specificity, and 23 amplified samples presented high
similarity to other microorganisms. The comparative analysis provided the identification
of four species in each protocol and through phylogenetic analysis, the partial sequences
obtained by the amplification of the 18S gene segment provided greater differentiation
among species of Cryptosporidium, while the sequences obtained by the protocol that
aims at the 28S gene locus provided the identification of Cryptosporidium only at the

genus level.
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Resumo

Os bovinos sdao considerados os principais reservatorios para algumas espécies de
Cryptosporidium spp. € o monitoramento desses animais a partir de amostras fecais ¢
fundamental para gerenciar o risco da transmissao da criptosporidiose para outros animais
¢ 0 homem. Como ndo ha um consenso para o padrdao ouro do diagndstico, os avangos
nas técnicas moleculares proporcionaram melhorias para investigagdo do patdgeno.
Diversos ensaios de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo utilizados para este fim,
entretanto, nem todos proporcionam uma amplificacdo especifica, o que vem dificultando
a identificacao das espécies e genotipos de Cryptosporidium spp. Este trabalho teve como
objetivo comparar protocolos de nPCR visando a amplificacdo do gene SSU (small
subunit of nuclear ribosomal RNA gene) e LSU (Large subunit of nuclear ribosomal RNA
gene) para o diagnostico de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de bovinos leiteiros
da regiao Oeste do estado do Parand, Brasil e caracterizar as espécies de Cryptosporidium
por meio do sequenciamento do DNA, anélise comparativa em banco de dados e analise
filogenética. A analise molecular revelou que 65,9% (83/126) das amostras analisadas
apresentaram resultado positivo, sendo que a taxa de amplificagdo variou conforme o
protocolo utilizado. Pelo protocolo que visa a amplificagdo do locus do gene 18S a taxa
de amplificagdo foi de 60,32% (76/126) e 44,44% (56/126) pelo protocolo que visa o
locus do gene 28S. Os primers utilizados no protocolo que visa a amplificagdo de um
segmento do gene 18S apresentaram menor especificidade, sendo que 23 amostras
amplificadas apresentaram alta similaridade para outros micro-organismos. A andlise
comparativa proporcionou a identificagdo de quatro espécies em cada protocolo e por
meio da andlise filogenética, as sequéncias parciais obtidas pela amplificacdo de
segmento do gene 18S proporcionou maior diferenciagdo entre as espécies de
Cryptosporidium, enquanto as sequéncias obtidas pelo protocolo que visa o locus do gene
288 proporcionou a identificagdo de Cryptosporidium apenas a nivel de género.

Palavras-chave: criptosporidiose, analise molecular, primers, protozoario, pecuaria

leiteira.
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Introducio

A utilizagdo de técnicas moleculares proporcionou uma melhor compreensao da
diversidade genética do Cryptosporidium spp., o que contribuiu para conhecer melhor os
seus padroes de transmissao, filogenia, potencial zoonoético, entre outros diversos
impactos relacionados a satide publica (Thompson & Ash, 2016).

O diagnostico da criptosporidiose pode ser realizado utilizando diversas técnicas,
incluindo desde a deteccdo direta de oocistos por meio da microscopia até o
imunodiagnostico e as técnicas moleculares (Gerace et al., 2019).

A PCR e suas variagdes, tendo como alvo de amplificacdo o gene SSU, ¢ a mais
utilizada para a identifica¢do precisa das espécies de Cryptosporidium (Xiao & Feng,
2017). Embora a amplificacdo desse gene seja capaz de detectar todos os
Cryptosporidium spp. e ser muito utilizada em levantamentos epidemiolédgicos, ainda ha
a necessidade do sequenciamento genético para a determinacdo das espécies envolvidas
(Yildirim et al., 2020).

Entre os genes disponiveis para identificagao de protozoarios estd o small subunit
ribosomal (SSU), sendo este o mais comumente utilizado para a caracterizagcdo de
espécies de Cryptosporidium por alcangar maior sucesso nas amplificagcdes por ser um
gene de multiplas copias quando comparado a genes de copias unicas (Thompson e Ash,
2016).

Embora muitos dados ndo estejam inseridos na literatura, alguns ensaios de PCR
ndo alcangam uma alta taxa de especificidade quando utilizado DNA extraido das
amostras fecais dos animais, demonstrando que alguns primers, podem ndo ser
especificos para Cryptosporidium spp. Koehler et al. (2017) observaram amplificagao
cruzada do gene SSU do DNA de outros microrganismos do Filo Apicomplexa,
empregando primers originalmente projetados para Cryptosporidium spp. No mesmo
estudo, os autores utilizaram a bioinformatica como ferramenta para explorar as
sequéncias do genoma de Cryptosporidium spp. e identificaram uma nova regido de
multiplas copias como alvo para o desenvolvimento de um novo primer que apresentou
bons resultados de especificidade e sensibilidade. Desta forma, este trabalho teve como
objetivo comparar protocolos de nPCR que visam a amplificacdo do gene 18S SSU rRNA
e 28S LSU rRNA para o diagnostico de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de

bovinos leiteiros da regido Oeste do estado do Parana.
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Material e métodos

Comité de ética em experimenta¢do animal

Este estudo esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal e
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do

Parané — Setor Palotina, com protocolo nimero 39/2019.

