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Resumo

A criptosporidiose ¢ uma doenga zooantroponoética causada por protozodrios do género
Cryptosporidium, sua transmissao ¢ via fecal-oral através da disseminacdo de oocistos
esporulados no ambiente, por hospedeiros infectados, contaminando dgua e alimentos. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. em
amostras fecais de bovinos leiteiros de trés fazendas diferentes. Os dados foram obtidos através
da analise de amostras de fezes de bovinos que foram submetidas a técnica de Ziehl-Neelsen
modificado e ao processo de purificagao e extracdo de DNA através da Nested-PCR. De 344
amostras analisadas, pdde-se observar a positividade em 31,7% amostras pela técnica de ZNm.
Destas amostras positivas, 28 foram submetidas a nPCR, das quais 20 (71,4%) foram positivas
nesta técnica. Embora técnicas moleculares sejam mais sensiveis, apresentam limitagdes. A ndo
amplificacao de oito amostras pode ser consequéncia da presenca de inibidores. As amostras
positivas na nPCR foram guardadas para identificacdo da espécie em outro momento. A
prevaléncia de Cryptosporidium em bovinos ¢ de aproximadamente 1/3 da amostra estudada, o
que pode provocar perdas econdmicas importantes pela diminuicdo de produgdo de leite se
medidas de controle, preven¢ado e tratamento ndo forem tomadas.

Palavras-chave: Cryptosporidium; Bovinos leiteiros; Prevaléncia.



Abstract

Cryptosporidiasis is a zooanthroponic disease caused by protozoa of the genus
Cryptosporidium, its transmission is via fecal-oral route through the spread of sporulated
oocysts in the environment by infected hosts, contaminating water and food. This study aimed
to evaluate the occurrence of Cryptosporidium spp. in fecal samples of dairy cattle from three
different farms. The data were obtained through the analysis of cattle feces samples that were
submitted to the modified Ziehl-Neelsen technique and to the process of purification and
extraction of DNA through Nested-PCR. From 344 samples analyzed, it was possible to observe
the positivity in 31.7% samples by the ZNm technique. Of these positive samples, 28 were
submitted to nPCR, of which 20 (71.4%) were positive in this technique. Although molecular
techniques are more sensitive, they have limitations. Failure to amplify eight samples may result
from the presence of inhibitors. Positive nPCR samples were saved for species identification at
another time. The prevalence of Cryptosporidium in cattle is approximately 1/3 of the studied
sample, which can cause significant economic losses due to reduced milk production if control,
prevention and treatment measures are not taken.

Keywords: Cryptosporidium; Dairy cattle; Prevalence.
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INTRODUCAO

Cryptosporidium foi originalmente
descrito em 1907 por Ernest Edward
Tyzzer, no entanto, apenas em 1971,
estudos veterinarios direcionaram-se para
este parasita, apos os primeiros relatos de
infeccdo em bovinos (PANCIERA et al.,
1971; FAYER et al., 1990). O incentivo de
estudos e o desenvolvimento de medidas de
controle e prevencao da criptosporidiose
ganhou énfase no ano de 1993 em
Milwaukee nos Estados Unidos, ap6s um
surto da doenca veiculado pela 4gua em que
403.000 pessoas foram afetadas. Dentre
estas medidas destacou-se principalmente a
remogao de protozoarios em aguas de
abastecimento, sendo que os mesmos foram
reconhecidos como uma ameaga para a
saude publica (MATOS et al, 2004
FRANCO, 2007).

O género Cryptosporidium ¢
constituido por protozodrios parasitas
intracelulares obrigatorios, pertencentes ao
Filo Apicomplexa, Classe Sporozoasida,

Subclasse Coccidiasina, Ordem

Eucoccidiorida, Subordem Eimeriina e
Familia Cryptosporidiidae (LEVINE, 1988;
FAYER, 2008). Atualmente sdo descritos
30 espécies e 61 gendtipos descritos
(SMITH & NICHOLS, 2010), que
acometem  diversas  espécies  como
mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes
(XTAO et al., 2004).

Todas as espécies do género sao
parasitas  intracelulares  obrigatorios,
monoxénicos, € apresentam as fases
assexuada e sexuada de reproducdo no
mesmo hospedeiro. Este parasita possui
morfologia esférica de aproximadamente 3
a 8 um de didmetro, quatro esporozoitos
haploides e parede de duas camadas
altamente resistente (FAYER, 2008;
USEPA, 2012).

