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RESUMO

HUBER, Franziska. Caracterizacio genotipica e estudo filogenético de
Cryptosporidium spp. obtidos de diferentes hospedeiros. 2007. 59p Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterindrias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterindria, Departamento de
Parasitologia Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2007.

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar geneticamente as espécies de
Cryptosporidium oriundos de vérios hospedeiros, realizar o seqiienciamento e analises
filogenéticas, incluindo o depésito das primeiras seqiiéncias brasileiras de Cryprosporidium
spp. de origem animal no GenBank. Foram obtidas amostras fecais contendo oocistos de
Cryptosporidium de pintos, patos, codornas e porquinhos da india comercializados num
mercado municipal da cidade do Rio de Janeiro, de bezerros de uma propriedade voltada &
produgdo leiteira localizada no mesmo municipio e de gatos e céies de um abrigo para animais
localizado no municipio de Nova Iguagu. Para as analises foi utilizado Nested-PCR do DNA
extraido a partir de 200ul de solugfo fecal. Foi realizada RFLP dos produtos obtidos no
Nested-PCR, utilizando-se as enzimas Sspl e Vspl, para uma identificagio preliminar das
espécies de Cryptosporidium presentes. As amostras de DNA foram segiienciadas e analises
filogenéticas foram conduzidas. Foram diagnosticados e sequenciados C. baileyi infectando
dois patos (DQ855339 e DQ885340) e uma codorna (DQ885335) e C. melagridis infectando
um pinto (DQ885341). As seqiiéncias dos Porquinhos da india receberam os nimeros de
acesso DQ885337 e DQ885338, sendo que ambas as seqiiéncias niio puderam ser
identificadas como espécie conhecida de Cryptosporidium, devido a grande distincia genética
entre elas e aquelas ja depositadas no GenBank, sugerindo que se trate de um gendptipo ou
espécie nova. Parasitando os gatos foi diagnosticado C. felis (DQ885336) e em um cédo C.
canis (DQ885334). Uma das amostras de C. parvum de bovinos foi seqiienciada, sendo
depositada no GenBank sob niimero de acesso DQ885333. Durante as analises dos sitios de
corte enzimdtico dos produtos da Nested-PCR do gen 18Sr DNA, a unica espécie que
realmente possue padrdo de corte caracteristico ¢ C. baileyi. As demais espécies de
Cryptosporidium deveriam ser submetidas a agdo de outras enzimas, para um diagndstico
acurado. Nas andlises filogenéticas foi observada uma distancia genética maior entre C. felis e
C. canis isolados no Brasil quando comparados as seqiiéncias do GenBank. Com base nos
dados apresentados pelo agrupamento filogenético, uma possivel nova espécie chama a
atencdo a presenca de espécies desconhecidas de Cryprosporidium, mesmo em animais
comuns de estimagdo, como & o caso do Porquinho da india. Estas sdo as primeiras seqiiéncias
de C. baileyi, C. meleagridis, C. felis, C. canis e C. parvum do Brasil depositadas no
GenBank.

Palavras-chaves: Cryptosporidium, Filogenia, Caracteriza¢do genotipica, Brasil
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ABSTRACT

HUBER, Franziska. Genotypic characterization and phylogeny of Cryptosporidium
spp. from different hosts. 2007. 59p Thesis (PhD in Veterinary Sciences, Veterinary
Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