Amostras

Foram selecionadas 126 amostras de bovinos com resultado positivo para a
presenga de oocistos de Cryptosporidium spp. por meio de analise microscopica. As
amostras foram coletadas diretamente da ampola retal de bovinos com até 12 meses de
idade, provenientes de 47 propriedades leiteiras de quatro municipios da regido Oeste do

estado do Parana, Brasil, sendo estes Cascavel, Marechal Candido Rondon, Palotina e

Toledo.

Andlise microscopica

Para a andlise microscopica foram confeccionadas laminas com o contetido
resultante da centrifugo sedimentag@o coradas pelo método de Ziehl-Neelsen modificado
(Ortolani, 2000). As laminas foram examinadas em microscopio de luz com aumento de
1000x. As amostras positivas ainda foram classificadas semiquantitativamente de acordo

com o numero de oocistos identificados

Purificacdo e extragdo de DNA

As amostras, positivas na microscopia foram submetidas a purificagdo e extragao
de DNA Ao término da purificacio foi adicionado ImL de tampdo de lise
(ChargeSwitch®) em cada amostra e submetidas a 15 ciclos de congelamento e
descongelamento, como determinado por Osaki et al. (2013). As demais etapas da
extracdo de DNA foram seguidas conforme o protocolo fornecido pelo fabricante do Kit
ChargeSwitch® gDNA Mini Tissue (Invitrogen), sendo o DNA eluido em 250uL de

Elution Buffer. Apos a preparagao, 126 amostras foram submetidas a analise molecular,
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comparando-se dois protocolos de nested-PCR, a fim de testar a especificidade ¢ a

capacidade de amplificagdo dos iniciadores de cada protocolo.

nPCR - Large subunit of nuclear ribosomal RNA gene (LSU)

Para a realizagao da PCR e nPCR com a regiao 28S LSU rRNA selecionada como
a sequéncia alvo foram utilizados os iniciadores LSU2040F/LSU3020R (5'-
CGAATAGCGTTA  TCTTTGCTATTT-3'/5'-GTCTTCCGCGAAGATCAG-3") e
LSU20065F/LSU2557R (5'-TTACCATGGAAT(C/T)AGTTCAGC-3"/5'-
AACACCATTTTCTGGCCATC-3") com fragmento esperado de ~500 pb (Koehler et al.,
2017). As reagdes foram realizadas com o volume final de 50uL contendo Taq Pol Master
Mix 2X Green (Cellco®), 50pmol de cada iniciador e 2uL de DNA gendmico. Na PCR
(primeira reagdo) as amostras foram submetidas as seguintes condi¢des: desnaturagao
inicial a 94 °C por 5 min, 35 ciclos a 94 °C por 30 seg (desnaturagdo) / 58 °C por 30 seg
(anelamento) / 72 °C por 50 seg (extensdo) e extensdo final a 72 °C por 5 min. Para a
nPCR (segunda reacdo) foi adicionado 1pL do material amplificado na PCR e as
condi¢des de tempo e temperatura foram semelhantes, exceto o tempo da extensao, o qual

foi alterado para 30 seg. (Koehler et al., 2017).

nPCR - Small subunit ribosomal RNA gene (SSU)

Para a realizacdo da PCR e nPCR com a regido 18 SSU rRNA selecionada como
sequéncia alvo para amplificacdo de DNA, foram utilizados os iniciadores
18SiCF2/18SiCR2 (5'-GACATATCATTCAAGTTTCTGACC-3'/5'-
CTGAAGGAGTAAGGAACAACC-3") e 18SiCF1/18SiCR1 (5'-
CCTATCAGCTTTAGACGGTAGG-3"/5"-TCTAAGAATTTCACCTCTGACTG-3")
com fragmento esperado de ~587 pb (Ryan et al., 2003). As reacdes foram realizadas com
o volume final de 25uL contendo Taq Pol Master Mix 2X Green (Cellco®), 12,5pmol de
cada iniciador ¢ 2ul. de DNA gendmico. Na PCR as amostras foram submetidas as
seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 min, 45 ciclos a 94 °C por 30 seg
(desnaturacao) / 58 °C por 30 seg (anelamento) / 72 °C por 30 seg (extensdo) e extensao
final a 72 °C por 10 min (Ryan et al., 2003). Para a nPCR foi adicionado 1puL do material

amplificado na PCR e as condi¢des de tempo e temperatura foram iguais.
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Em ambos protocolos foram usados como controle negativo a agua ultrapura
autoclavada e para os controles positivos amostras de C. parvum e C. ryanae, cedidas
pelo Laboratorio de Doengas Parasitarias da Universidade Federal do Parana (UFPR) —
Setor Palotina. Para visualizagdo, as amostras amplificadas foram submetidas a

eletroforese em gel de agarose 1,6%.

Sequenciamento e andlise filogenética do gene 18S rRNA SSU e 28S rRNA LSU

Para o sequenciamento foram selecionadas todas as amostras positivas na nPCR
(SSU e LSU). Foi utilizado o sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer
armado com capilares de 50cm e polimero POP7 (Applied Biosystems). Os DNA-moldes
foram marcados utilizando-se 2,5pmol dos primers LSU20065F / LSU2557R e 0,5uL do
reagente BigDye Terminator v3. 1 Cycle Sequencing Standart (Applied Biosystems) em
um volume final de 10uL. As rea¢des de marcagdo foram realizadas em termociclador
LGC XP Cycler com uma etapa de desnaturagao inicial a 96°C por 3 min seguida de 25
ciclos de 96°C por 10 seg, 55°C por 5 seg e 60°C por 4min. Uma vez marcadas, as
amostras foram purificadas pela precipitagdo com isopropanol a 75% e lavagem com
etanol a 60%. Os produtos precipitados foram diluidos em 10uL. de formamida Hi-Fi
(Applied Biosystems), desnaturados a 95°C por 5min, resfriados em gelo por Smin e
eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento foram
coletados utilizando-se o programa Data Collection 2 (Applied Biosystems) com os
parametros Dye Set “Z”; Mobility File “KB 3500 POP7 BDTv3.mob”; BioLIMS
Project “3500 Project]l”; Run Module 1 “FastSeq50 POP7 50cm cfv _100; e Analysis
Module 1 “BC- 3500SR_Seq FASTA.saz”.