A transmissao ocorre pela via fecal-
oral através da disseminacao de oocistos
esporulados, sua forma infectante, por
hospedeiros infectados e pela contaminagao
do ambiente, dos alimentos ou da agua,

principalmente por consequéncia das

atividades agropecudrias



que sdo tdo expressivas no mundo e a alta
ineficiéncia dos servigos de coleta ¢
tratamento de esgoto (SATO et al., 2013).
Também podem ser ingeridos ou inalados
(KOSEK el. al, 2001).

O ciclo de vida desse parasita possui
seis  estagios de  desenvolvimento:
excistagdo dos oocistos, merogonia,
gametogonia, fertilizagdo, formagdo da
parede dos oocistos e esporogonia (SMITH
& ROSE, 1998). No decorrer destes
estagios desde a ingestdo até a eliminagdo
de oocistos esporulados varia de dois a sete
dias (PEREIRA et al., 2010) e a cada
geracdo, o parasita pode se desenvolver e
amadurecer entre 12 ¢ 14 horas (FAYER,
1997).

Quando ocorre a infecgdo, o0 oocisto
atinge o trato intestinal do organismo
hospedeiro e se anexa as células epiteliais
(ALLEN & FETTERER, 2002). Durante o
processo de divisdo, 80% dos oocistos de
parede espessa sdo liberados nas fezes na
(CACCIO &

forma esporulada

PUTIGNANI, 2014) e mostram alta

resisténcia as condi¢des ambientais, sendo
0 Unico estagio exdgeno. A taxa de
producdo de oocistos varia entre 2 x 106 a 2
x 108 g/fezes, dessa forma, a eliminag¢ao no
ambiente potencializa uma disseminacdo
importante desses protozoarios (MCCUIN,
2003; ONGERTH, 2013). Cerca de 20%
dos oocistos de parede fina, que se rompe
facilmente, permanecem no hospedeiro e
sdo responsaveis pela autoinfecgdo,
liberando esporozoitos no tubo digestivo
(XIAO; FAYER, 2008; SMITH et al,
2007).

Segundo Hunter & Thompson
(2005) o alto potencial zooantropondtico
desse parasita em animais selvagens e
domésticos apresenta grande importancia
na avaliagdo da susceptibilidade a infeccao
entre seres humanos e outros animais.

A criptosporidiose, causa atrofia das
vilosidades intestinais com consequente
hipersecrecdo e sindrome da ma absor¢ao e
ma digestdo, cujos principais sintomas sao
a gastroenterite, diarreia, sindromes gripais,

mal-estar, dor abdominal, anorexia, nausea,



flatuléncia, vomitos, febre baixa e perda de
massa. (ARGENZIO, 1985;
CRITTENDEN & HARZA, 2005).

A primeira notificagdo brasileira de
criptosporidiose em bovinos aconteceu em
1988, na cidade de Botucatu, no estado de
Sao Paulo, quando um lote de 23 bezerros
apresentou positividade para a presenca de
oocistos nas fezes (MODOLO et al., 1988).
Esta doenca ¢ caracterizada por diarreia
grave em bezerros com idades de 4 a 30 dias
(FAYER et al, 1990), com picos de
prevaléncia por volta de duas semanas de
vida (PEREIRA, 2007), frequentemente ¢
observada por contribuir com o
comprometimento no desenvolvimento
desses animais, ¢ quando ndo tratada pode
levar a um quadro de desidratagdo intensa e
causar grandes perdas econdmicas (FAYER
et al., 1990; GARCIA; LIMA, 1993;
CABALAR et al., 2001). A incidéncia em
animais jovens ¢ devido a imaturidade de
seu sistema imunoldgico, associado a
possibilidade de contaminacdo das mamas

de suas maes (DELGADO et al., 2003) ou

ainda pelo contato com outros animais
(NETA et al. 2010).

Tendo em vista a gravidade desta
parasitose, diagnosticos parasitologicos
precisos sdo extremamente importantes
para o controle, prevenc¢dao e tratamento
(RODRIGUES et al., 2016). Os métodos
mais recomendados para o diagndstico de
Cryptosporidium spp. sao 0s que permitem
a 1dentificacdo de oocistos nas fezes
(ALMEIDA, 2006).