The objectives of the present study was the genetical characterizations of Cryptosporidium
spp- from different hosts, realize the sequencing an phylogenetic analysis, including the
deposit in GenBank of the first Cryprosporidium sequences of animal origin, from Brazil.
There were obtained fecal samples, containing Cryptosporidium oocysts from chiken, ducks,
quails and Guinea pigs from a public market localized in Rio de Janeiro city, from dairy calfs
maintained at a farm localized in the same city and from dogs and cats maintained at a shelter
localized in the city of Nova Iguagu. For the analysis was utilized the Nested-PCR of the
extracted DNA from 200ul of fecal suspension. For primary identification of
Cryptosporidium species was realized RFLP with enzymes Sspl and Vspl. DNA samples were
sequenced and phylogenetic analysis were conducted. There were diagnosed and sequenced
C. baileyi infecting two ducks (DQ855339 and DQ885340) and one quail (DQ885335) and C.
melagridis infecting one chicken (DQ885341). The sequences obtained form
Cryptosporidium infecting Guinea pigs received accession numbers DQ885337 and
DQ885338, both sequences were not identified with known Cryptosporidium species due to
the great genetic distance between them and those already available at GenBank, suggesting
that it may be a new genotype or species. Parasitizing cats was diagnosed C. felis (DQ885336)
and in one dog C. canis (DQ885334). One sample of C. parvum of calf origin was sequenced
and received accession number DQ885333. During analysis of RFLP pattern of the nested-
PCR product from 18Sr DNA was stated that only C. baileyi has a characteristic digestion
pattern. Other Crypfosporidium species should be digested by several other enzymes, for a
accurate diagnosis. At phylogenetic analysis was found a greater genetic distance between C.
felis and C. canis from Brazil when compared to the reference sequences obtained from
GenBank. Based on the phylogenetic groupings, a possible new species of Cryprosporidium
from Guinea Pigs calls attention for the existence of new species even in common pet
animals. As is the case of the Guinea Pig. The sequences obtained in this study are the first
Brazilian sequences of C. baileyi, C. meleagridis, C. felis, C. canis and C. parvum deposited
in GenBank.

KEY-WORDS: CRYPTOSPORIDIUM, PHYLOGENY, GENOTYPIC
CHARACTERIZATION, BRAZIL
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1 INTRODUCAO

O género Cryptosporidium tem sido classificado junto com outros coccidios entéricos
na ordem Eucoccidiorida com base nas similaridades de suas caracteristicas morfoldgicas e de
seu ciclo de vida.

Baseado na proposta de classificagdo em 1988, por Levine, esse protozodrio pertence
ao Filo Apicomplexa, caracterizado por apresentar complexo apical e todos os seus
representantes serem parasitas. Classe Sporozoasida por apresentar reprodugio assexuada e
sexuada com a produgdo de oocisto; Subclasse Coccidiasina com ciclo de vida que envolve
merogonia, gametogonia e esporogonia. Ordem Eucoccidiida apresentando merogonia ou
esquizogonia; Subordem Eimeriina com o desenvolvimento independente de macrogamonte e
microgamontes. Familia Cryptosporidiidae, apresentando oocisto com quatro esporozoitas,
esporocisto ausente e todos os estigios enddgenos desenvolvendo-se isoladamente em
vacuolo parasitoforo na superficie das células parasitadas, sendo um protozoario intracelular/
extracitoplasmético que possui um ciclo bioldgico essencialmente monoxeno.

Apos a primeira descri¢do do género Cryptosporidium, em 1907 por Tyzzer, diversas
espécies foram nomeadas em fung#io dos hospedeiros nos quais foram encontradas e inclusive,
oocistos de Cryptosporidium foram confundidos, por alguns pesquisadores, com esporocistos
de Sarcocystis. Os critérios para designar espécies de representantes do filo Apicomplexa
incluem a especificidade por hospedeiro, morfologia dos oocistos e local de parasitismo,
contudo, para espécies pertencentes ao género Cryplosporidium, somente esses critérios nio
sdo adequados para identificar e nomear novas espécies.

Os oocistos das diferentes espécies de Cryptosporidium sdo idénticos
morfologicamente e existem similaridades de morfometria em muitas delas. Essas
similaridades na estrutura tém causado confus@o na nominag@o de varias espécies, ndo
sustentando uma classificagdo segura.

Através de estudos morfologicos e ultra-estruturais foram identificadas as
classificagdes errdneas e algumas espécies nomeadas no passado foram desconsideradas. Em
seguida foi sugerido o conceito equivocado da especificidade estrita de Cryptosporidium
quanto aos hospedeiros, o que resultou novamente na nomeagdo de diversas novas espécies. A
intensificagdo de estudos de infecgéo cruzada derrubou o conceito da especificidade restrita e
muitas das novas espécies de Cryptosporidium de localizag8o intestinal, contendo oocistos
considerados de tamanho pequeno, foram consideradas sinonimias de C. parvum. Durante
alguns anos esta espécie foi decrita como sendo a unica espécie parasita de mamiferos, ao
lado de C. wrairi e C. felis, que conseguiram manter o status de espécie devido a
caracteristicas biolégicas distintas (XIAO et al., 2004a).