As sequéncias foram montadas e avaliadas através do software Bionumerics 7.6
(Applied Math), sendo escolhidas 43 sequéncias do gene SSU e 36 sequéncias do gene
LSU. Para realizagdo do alinhamento, determinacdo do modelo de substitui¢ao e
construcdo da arvore filogenética, foi utilizado o pacote de programas Phylosuit. Para
obtencdao do alinhamento foi utilizado o programa MAFFT e as arvores filogenéticas
foram construidas pelo método de Inferéncia Bayesiana utilizando o programa Mr. Bayes.
As arvores filogenéticas foram visualizadas e exportadas como arquivos SVG através do

programa FIGTREE.
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Resultados

Andlise microscopica

A analise semiquantitativa das amostras revelou um niimero variando entre 1 ¢ 30

oocistos por lamina, sendo apenas uma das amostras com 30 oocistos € a grande maioria

(cerca de 51%) com apenas um oocisto (Figura 1).

22% 6% 14 15

2%

1
51%

B1 B2 B3 B4 B5 s6 7 B8 m14 w15 20 W25 m30

Figura 1 — Analise semiquantitativa das laminas coradas pelo método de Ziehl-Neelsen modificado.

Comparagao dos protocolos de nPCR visando o locus dos genes 18S SSU rRNA
e 285 LSU rRNA

No total, foi possivel observar resultado positivo na amplificacdo de 65,9% das
amostras (83/126) (em 34,1% (43/126) nao houve amplificagdo). O sucesso de
amplificacdo das amostras variou conforme o protocolo de nPCR utilizado e o
sequenciamento genético proporcionou a identificacdo de espécies que apresentam alta

similaridade com as identificadas no GenBank (BLAST) (Tabela 1).

Tabela 1 — Comparagao de protocolos de nPCR por meio de diferentes locus génicos (SSU e LSU) e as
espécies identificadas pelo sequenciamento do material genético obtido a partir de amostras fecais de

bovinos da regido Oeste do Parana, Brasil.

Animal Protocolo 1 (SSU - 18S) Protocolo 2 (LSU - 28S)
nima
nPCR 1 Sequenciamento 1 nPCR 2 Sequenciamento 2
259 Positivo Eimeria arloingi Negativo NR

255 Positivo C. bovis Positivo C. parvum



174
192
575
511
256
267
385
431
27
139
326
364
366
389
401
414
445
108
164
207
337
367
469

309
362
363
377
421
430
433
459
502
503
549
12
15
18
19
25
33
39
43
44
45

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Uncultured fungus
C. bovis
C. parvum
Colpodella sp.
Colpodellidae sp.
Colpodellidae sp.
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. bovis
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. bovis
C. andersoni
C. parvum
Uncultured eukaryote
C. parvum
C. parvum
C. bovis
Colpodellidae sp.
Colpodellidae sp.
Colpodellidae sp.
NR
Cryptosporidium sp.
Colpodellidae sp.
Eimeria arloingi
Cryptosporidium sp.
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. ryanae

C. andersoni

Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Negativo

NR
C. bovis
C. parvum
NR
C. bovis
NR
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
NR
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
NR
C. parvum
C. muris
C. parvum
NR
C. parvum
C. parvum
NR
NR
C. bovis
NR
C. bovis
C. parvum
NR
NR
C. bovis
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
NR
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46
47
57
64
66
71
101
106
109
132
182
198
199
206
208
212
217
247
265
291
315
333
347
358
359
361
388
409
426
451
452
465
515
543
576

Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo

Positivo

C. parvum
Uncultured eukaryote
NR
C. ryanae
C. ryanae
Uncultured eukaryote
NR
NR
Colpodellidae sp.
Cryptosporidium sp.
NR
Colpodellidae sp.
Colpodellidae sp.
NR
C. parvum
C. bovis
C. bovis
Eimeria arloingi
Uncultured eukaryote
Colpodellidae sp.
C. ryanae
Eimeria arloingi
C. parvum
C. parvum
C. parvum
Cryptosporidium sp.
C. parvum
Colpodellidae sp.
Colpodellidae sp.
Cryptosporidium sp.
C. parvum
C. parvum
NR
Eimeria arloingi
C. bovis

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo

95

C. ryanae
C. ryanae
Mucor racemosus
C. ryanae
NR
C. parvum
C. parvum
C. parvum
NR
NR
C. parvum
NR
NR
C. ryanae
C. parvum
C. bovis
NR
NR
NR
NR
C. ryanae
NR
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. bovis
C. parvum
NR
NR
NR
C. parvum
C. parvum
C. parvum
NR
C. bovis

Das 126 amostras submetidas a nPCR (LSU), 44,4% (55/126) foram positivas e

sete amostras foram amplificadas somente pelo protocolo proposto por Koehler et al.,

2017). Quando analisadas pela nPCR (SSU), 60,32% das amostras (76/126) foram
p

amplificadas e 27 positivas exclusivamente pelo protocolo de Ryan et al. (2003).