Segundo Sterling & Arrowood
(1993) técnicas de concentragao do material
fecal, através da flutuacao com a utilizagao
de solugoes saturadas de sacarose, sal ou
sulfato de zinco, ou por sedimentagdo com
formaldeido-éter e coloracdo acidos-
resistentes, como o  Ziehl-Neelsen
Modificado (ZNM) aumentam as chances
de encontrar oocistos, principalmente em
animais assintomaticos, comparados a
animais sintomaticos. Além disso, as
técnicas de flutuagdo e sedimentacao
apresentam  facilidade de execucdo,

geralmente de baixo custo



(O’DONOUGHUE, 1995) e eliminam a
maioria dos detritos fecais e em algumas
técnicas, apresentam 0  protozoario
inalterado, facilitando sua identificacao
(DE CARLI, 1994). Porém, demandam
intenso trabalho e significativa quantidade
de oocistos para deteccdo positivas.
(RAMIREZ & SREEVATSAN, 2006).

As técnicas de biologia molecular
tornaram-se ferramentas de diagndstico de
diversos agentes infecciosos (CUNHA,
2019).

Segundo Ramirez & Sreevatsan
(2006) a técnica para amplificacdo de DNA
do tipo PCR demonstra maior sensibilidade
e especificidade quando comparada as
demais técnicas, a desvantagem ¢ seu alto
custo e a alta susceptibilidade a
contaminagdo e inibidores que estdao
contidos nas fezes.

Mesmo com os avangos da industria
farmacéutica em busca de novos
tratamentos para a criptosporidiose, ndo ha

nenhum tratamento de cura totalmente

eficaz para esta doenga. (ARMSON et al.

2003; HEIGES et al., 2006). Um dos
responsaveis pela falta de eficacia de
medicamentos  comumente  utilizados
(BOWMAN, 2010), ¢ a localizagdao
intracelular do Cryptosporidium.

O objetivo desta pesquisa ¢€
identificar a ocorréncia de oocistos de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais
de bovinos leiteiros através das técnicas de
Ziehl-Neelsen modificado (ZNm) e Reacao

em Cadeia da Polimerase ‘PCR’ tipo Nested

(nPCR).

MATERIAIS E METODOS
Consideracoes éticas

O presente trabalho foi submetido
ao comité de ética para a utilizacdo de
amostras fecais de animais em outubro de

o

2019, sob 0 processo n
23085.007.384/2019-12.
Populaciio e area de estudo

Foram utilizadas cerca de sete
gramas de amostras fecais de bovinos

leiteiros, sendo provenientes de trés

fazendas diferentes situadas em Minas



Gerais, regido sudeste do Brasil. Dessas
amostras, 332 foram coletadas de
individuos recém-nascidos e 12 de
individuos adultos. O numero de animais
por fazenda foi diverso, sendo 172 com
maior numero e 45 com menor.
Coleta de fezes

A coleta foi realizada por
funcionarios das fazendas, que coletaram de
20 a 50 gramas de fezes diretamente do reto
dos bovinos. As amostras foram separadas,
identificadas com os dados do animal
(numero, data de coleta, curral, fazenda) e
transportadas para o Laboratério de
Coccidios no Departamento de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro. Essas amostras foram
armazenadas com Dicromato de Potassio a
2,5% (proporcdo 1:1) e mantidas em
temperatura de refrigeragdo a 6°C até serem
analisadas, evitando assim a proliferagdo de
fungos, aumentando a sua conservacdo e
tornando a sua consisténcia mais pastosa.

Pesquisa de oocistos

As amostras de fezes foram
submetidas ao método de Centrifugo-
flutuagdo com Solugdo Saturada de
Sacarose modificada (SHEATHER et al.,
1923), considerado como padrdo-ouro na
detecgao de 00cistos, utilizada
principalmente para flutua-los e concentra-
los. Como podem ser de dificil visualizagao
por métodos habituais de rotina, para
estimar a quantidade de oocistos (em 100
campos) por lamina, foi utilizada a técnica
de coloracao de Ziehl-Neelsen Modificado
(HENRIKSEN & POHLENZ, 1981)
segundo o protocolo de GARCIA & LIMA
(1993). Para cada amostra, foram feitas de
uma a duas laminas, que foram coradas com
o corante de Kinyoun a frio e Verde
Malaquita a 5%. Ap0s a etapa de coloragdo
foi realizada a leitura de toda a ldmina em
microscopio optico utilizando objetiva de
aumento em 100x/1.25 e 6leo de imersao.
Extracao de DNA