Com o advento das técnicas de biologia molecular a taxonomia do género sofreu
novas mudangas, sendo que o numero de espécies consideradas como validas ainda €
largamente discutido entre os pesquisadores. O’Donoughue (1995) considerou seis espécies
validas de Cryprosporidium, sendo elas C. parvum, C. muris, C. meleagridis, C. baileyi e C.
serpentis e C. nasorum. Mais tarde Fayer et al. (1997), acrescentaram a esta lista C. wrairi e
C. felis. Recentemente, foram descritas diversas outras espécies, baseando-se principalmente
em caracteristicas moleculares, sendo C. saurophylum parasitando lagartos (KOUDELA;
MODRY, 1998); C. galli (RYAN et al., 1999) afetando aves; C. andersoni (LINDSAY et al.
2000) em bovinos; C. canis (FAYER et al., 2001) parasitando cées; C. molnari em peixes
marinhos (ALVAREZ-PELLITERO; SITJA-BOBADILLA, 2002); C. hominis (MORGAN-
RYAN et al., 2002) em humanos; C. suis (RYAN et al, 2003) em suinos ¢ C. bovis (FAYER
et al, 2005) mfectando também bovinos.



O desafio atual é definir até que ponto uma espécie deve ser considerada como tal ou
como variante de outra. Existe, a necessidade de um critério para a descrigdo e validagdo das
espécies do género Cryptosporidium. (XIAO et al., 2002).

Muitas tentativas tém sido feitas no sentido de caracterizar espécies, cepas e isolados
de Cryptosporidium utilizando uma variedade de técnicas da biologia molecular, além das
morfologicas, bioquimicas e imunolégicas (O’DONUGHUE, 1995).  Este tipo de abordagem
tem sido enfatizado por vérios autores, com o objetivo de proporcionar solucdes significativas
aos problemas relacionados a caracterizages genéticas do género Cryptosporidium. Porém, o
tipo de informagéo disponivel para as diferentes espécies e gendtipos do parasito ¢ altamente
varidvel. Para algumas espécies, como C. nasorum e C. molnari, ndo existem dados referentes
ao seqilenciamento genético, enquanto que para a maioria, poucas caracteristicas
morfoldgicas e biologicas sdo relatadas nos estudos (UPTON, 2002).

Nos ultimos anos a espécie C. parvum foi submetida a intensos estudos moleculares e
filogenéticos com o propdsito de elucidar se os diversos genétipos caracterizados ndo seriam
na realidade espécies distintas. Como resultado foram nomeados C. canis (FAYER et al.,
2001), que era o antigo genétipo canino de C. parvum; C. suis (RYAN et al., 2004) que € a
renominagdo do antigo C. parvum gendtipo suino. Cryptosporidium hominis (MORGAN-
RYAN et al., 2002) representa o gen6tipo humano de C. parvum, cujo hospedeiro é o homem
e C. bovis (FAYER et al., 2005) é o antigo subgenétipo bovino tipo B de C. parvum, que
infecta apenas ruminantes e é geneticamente relacionado ao genotipo de cervideos.

O nome da espécie C. parvum ficou reservado a hospedeiros ruminantes e outros
mamiferos, incluindo o homem. Ainda se considera esta espécie como sendo na realidade um
grupo de espécies cripticas (de origem comum a C. parvuin), denominadas de genétipos de C.
parvum, como forma de nomear protozodrios de localizagfo intestinal, de pequeno tamanho e
que apresentam a capacidade de infectar diversas espécies de mamiferos.

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar geneticamente as espécies de
Cryptosporidium oriundos de varios hospedeiros, realizar o seqiienciamento e anélises
filogenéticas, incluindo o depdsito das primeiras seqii€ncias brasileiras de Cryptosporidium
spp. de origem animal no GenBank.