(LSU) foram sequenciadas e a partir desses resultados,

As 55 amostras que apresentaram sucesso na amplificacdo do gene 28S rRNA

quatro espécies de

Cryptosporidium spp. puderam ser identificadas: C. parvum (41), C. bovis (8), C. ryanae
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(5) e C. muris (1), sendo essa ultima e mais uma amostra (que nao amplificou nesse
protocolo), foram identificadas como C. andersoni (2) no protocolo de amplificacdo do
gene 18S SSU rRNA, as demais proporcionaram a identificacdo das mesmas trés
espécies: C. parvum (34), C. bovis (8) e C. ryanae (4). Cinco amostras ndo possibilitaram
a identificacao da espécie e foram caracterizadas como Cryptosporidium spp., além disso,
a amplificacao do gene 18S SSU rRNA, proporcionou a identificagdo de outros agentes,
sendo a Eimeria arloingi, presente em cinco amostras e 12 identificadas como
pertencentes a familia Colpodellidae.

As cinco amostras que apresentaram alta similaridade para Eimeria arloingi foram
amplificadas apenas no protocolo de nPCR do gene 18S SSU rRNA.

Das 12 amostras que apresentaram alta similaridade para Colpodellidae sp.
através da analise da sequéncia obtida pela amplificacdo do gene 18S SSU rRNA, apenas
duas foram amplificadas por meio da nPCR (28S LSU rRNA) e foram identificadas como
C. bovis ap6s o sequenciamento. Uma amostra com alta similaridade para Colpodella sp.
foi amplificada apenas pelo protocolo que visa a amplificagdo do gene 18S SSU rRNA,
semelhante ao que aconteceu para uma amostra caracterizada como Uncultured fungus.

Foram identificadas quatro amostras com alta similaridade para Uncultured
eukaryote a partir da amplificacdo por meio do gene 18S SSU rRNA e sequenciamento
genético. As mesmas amostras, quando analisadas pelo protocolo de que visa o gene 28S
LSU rRNA, apresentaram sucesso de amplificacio em apenas duas e quando
sequenciadas foi possivel caracterizar as espécies de C. ryanae e C. parvum.

Oito amostras que ndo foram amplificadas pelo gene 28S LSU rRNA, quando
submetidas ao protocolo de nPCR visando a amplificacdo do gene 18S SSU rRNA
apresentaram resultado positivo e identificadas como C. parvum (2 amostras), C. bovis
(2), C. andersoni (2) e C. ryanae (1). Uma das amostras ndo possibilitou a identificacido
da espécie e ficou caracterizada como Cryptosporidium spp.

Embora os primers propostos por Koehler et al. (2017) tenham apresentado uma
menor taxa de amplificacdo cruzada, em nosso estudo os primers propostos por Ryan et
al. (2003) permitiram diferenciar mais espécies de Cryptosporidium. A arvore
filogenética construida utilizando-se as sequéncias do gene SSU foram obtidas utilizando-
se 0 modelo GTR + F+G4 e com as sequéncias do gene LSU utilizando-se o modelo de
substituigdo GTR + G+I+G4. As arvores filogenéticas obtidas, respectivamente,

encontram-se nas figuras 1 e 2.
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As sequéncias de nucleotideos foram depositadas no banco de dados GenBank
sob os niumeros de acesso: OL827540-OL827543; OL848126-0L848137; OL848138-
OL848156; OL848457-0OL848462; OL848471; OLB48468-OL848470; OL848474-
OL848475 e OL865378-OL8654009.
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Discussao

Um dos principais fatores que dificulta o diagnostico molecular do
Cryptosporidium spp. € a obtencdo de um numero suficiente de oocistos a partir de
amostras fecais. Mesmo quando sao utilizadas as técnicas de concentragao de oocistos,
juntamente com esse processo, bactérias e outros contaminantes, que apresentam
densidade flutuante semelhante ou que estdo aderidas aos oocistos, representam um
grande obstaculo na obtencao do material genético com pureza e concentragdo adequadas
para analise através do sequenciamento (GUO et al., 2015). Fato esse que pode explicar
os outros agentes que foram identificados em nosso trabalho. Os resultados observados
no estudo realizado por Leetz et al. (2007), assim como no trabalho de Mirhashemi et al.
(2015), evidenciaram os obstaculos em relagdo a analise de amostras ambientais e fecais
com uma baixa concentracao de oocistos ou DNA de Cryptosporidium spp.

Para determinar a taxa de infecgdes subclinicas e as espécies de Cryptosporidium,
Mirhashemi et al. (2015) compararam trés protocolos nPCR que visam a amplificagdao do
locus do gene 18S rRNA (Nichols et al., 2003, Nichols et al., 2010, Ryan et al., 2003,
Xiao et al., 1999, Xiao et al., 2001), utilizando-os em 49 amostras fecais, provenientes de
trés espécies de animais (equinos: n=17; ovinos: n=10; bovinos: n=22). Os resultados
obtidos evidenciaram que o melhor protocolo de nPCR para todas as espécies foi o
desenvolvido por Ryan et al. (2003), sendo considerado o teste mais sensivel (96%) entre
os protocolos avaliados. Nesse trabalho foi observada uma taxa de amplificagdo de 59,1%
(13/22) nas amostras de bovinos sendo identificadas quatro espécies: C. parvum, C.
hominis, C. ryanae e C. bovis, semelhante ao que foi observado em nosso estudo, quando
utilizamos o0 mesmo protocolo e obtivemos uma taxa de amplificagdo de 60,3% (76/126),
mesmo com um numero bastante superior de amostras analisadas, entretanto, as espécies
identificadas foram C. andersoni, C. bovis, C. parvum e C. ryanae.