A extracao de DNA foi realizada em

28 amostras positivas pelo método

parasitoldgico por apresentarem melhor



aspecto, maior quantidade de sedimento e
riqueza de oocistos em comparagdo as
outras amostras positivas por ZNM. Para a
extragdo do DNA de Cryptosporidium spp.
foi utilizado o Protocolo de Extragdo Kit
MagaZorb® DNA Mini-Prep, que fornece
uma técnica facil, rapida e econdmica para
isolar o DNA com qualidade de PCR, como
descrito pelo fabricante (Promega, USA).
Reaciao em Cadeia de Polimerase 'PCR'
Para a deteccdo de DNA de
Cryptosporidium spp. foi realizada uma
Nested PCR. Na primeira reagdo foram
utilizados os primers 18SX1F: 5 TTC TAG
AGC TAA TAC ATGCG 3’ e 18SX1R: 5’
CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA 3’
que amplificaram um fragmento de 1325 pb
da regido hipervaridvel da subunidade
menor (SSU) do gene 18S rRNA (Xiao et
al, 1999; Xiao et al, 2000). A reacao de
amplificacdo foi realizada num volume
final de 30 pl, contendo 2 nM de MgCl2; 0,4
nM de dNTPs; 1X de tampao providenciado
com a Taq Polymerase (Promega, USA);

0,2 uM de cada primer ¢ 1U de GoTaq

Polimerase (Promega, USA) ¢ 2 ng de
DNA. A amplificagdo aconteceu nas
seguintes condicdes: dissociacao a 95°C por
cinco minutos, seguido de 40 (dissociacao a
95° por um minuto, anelamento a 60°C por
um minuto e extensdo a 72°C por um
minuto), extensdo final a 72°C por cinco
minutos.

Na segunda reagdo foram utilizados
os primers 18SX2F: 5° GGA AGG GTT
GTA TTT ATT AGA TAA AG 3’ e
18SX2R: 5 AAG GAG TAA GGA ACA
ACC TCC A 3° (XIAO et al, 1999) que
amplificaram um fragmento de 819-825 pb.
A reacao foi realizada num volume final de
30 pl contendo 2 mM de MgClI2; 0,4 mM de
dNTPs; 1X de tampao providenciado com a
Taq Polimerase; 0,2 uM de cada primer e 1
U de GoTaq Polimerase e 2 ng de DNA
amplificado na primeira reagdo. A
amplificagdo aconteceu nas seguintes
condi¢des: dissociacdo a 95°C por cinco
minutos, seguido de 40 (dissociagao a 95°C

por um minuto, anelamento a 60°C por um



minuto e extensdo a 72°C por um minuto),

extensdo final a 72°C por cinco minutos.
Apds a amplificacao foi realizada a

eletroforese 100V em gel de poliacrilamida

6% e corado com nitrato de prata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a analise microscopica, as 344
laminas coradas através da técnica de Ziehl-
Neelsen  modificado (ZNm) foram
classificadas em positivas, negativas e
inconclusivas. Os resultados obtidos por
essa técnica mostraram que 109 (31,7%)
das amostras foram positivas; 112 (32,6%)
negativas e 123 (35,8%) inconclusivas, que
serdo necessarias refazer. A prevaléncia foi
de 29,36% independentemente da técnica,
sendo esta porcentagem superior as
descritas por Feitosa et al. (2004); Garcia e
Lima (1994) e Mtambo et al. (1997), porém,
inferiores as descritas por Ortolani (1988).
A criptosporidiose em bovinos tem sido

encontrada em todo o mundo e estudos tem

mostrado uma ampla variagdo na

prevaléncia (MALDONADO-CAMARGO
et al., 1998).

As amostras que foram
categorizadas como ‘inconclusivas’ nao
apresentaram condi¢des de observagdo nem
micro € nem  macroscopicamente,
impossibilitando a visualizacdo de oocistos
nas laminas. As amostras positivas
apresentaram um ou mais oocistos. As
negativas ndo apresentaram nenhum
vestigio de oocisto.