No presente estudo, apesar do protocolo que visa a amplificagdo do gene LSU
(Koehler et al., 2017) ter apresentado menor sensibilidade, 44,4% (56/126), apenas uma
das amostras amplificadas apresentou alta similaridade (99,25%) para Mucor racemosus
(AJ271061.1), enquanto todas as demais possibilitaram a identificagdo de espécies de
Cryptosporidium. J& o protocolo que visa o locus do gene SSU, 30,3% (23/76) das
amostras sequenciadas apresentaram amplificagdes cruzadas sem evidéncias da presenga
de Cryptosporidium spp. Os organismos identificados na andlise sequencial das

amplificacdes cruzadas foram FEimeria arloingi, Colpodella sp., Colpodellidae sp.,
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Uncultured eukaryote e Uncultured fungus. A fim de garantir que ndo ocorreram erros
técnicos ou variagoes relacionadas ao uso de equipamentos de marcas distintas, todas as
amostras que apresentaram amplificagdo cruzada com outros agentes foram submetidas a
PCR em gradiente de temperatura (53°C-58°C) e os resultados se mantiveram para os
mesmos agentes.

Esses achados sdo semelhantes aos identificados em estudos realizados
anteriormente, que evidenciam a amplificagdo cruzada dos entre os géneros
Cryptosporidium spp. e outros agentes, como Acinetobacter spp., Colpodella spp.,
Adelina bambarooniae, Eimeria reichenowi, Gloeodinium montanum, Perkinsea sp.,
Placocista sp., Chlorophytes, Chlorococcum vacuolatum, Colletotrichum aculatum,
Monoraphidium minutum, dioflagelado e Baldinia anauniensis (Candeias et al., 2022;
Hussain et al., 2021; Koehler et al., 2017). No presente estudo, foi possivel identificar
Eimeria arloingi em algumas amostras sequenciadas pela amplificagdao do gene 18S SSU
rRNA, dados que corroboram com a pesquisa de Kokuzawa et al. (2013) que afirmam
alta similaridade no filo apicomplexa, podendo chegar a 99% quando comparados entre
Cryptosporidium spp. e Eimeria spp. Observando os resultados obtidos na andlise
semiquantitativa, chama atencdo o fato dessa amostra ter sido a que continha o maior
numero de oocistos (30) de Cryptosporidium spp. no esfregaco.

Outros estudos realizados obtiveram como resultado taxas de amplificacao
inferiores, bem como a amplificagdo cruzada de outros micro-organismos, conforme foi
observado em nosso estudo. Utilizando os primers propostos por Ryan et al. (2003),
Hussain et al. (2021) relataram pela primeira vez a amplificacdo cruzada de géneros e a
identificacao de Colpodella spp. a partir de amostras fecais em felinos de zoologico. Os
autores obtiveram como resultado uma taxa de amplificacao (42,9%) inferior a observada
em nosso estudo (60,32%) e partir do sequenciamento, detectaram que esses primers nao
amplificaram apenas Cryptosporidium spp. (17/24), mas também Copodella spp. (7/24).

Amplificagdes cruzadas foram observadas por Koehler et al. (2017) quando
utilizaram os primers propostos por Xiao et al. (1999), assim como em um estudo
realizado por nossa equipe (Candeias et al., 2022), no qual identificamos bactérias do
género Acinetobacter spp. e por meio da andlise de bioinformatica foi possivel detectar
cerca de 100pb semelhantes com as sequéncias de Cryptosporidium spp. Realizamos
novamente, esse protocolo, com o DNA extraido de uma cultura pura de Acinetobacter

spp. ¢ os resultados foram confirmados.
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Em nosso estudo, embora os primers propostos por Ryan et al. (2003) terem
apresentado menor especificidade, eles proporcionaram maior diferenciacdo entre as
espécies de Cryptosporidium na andlise filogenética, uma vez que amostras foram
caracterizadas como C. parvum, C. andersoni, entre outros. Em contraste, maior
especificidade foi observada quando utilizamos os primers propostos por Koehler et al.
(2017), entretanto, com a analise filogenética as amostras foram caracterizadas apenas a
nivel de género, ou seja, Cryptosporidium sp., resultados que divergem dos encontrados
por Koehler et al. (2017), que conseguiram uma caracterizagdo de espécies em niveis
semelhantes com os primers propostos, por isso os autores destacam a necessidade de
novos estudos para que a sensibilidade e especificidade desse ensaio seja reavaliada ao
longo do tempo, especialmente se este for aplicado em amostras de espécies diferentes

das utilizadas no estudo e em outras regides geograficas.

Conclusao

Nossos resultados evidenciam a necessidade de novos estudos para o
desenvolvimento e aplicabilidade de novos primers, buscando maiores niveis de
especificidade e sensibilidade, a fim de evitar resultados falsos positivos e falsos
negativos no diagnostico do Cryptosporidium spp. A amplificacdo cruzada e a
identificacdo de outros agentes, pelos protocolos usados atualmente, puderam ser
comprovadas, embora o protocolo de nPCR proposto por Koehler et al. (2017), tenha
mostrado maior especificidade, ocorrendo amplificacdo cruzada em apenas uma das

amostras analisadas.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos em nosso estudo demonstram que Cryptosporidium spp.
esta presente na populagéo bovina da regido Oeste do estado do Parana e evidenciam
a necessidade do aprimoramento nas técnicas de deteccdo molecular do agente,
buscando maiores niveis de especificidade e sensibilidade, a fim de evitar resultados
falsos positivos no diagnostico.

A idade dos animais, area total da propriedade, sistema de producgédo e
quantidade de animais que compdem o rebanho foram os principais fatores de risco
associados a infecgéo na regido em estudo.

A identificacdo de outros agentes pelos protocolos utilizados pbde ser
comprovada e, embora o protocolo de nPCR proposto por Koehler et al. (2017) tenha
apresentado maior especificidade, ocorrendo amplificacdo cruzada em apenas uma
das amostras analisadas, o protocolo de nPCR proposto por Ryan et al. (2003)

permitiu maior diferenciagédo entre as espécies de Cryptosporidium.

7 CONTRIBUIGOES

Pela dimens&o geografica de nosso pais, os trabalhos epidemiolégicos séo
fundamentais para avaliar a real prevaléncia das doengas nas mais variadas regides.
Na regidao Oeste do Parana, poucos estudos epidemiolégicos foram realizados com
animais de producao, os quais podem ser afetados por uma série de parasitas com
potencial zoondtico e que ocasionam prejuizo para a produgdo, entre eles o
Cryptosporidium spp.

Nossos resultados demonstraram que Cryptosporidium spp. esta amplamente
distribuido nos rebanhos leiteiros da regido Oeste do Parana, uma vez que grande
parte das propriedades estudadas apresentavam animais positivos para o protozoario.
A excrecao de oocistos de Cryptosporidium spp. pelos bovinos leiteiros da regiao
Oeste do Parana foi associada especialmente a idade dos animais e as propriedades
e rebanhos menores com sistema de produgao familiar.

Cryptosporidium parvum apresenta grande importancia na saude publica, essa
€ a espécie que mais acomete os bovinos e a segunda mais envolvida nas infecgdes

em humanos. Em nosso estudo essa foi a espécie mais prevalente nas amostras
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analisadas, o que deve ganhar destaque, pois os bovinos s&o considerados
importantes reservatorios para as infeccbes em humanos.

A identificagcdo de outros agentes pelos protocolos utilizados para a detecgao
de Cryptosporidium spp. reforca a necessidade do aprimoramento dos ensaios de
PCR, buscando maior especificidade no diagndstico. O desenvolvimento de primers
mais especificos € uma ferramenta que vem sendo explorada, porém esses ensaios
devem ser reavaliados ao longo do tempo, principalmente se forem utilizados em

amostras de espécies distintas e em outras regides geograficas.
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APENDICE 1 — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO PROPRIEDADE

Propriedade

Proprietario

Cidade
Cascavel Marechal
(O Sim O sim
(O Mo (O Mo

Tamanho da propriedade

Até S0he 51 a 100he
) Sim () Sim
O N3o () No

Sistema de criagio

Intensivo Semi-intensiva

O sim O Nio Osim (O Mo

Total de animais na propriedade

Sistema de Producdo

Familiar Empresarial

sim (O Mo (O sim () MNio
Assisténcia veterinaria

Cooperativa Consultoria

sim (O Nao sim () Mo
Fonte de dagua

Parada Corrente

O Sim O sim

O Néo O Nio

Ohservagbes adicionais para fonte de dgua

Questiondrio Propriedade

Palotina
) sim
() N3o

101 a 150he
) Sim
() Nao

Extensiva

(1 5im

Ordenha
Manual

i) 5im
() Nao

Data de coleta

Tel ou e-mail

Toledo
() 5im
() Nio

151 a 200he
) Sim
() Nao

Quantidade de vacas-em lactagdo Produgde diaria de leite

Mecanizada
() 5im
() Mao

Instalagbes (estdbulo)

Alvenaria

i) 5im

Madeira
() 5im

Higiene das instalagbes

Ruim

3 5im

Bom

() Sim

Uso de desinfetantes

i) 5im

Acima de 200he
(sim (O Mo

Mumero de partos (ano)

I

Balde ao pe Canalizada
QO sim O sim
(O Nao () Mo
() Nao
Muito bom
) M&o 15im (O Mo



Colostragem

Matural Artificial
(O Sim ) Sim
() Mo () Nao

Tratamento profilitico (ou
metafilatico) - baytril,
baycox..