Os resultados obtidos pela técnica
de Nested PCR. mostram que o fragmento
de 827 pb, caracteristico de
Cryptosporidium spp., ocorreu em 20/28
(18,3%) amostras testadas, contra 8 (7,3%)
negativas. Representadas na figura 1A, 2B
e 3C. As 81 (74,3%) amostras positivas por
ZNM restantes nao foram amplificadas.

As amostras que foram negativas
pela nPCR podem implicar em resultados
falso-positivos  pela  microscopia ou
degradacdo do DNA ou RNA durante a

extragdo ou até conter resquicios de

inibidores fecais, que podem interferir



principalmente na interagio DNA-DNA
Polimerase, reduzindo muito a
sensibilidade da reacdo (JOHNSON et al.,
1995), sendo recomendéavel a adi¢do de
agentes antioxidantes, como a BSA
(albumina de soro bovino), ao tampao de
extragdo por aumentar a especificidade da
PCR e facilitar a amplificagio de
sequencias de DNA ricas em G e C, como o
Cryptosporidium spp. (FUNADA, 2009;
CARVALHO-ALMEIDA, 2005).

A ocorréncia de oocistos de
Cryptosporidium spp. por fazenda através
das técnicas de Ziehl-Neelsen e nPCR pode
ser observada na Tabela 1.

As técnicas utilizadas apresentaram
especificidade de 52,40% e sensibilidade de
47,41%, sendo a especificidade maior que a
sensibilidade (Tabela 2). A prevaléncia
estimada foi de 45,70%, o que se assemelha
aos resultados descritos por Meireles
(2010); Brook et al. (2008) e Ortolani
(1988).

Quando comparados, a técnica de

Nested-PCR apresenta maior sensibilidade

(71,6%) em relagdao a técnica de Ziehl-
Neelsen modificado (31,6%), mostrando
que estudos comparativos entre diferentes
técnicas sdo necessarios para garantir que
seja utilizada a melhor (padrdo-ouro) na
detecgdo de oocistos nas fezes (FUNADA,
2009).

Embora neste trabalho ndo tenha
sido realizada a caracteriza¢ao molecular, o
que impossibilitou na identifica¢do da fonte
de infeccdo e responsaveis pela
contaminag¢ao dos animais, sua realizacao ¢
recomendavel devido a variacdo genética
do Cryptosporidium.

Pode-se concluir que as técnicas
utilizadas neste trabalho possuem vantagens
e desvantagens. A técnica de Ziehl-Neelsen
apesar de seu baixo custo, facil metodologia
e execuc¢do, e bom contraste, ¢ uma técnica
que demanda trabalho e requer a presenga
de grande quantidade de oocistos para evitar
assim resultados falso-positivos
(RAMIREZ & SREEVATSAN, 2006). A
técnica de Nested-PCR apresenta vantagem

na  sensibilidade, especificidade e



genotipagem. Sua desvantagem, porém, ¢ o
alto custo, a alta susceptibilidade a
contaminagdo e a presenca de inibidores nas
fezes.

Entretanto, a técnica de nPCR
apresenta melhor desempenho do que a
técnica de Ziehl-Neelsen modificado por
apresentar alta sensibilidade diagnostica,
alta especificidade e maior eficiéncia na
deteccao de oocistos de Cryptosporidium
spp., sendo estd de extrema importancia
tanto na detec¢dao quanto na epidemiologia

deste parasita.
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ANEXOS

Tabela 1: Ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. pela técnica de Ziehl-Neelsen

Modificado e pela técnica de Nested PCR, em amostras fecais de bovinos leiteiros infectados

naturalmente.
Técnicas
Ziehl-Neelsen Modificado PCR

Fazenda  Positivo Negativo Refazer Total Positivo Negativo  Total
Fazenda 1 84 58 30 172 8 1 9
Fazenda 2 10 20 15 45 7 2 9
Fazenda 3 15 34 78 127 5 5 10

TOTAL 109 112 123 344 20 8 28

Tabela 2: Valores da sensibilidade e especificidade das técnicas de Ziehl-Neelsen e Nested
PCR na ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de bovinos leiteiros

infectados naturalmente.