Osim (O ndo

Leite de descarte (com ATB)

Osim (D ndo

Instalagoes dos bezerros
Individual Coletiva

Osim Onio ) sim

bebedouros individuais

Osim Onio

Até 6 horas apds © Apds b horas

nascimento y v
Oisim (O ndo

(isim () ndo

Vacingio de fémeas gestantes contra outros agentes
infecciosos que causam diarreia necnatal bovina

sim () ndo
Contato com outros animais Histarico de diarreia
Jsim () ndo (sim () ndo
Piso ripado Piso ndo ripado
() ndo (1sim () ndo (Trsim (O ndo

Bebedouros coletivos

(isim () ndo
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APENDICE 2 — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO INDIVIDUAL

Identificagdo do animal

|

‘Data de nascimento

ldade (dias ou meses)

Até 30 dias 31 a 60 dias
O sim ) sim
(O ndo ) nao
151-180 181-210 dias
(O sim ) sim
(O ndo () ndo
301-330 dias 331-360 dias
(O sim ) 5im
O ndo ) no

Cidade

Cascavel Marechal

) sim O sim

() ndo ) ndo

Desidratagdo

Oisim O ndo

Grau de desidratagio Leve -
Grau | (até 59%)

(Osim (O ndo

Grau de desidratagao
Moderada - Grau Il (6 a
10%)

Osim Onio

Grau de desidratagido Grave
- Grau M (acima de 10%)

Osim (O ndo

Formulario individual

61-90 dias
i) sim

() ndo
211-240 dias
) sim

() ndo

Raga
Haolandés

O sim
() ndo

Palotina
) sim
) ndo

Diarreia

Oisim O ndo

sangue nas fezes

(Jsim () ndo

Nimero
Data de coleta
Propriedade
91-120 dias 121-150 dias
) sim () sim
) ndo () ndo
241-270 dias 271-300 dias
(O sim () sim
i) ndo (O ndo
Jersey Mestigo
(O sim () sim
O ndo O ndo
Toledo
O sim
i) ndo
Apatia
Cisim (O ndo

Muco nas fezes

(Jsim () ndo

Escore de consisténcia de fezes (ECF)

1 - fezes liguidas
() sim
() ndo

4 - firmes
(1 sim
) ndo

2 - semi-solidas 3 - Equilibradas
(normais)

O sim Crsim O ndo

() ndo

5 - duras

() sim

(O ndo
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APENDICE 3 - INSTRUGOES AOS AUTORES

“BRAZILIAN JOURNAL OF VETERINARY PARASITOLOGY"”
REVISTA BRASILEIRA DE PARASITOLOGIA VETERINARIA

APRESENTACAO

A Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria € um 6rgdo oficial de divulgacao do Colégio
Brasileiro de Parasitologia Veterinaria (CBPV). Tem como objetivo publicar temas relativos a
Helmintos, Protozoarios, Artrépodes e agentes transmitidos por Artrépodes, bem como
assuntos correlatos. A revista utiliza o sistema de fluxo continuo de publicacdo de artigos,
sendo o volume dividido em 4 numeros por ano, ou seja, periodicidade trimestral. Sao aceitas
submissdes de manuscritos, em inglés, de pesquisadores de qualquer pais, associados ou nao
ao CBPV. Este periodico oferece a todos os pesquisadores acesso eletrénico livre para
consulta de todos os trabalhos, desde seu primeiro volume publicado em 1992.

POLITICA EDITORIAL

Os artigos submetidos a Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria deverao caracterizar-
se como cientificos e originais, essencialmente sobre parasitas de animais em geral.
A RBPV atribui a seus artigos as categorias de:

Artigo Original: deve relatar dados de pesquisa original, ndo tendo sido publicado em nenhum
outro periédico.

Comunicacdo Cientifica: para essa categoria, o artigo submetido s6 sera aceito desde que
possua alto grau de ineditismo e originalidade, trazendo resultados novos de importancia
evidente, atribuindo ao Editor-chefe a continuidade da submissdo ou néo.

Artigo de Revisdo: condicionado a submissdao e a solicitacdo por convite do editor-chefe.
RevisBes ndo solicitadas serdo avaliadas pelo editor-chefe ou editores cientificos assistentes,
desde que sejam escritas por pesquisadores especialistas no tépico escolhido.

Submissao de trabalhos:

A submissdo de trabalhos na RBPV é online pelo sistema ScholarOne
(https://mc04.manuscriptcentral.com/rbpv-scielo). O autor correspondente deve fornecer um
ID ORCID (Open Researcher and Contributor ID, http://orcid.org/) no momento da submissao
inserindo-o no perfil do usuario no sistema de submissao. Recomendamos que seja feito o
mesmo para 0s coautores.
O(s) autor(res) devera(do) anexar uma carta, responsabilizando-se por todo o processo de
tramitacdo e originalidade do artigo, salvo resumo(s) apresentado(s) em eventos cientificos,
nao submetidos a publicacdo em outros periédicos. Trabalhos com numero excessivo de
autores deverdo ser avaliados pelos editores cientificos assistentes, em relacdo ao protocolo
experimental. E necesséria a colaboracdo substancial de todos os autores no planejamento
do estudo, obtencado, analise e interpretacdo de resultados, confec¢ao do artigo e aprovacao
da versao final submetida e aceita. Colaboradores que ndo tiveram participacdo ativa em todo
0 processo descrito acima poderao ser listados na secdo de agradecimentos. Podera haver
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agradecimento a pessoa ou instituicdo que forneceu auxilio técnico, sugestdes, corre¢do ou
sugestdo na escrita ou que de alguma forma colaborou para a elabora¢do do trabalho.
Junto ao trabalho submetido anexar o certificado de revisao de inglés, emitido por um dos
revisores credenciados pela revista (http://rbpv.org.br/guia-do-autor). Os pesquisadores
deverdo assumir os custos da revisao. Caso um dos coautores seja estrangeiro nativo da
lingua inglesa, este devera revisar o inglés do trabalho. O autor correspondente devera enviar
correspondéncia para revista confirmando que essa revisao foi feita por um dos autores
nativos da lingua inglesa.