Técnica Sensibilidade (%) Especificidade (%)

Ziehl-Neelsen modificado
47,41 52,40
Nested-PCR
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Figura 1A: Gel de Poliacrilamida corado com nitrato de prata.
A seta indica o fragmento de 827 pb especifico de
Cryptosporidium spp. (M) marcador de peso molecular
Ladder (Invitrogen®) 100 pb; (C+) controle positivo; (C-)
controle negativo; (Br) H,O; N° das amostras. Sendo 3, 4, 5 e
8 positivas.
9 10 11 12 13 14 15 16
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4_
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Figura 2B: Gel de Poliacrilamida corado com nitrato de prata.

A seta indica o fragmento de 827 pb especifico de
Cryptosporidium spp. (M) marcador de peso molecular
Ladder (Invitrogen®) 100 pb; (C+) controle positivo; (C-)
controle negativo; (Br) H,O; N° das amostras. Sendo 9, 12,

13, 14 e 15 positivas.
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Figura 3C: Gel de Poliacrilamida corado com nitrato de prata.
A seta indica o fragmento de 827 pb especifico de
Cryptosporidium spp. (M) marcador de peso molecular
Ladder (Invitrogen®) 100 pb; (C+) controle positivo; (C-)
controle negativo; (Br) H,O; N° das amostras. Sendo 17, 18,
19,21, 22, 23,24, 25, 26, 27 e 28 positivas.
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APENDICE

Método de Sedimentacio por Centrifugo-flutuacio (Sheather modificada, 1923):

A realizagdo desse método consistiu em aplicar a propor¢do de 3 por 1, onde, em cada tubo
Falcon de 15 ml, identificados igualmente aos tubos de 50 ml, foi colocado 7 ml da amostra.
Em seguida, adicionou-se 3 ml de Eter (Solugdo Eter Alcoolizado 35%) totalizando 10 ml, que
foram homogeneizados e colocados para centrifugar por 10 minutos a 1500 Rpm. Depois da
centrifugacdo, os sobrenadantes foram desprezados. Junto ao sedimento restante, foi adicionado
Solugdo Saturada de Sacarose (densidade de 1.235 a 1.500) até chegar a 15 ml. Foram
homogeneizados em seguida. Novamente foram centrifugados por 10 minutos, porém a 3000
Rpm. Apos a centrifugacdo, aos tubos, foi adicionado a mesma solucgao de sacarose até formar
um menisco na borda. Aguardou-se por 10 a 15 minutos. Durante o tempo de espera algumas
laminas foram separadas, lavadas com alcool 70 (Alcool a 70%), secas e identificadas. Cada
lamina foi invertida sobre os tubos e deixadas de repouso por 10 a 15 minutos. Logo apds o
tempo de repouso, as laminas foram colocadas sobre papel interfolha. Ao conteido de cada
uma, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, foi pipetado uma gota do proprio sedimento (nao
centrifugado) e uma gota de sedimento negativo (amostra previamente analisada). O sedimento
coletado do tubo facilita a fixagdo dos oocistos na lamina. Com a propria pipeta realizou-se o
esfregaco. As ldminas com o esfregaco fresco foram colocadas para secar. Apos a secagem do

esfregaco em temperatura ambiente, adicionou-se Metanol (Alcool Metilico) para a sua fixagao.

Coloracgao das amostras com Ziehl-Neelsen Modificado (Método de Henriksen & Pohlenz,
1981)

Ap0s a fixagdo com metanol, foi pipetado individualmente gotas do corante Fucsina de Ziehl
por 15 minutos, que foram enxaguadas em agua corrente por alguns segundos até que todo o

corante saisse. Em seguida, foram descoradas com Acido Sulfirico (H2SO4) a 5% por



aproximadamente 3 minutos e enxaguadas em dgua corrente por alguns segundos. Logo depois
foram contra coradas com Verde Malaquita (5%) por 2 minutos, enxaguadas e colocadas para
secar. Apos a etapa de coloragdo foi realizada a leitura dessas laminas em microscopio optico
utilizando objetiva de aumento em 100x/1.25 e 6leo de imersdo.

Finalizada a visualizagdo microscopica, os tubos Falcon com as amostras positivas foram

enumeradas de 1 a 28 para a realizagdo da lavagem e extragdo do DNA.

Procedimento para lavagem de amostras fecais

De cada amostra positiva foi coletado 5 ml e adicionado aos tubos Falcon de 15 ml
identificados. Adicionou-se 7 ml de Solugao Salina (Cloreto de S6dio 0,9%), totalizando 12 ml,
que foram homogeneizados e centrifugados por 10 minutos a 3000 Rpm. Apds a centrifugagao,
o sobrenadante foi descartado. Ao sedimento restante foi adicionado de 8 a 9 ml de solucao
salina até chegar a 10 ml, que foram homogeneizados. Centrifugados outra vez por 10 minutos
a 3000 Rpm, o sobrenadante foi descartado apds a centrifugacdo. Ao sedimento restante,
novamente adicionou-se soluc¢dao salina até a marca de 10 ml e os homogeneizou. Foram
centrifugados igual ao passo anterior e descartado o sobrenadante.

Foi adicionado até¢ 3 ml de solucdo salina ao sedimento restante para a sua ressuspensao,

homogeneizados e guardados na geladeira.

Polymerase Chain Reaction 'PCR' (Rea¢do em Cadeia da Polimerase)

Para a extragdo do DNA foi utilizado o Protocolo de Extracdo Kit MagaZorb® para Fezes e
para a PCR, utilizou-se o Protocolo da PCR Reactions: gene 18S SSU rRNA Nested (nPCR)
descrito por XIAO et al., 1999 e 2000.

Extracao do DNA

Lise



Foram separados 32 tubos Eppendorfs de 2 ml, que foram enumerados de um a vinte e oito e
feito dois controles positivos e dois controles negativos. Aos tubos, foram colocadas 0,3 g de
Zirconia e 200 pl das amostras de fezes que estavam armazenadas. Apo6s, adicionou-se 20 ul
de proteinase (PK), em seguida, as amostras foram misturadas no vortex em velocidade baixa
por aproximadamente 15 segundos. Adicionou-se 200 pl de tampao de lise e foram misturadas
no vortex em velocidade baixa por 15 segundos novamente. Depois foram incubadas em banho
maria a 56°C durante 10 minutos. Foram misturadas no vortex, dessa vez, em velocidade
maxima por 15 minutos. Foram incubadas em banho maria a 95°C por 10 minutos e vortexadas
por mais 15 minutos. Apds esta etapa, as amostras foram centrifugadas a 10.000xg (10.444
Rpm) por 1 minuto. O sobrenadante foi transferido para outros Eppendorfs de 2 ml igualmente

1dentificados.

Ligacao

A cada tubo foi adicionado 500 pul de tampao de ligacao e misturados no vortex em velocidade
baixa por 15 segundos. Adicionou-se 20 pul de reagente MagaZorb®, que foi homogeneizado
vigorosamente no vortex em alta velocidade. Todas as amostras também foram misturadas no
vortex, porém, em velocidade baixa por 15 segundos e incubadas em banho maria a 37°C por
10 minutos, sendo invertidas a cada 2 minutos. Os tubos foram secos por fora e colocados na
estante magnética, sendo invertidos de 2 a 3 vezes sem retira-los da estante. Aguardou-se de 1

a 1 minuto e 30 segundos. Ainda na estante, o sobrenadante foi aspirado.

Lavagem
Adicionou-se 1000 ul de tampdo de lavagem nas amostras. Em seguida, os tubos foram
retirados da estante, invertidos algumas vezes e colocados na estante novamente. O

sobrenadante foi aspirado e descartado. Foi repetido mais duas vezes essa etapa.



Eluicao

Adicionou-se 100 pl de tampao de elui¢do. Os tubos foram misturados suavemente invertendo
apos serem retirados do ima. Foram incubar a 37°C por 10 minutos, invertidos a cada 2 minutos
e colocados novamente na estante. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 0,5 ml
e identificado.

Foram feitas 4 aliquotas de 20 pul para cada amostra. Uma foi mantida a 4°C e as demais a 20°C.

Amplificacao

As misturas para a reagdo foram feitas utilizando kit para amplificacio de DNA
Cryptosporidium spp. por Nested-PCR (Go TAQ Polimerase). Foi preparada uma primeira
mistura, chamada de Mix 1, com as substancias necessarias para o inicio da amplificagao.