Processo de avaliacao pelos pares

O processo de avaliacao do trabalho dependera da observancia das Normas Editoriais, dos
Pareceres do Corpo Editorial e/ou do Relator ad-hoc. Nesse processo, o editor-chefe e os
editores cientificos assistentes poderdo sugerir ou solicitar as modificagdes necessarias,
apesar de ser de responsabilidade dos autores os conceitos emitidos. Os artigos submetidos
serdo avaliados por, no minimo, 2 revisores anénimos, selecionados pelo editor-chefe. Em
caso de um parecer conflitante, o artigo sera enviado a um terceiro revisor.
O relator devera preencher o formulario de avaliacdo da RBPV, disponivel no sistema on-line
de submissdo (http://mc04.manuscriptcentral.com/rbpv-scielo). Tendo recebido a avaliacao
de pelo menos 2 dos revisores selecionados, o(s) autor(es) recebera (do) o formulario de
avaliagdo e possiveis correcdes feitas diretamente no texto. Cabe aos autores responderem o
questionamento ou correcdes sugeridas pelos revisores, individualmente. O avaliador podera
corrigir novamente o artigo, se necessario. Apos o aceite pelos revisores ad-hocs, porém antes
do aceite final, o artigo passara pela anadlise de um dos Editores Cientificos Assistentes.
Lembrando que, o Editor Cientifico Assistente possui autonomia para sugerir corre¢des e/ou
rejeitar a publicacdo do artigo, mesmo com a aprovacdo dos relatores. Ainda nesta etapa,
caso necessario, 0 manuscrito € encaminhado a um dos revisores de métodos estatisticos da
RBPV. Apés diagramacao e editoracao, o editor-chefe faz as corre¢des finais.

Transferéncia de direitos autorais:

Se o artigo for aceito, o (s) autor (es) transfere (m) os direitos autorais para o periédico. Em
qualquer uso subsequente de partes do texto, figuras e tabelas, a Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria deve ser citada como fonte.

ETICA

Experimentos que utilizam animais deverdo ser conduzidos obedecendo as normas
aprovadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (http://www.cobea.org.br),
devendo os autores apresentarem o numero de protocolo de submissdo e aprova¢ao dos
trabalhos em Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal. Para autores estrangeiros, experimentos
com animal também sdo previstos no "International Guiding Principles for Biomedical
Research Involving Animals" emitido pelo "Council for the International Organizations of
Medical Sciences" (http://www.cobea.org.br), devendo os autores apresentarem o nimero de
protocolo de submissao e aprovacao dos trabalhos.

APRESENTACAO DO MANUSCRITO

Na elaborag¢do do texto serdo observadas as seguintes normas:
Os trabalhos devem ser submetidos em inglés, de forma concisa, com linguagem impessoal
e com os sinais de chamadas de rodapé em numeros arabicos, lancados ao pé da pagina em
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que estiver o respectivo numero e em ordem crescente. Os trabalhos deverdo ser
apresentados em formato Word, fonte “Times New Roman”, tamanho 12, com margem
superior e inferior de 2,5 cm, esquerda e direita com 3 cm e espacamento entre linhas de 1,5
cm com as paginas numeradas. Os Artigos Originais devem ser organizados obedecendo a
seguinte sequéncia: Titulo Original (inglés), Titulo Traduzido (portugués), Titulo resumido
(inglés), Autor(es), Filiacdo Institucional, Abstract (Keywords) (inglés), Resumo
(Palavras-chave) (portugués), Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussao,
Conclusdes (ou combinagdo  destes trés  ultimos), Agradecimentos (facultativo)
e Referéncias Bibliograficas. As tabelas e ilustracdes deverdo ser apresentadas separadas
do texto e anexadas ao final do trabalho, sem legendas. As respectivas legendas deverao vir
no texto logo apos as referéncias bibliograficas. As Comunicac¢bes Cientificas obedecem a
sequéncia acima sem a necessidade de se destacar os tdpicos, sendo escritas em texto
corrido, conciso e limitado a 4.000 palavras, podendo incluir até 3 figuras ou tabelas,
combinadas. Nao mais que 25 referéncias devem ser citadas.

Caracteristicas dos elementos de um trabalho cientifico

Titulo Original/Titulo Traduzido

O titulo “cheio” e o subtitulo (se houver) ndo devem exceder 20 palavras. Nao devera aparecer
nenhuma abreviatura, e 0s nomes de espécies ou palavras em latim deverao vir em italico.
Evitar (por exemplo) titulos que iniciem com: Estudos preliminares; Observacdes sobre. Ndo
usar o nome do autor e data de citagdo em nomes cientificos.

Autor(es)/Filiagcao Institucional

Na identificagdo, deve constar: nome completo e por extenso de todos os autores (sem
abreviacdo), separados por ponto e virgula. A Filiagao Institucional deve informar os nomes
proprios de todas as instituicdes e ndo suas tradugdes: Laboratério, Departamento, Faculdade
ou Escola, Instituto, Universidade, Cidade, Estado e Pais, exatamente nessa ordem. No rodapé,
deve constar as informacdes do autor para correspondéncia: Endereco completo, telefone, e-
mail atualizado e ORCID, nessa ordem.

Abstract/ Resumo

Devem conter no maximo 200 palavras, em um sé paragrafo sem deslocamento. Nao devem
conter citacBes bibliograficas. Siglas e abreviacdes de instituicdes, ao aparecerem pela
primeira vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por
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