As reacgoOes foram feitas para um volume de 25 pl por tubo + 5 pl de cada amostra de DNA,
sendo o volume final de 30 pl. A amplificacio do DNA foi realizada em equipamento
termociclador automatico por cerca de 2 horas. O programa de amplificagao utilizado foi: 94°C
por 3:00 minutos, 94°C por 00:45 segundos, 55°C por 00:45 segundos, 72°C por 01:00 minuto,
seguido de 35 ciclos de: 94°C por 00:45 segundos; 55°C por 00:45 segundos e 72° por 1:00
minuto, depois um ciclo 72°C por escrever o numero quando for menor que 10 (7) minutos e
uma extensao final de 4,0° por aproximadamente 15 minutos. Apds a incubagdo, foi realizada
a preparagao da mistura final, para a amplificacdo, o Mix 2. As reagdes do Mix 2 foram feitas
para um volume de 28 pl por tubo + 2 pl de cada amostra do Mix 1, sendo o volume final de
30 ul. A amplificagdo do DNA também foi realizada em equipamento termociclador automatico
por cerca de 2 horas. O programa de amplificacdo utilizado foi: 94°C por trés minutos, 94°C
por 00:45 segundos, 55°C por 00:45 segundos, 72°C por um minuto, seguido de 35 ciclos de:
94°C por 00:45 segundos; 55°C por 00:45 segundos e 72° por um minuto, depois um ciclo 72°C

por sete minutos e uma extensdo final de 4,0° por aproximadamente 15 minutos. A cada



conjunto de reacdes de PCR foi sempre incluido um controle negativo (sem DNA), um controle
positivo (DNA purificado com amostra de fezes de um bezerro que foi previamente infectado)

e um branco (4dgua de injecdo com os Mix1 e 2). Conforme pode ser observado nas tabelas.

Tabela 3: Calculo de substancias para a realizacdo do Mix 1.

PCR 1
Reagentes Concentracio estoque Concentracio final /por tubo

Tampao 10x 1x 6 ul
MgCl, 50 mM 2 mM 7,2 ul
dNTP 10 mM 0,4 mM 2,4 ul
Primer 18 X1F 10 ul 0,2 uM 0,2 ul
Primer 18 X1R 10 ul 0,2 mM 0,2 ul
GoTag-polimerase 5 U/ul 1 U/ul 0,5 ul
H>O 8,5 ul
Amostra DNA i ) S5 ul
Total 30 ul

Tabela 4: Calculo de substancias para a realizacao do Mix 2.

PCR 2
Reagentes Concentrag¢ao estoque Concentracio final /por tubo

Tampao 10x Ix 6 ul
MgCl, 50 mM 2 mM 3,6 ul
dNTP 10 mM 0,4 mM 2,4 ul
Primer 18 X2F 10 pl 0,2 uM 0,2 ul
Primer 18 X2R 10 pl 0,2 mM 0,2 ul
GoTag-polimerase 5U0/ul 1 U/l 0,5 ul
H>O 15,1 ul

Amostra DNA i ) 2 ul
Total 30 ul

Eletroforese - Gel de Acrilamida a 6%
A solucdo de acrilamida (C3H5NO), polimero em forma de po, foi suspenso em agua

deionizada. Depois de ser dissolvido completamente no tampao de corrida Solu¢do Tris-Borato-



EDTA (TBE 10x), foi colocado em um molde entre duas placas de vidro orientado
verticalmente, onde foram feitos pequenos pogos com um ‘pente’ em uma de suas
extremidades, esses pogos sdo feitos para receberem os produtos da nPCR. Apo6s o processo de
polimerizacao, o gel foi colocado em uma cuba de eletroforese com dois eletrodos conectados
em cada extremidade, sendo um com polo positivo (anodo) e um com polo negativo (catodo).
A cuba foi coberta pelo tampao de corrida TBE 10x e aplicado a uma voltagem que variou entre
90 e 100 V.

Em cada banda (pogos) foi adicionado 8 ul de cada amostra com nitrato de prata, em seguida,
a aplicacdo da corrente elétrica na cuba por aproximadamente 75 minutos. Ap0s a eletroforese,
o gel foi imerso na Solu¢do Fixadora sob um agitador, em velocidade lenta, por 15 minutos.
Logo depois a solucao foi aspirada. Em seguida, foi submerso em Solu¢do de Nitrato de Prata
e mantido sob agitagdo lenta por mais 15 minutos, a solu¢do foi aspirada no final e o gel
enxaguado com agua destilada. Depois foi adicionada a Solugdo Reveladora até a visualizagao

das bandas positivas.



