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RESUMO

A infecgdo por algumas espécies ou gendtipos de Cryptosporidium representa um risco em potencial para
a salde publica, principalmente por causa de morbidade e mortalidade em criancas de zero a cinco anos
de idade e em pacientes imunodeprimidos. Embora existam alguns relatos de infeccdo por
Cryptosporidium em animais de companhia, sua participacdo na epidemiologia da criptosporidiose
humana é incerta, e a literatura sobre esse tema ainda é bastante escassa. O objetivo deste estudo foi
determinar a ocorréncia e realizar a classificacdo molecular de Cryptosporidium spp. em amostras fecais
de animais exdticos criados como animais de estimacdo no Brasil. Um total de 386 amostras de seis
espécies de animais foi colhido e armazenado em solucéo de dicromato de potassio 5% a 4°C. Os oocistos
foram purificados por centrifugo-sedimentacdo em égua/éter, seguindo-se a extragcdo de DNA gendmico e
a realizagdo da nested PCR para amplificagdo de fragmento parcial do gene da subunidade 18S do rRNA.
Positividade para Cryptosporidium spp. foi observada em 11,40% (44/386) das amostras. O
sequenciamento de fragmentos amplificados permitiu a identificacdo de Cryptosporidium tyzzeri em
camundongos, Cryptosporidium muris em camundongos, hamster e chinchila, Cryptosporidium parvum
em chinchila, Cryptosporidium genotipo hamster em hamster e Cryptosporidium sp. em porquinho-da-
india. Os resultados deste estudo mostram que ha uma variedade de espécies de Cryptosporidium
presentes em animais exoéticos de companhia no Brasil. Os dados sugerem que esses animais podem
participar da epidemiologia da criptosporidiose humana, particularmente por seu estreito convivio.
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ABSTRACT

Infection by some species or genotypes of Cryptosporidium represents a potential risk to public health,
mainly because of the morbidity and mortality in children from zero to five years of age and in
immunocompromised patients. Although there are some reports of Cryptosporidium infection in animals
raised as pets, their participation in the epidemiology of human cryptosporidiosis is uncertain and studies
on this topic are still scarce. The aim of this study was to determine the occurrence, as well as to perform
the molecular classification of Cryptosporidium spp. in faecal samples of exotic animals raised as pets in
Brazil. A total of 386 faecal samples from six species of animals was collected and stored in a solution
5% potassium dichromate at 4°C. The oocysts were purified by centrifugal sedimentation in water-ether,
followed by genomic DNA extraction and the performance of the nested-PCR to amplify a partial
fragment of 18S rRNA gene. Positivity for Cryptosporidium spp. was obtained in 11.40% (44/386) of
samples. The sequencing of the amplified fragments allowed the identification of Cryptosporidium tyzzeri
in mice, Cryptosporidium muris in mice, hamster and chinchilla, Cryptosporidium parvum in chinchilla,
Cryptosporidium hamster genotype in hamster and Cryptosporidium sp. in guinea pig. The results of this
study show that there is a variety of species of Cryptosporidium present in exotic animals raised as pets
in Brazil. The data suggest that these animals may have zoonotic potential and participate in the
epidemiology of human cryptosporidiosis.
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INTRODUCAO

O género Cryptosporidium é constituido por
protozoarios coccidios que infectam mamiferos,
aves, répteis, anfibios e peixes. Animais
domésticos e selvagens sdo susceptiveis a
infeccdo causada por diversas espécies e
gendtipos desse coccidio, muitos dos quais sdo
encontrados em humanos (Fayer e Xiao, 2008).

A infeccdo em seres humanos comumente é
causada por C. hominis e C. parvum. No entanto,
ha relatos de infeccdo por C. meleagridis, C.
canis, C. felis, C. ubiquitum, C. fayeri, C. muris,
C. andersoni, C. suis, C. tyzzeri, C. cuniculus e
C. viatorum em humanos, 0 que demonstra que
animais domésticos e selvagens podem atuar
como reservatorios e representar fontes de
infeccdo desse parasito para o homem,
favorecendo a contaminacdo de fontes de agua,
alimentos ou a infeccdo por contato direto
(Fayer, 2010; Robinson et al., 2010; Elwin et al.,
2012).

Infecgbes por Cryptosporidium em humanos
podem ser assintomaticas ou resultar em doenca
clinica, principalmente na forma de diarreia, que
pode durar até trés semanas, embora seja
autolimitante em pessoas sadias. Entretanto,
enfermidade prolongada pode ser fatal em
pacientes imunocomprometidos (Fayer e Xiao,
2008). Cryptosporidium spp. constitui importante
causa de morbimortalidade em criangas abaixo
de cinco anos de idade, sendo responsavel por
cerca de 1,5 milhdo de mortes anualmente,
sobretudo em paises subdesenvolvidos (Unicef,
2008; Kotloff et al., 2013).

Com a crescente utilizacgdo de hamsters,
coelhos, furdes, porquinhos-da-india e chinchilas
como animais domésticos, tem-se discutido o
potencial desses pets como reservatorios e
veiculadores de parasitoses que acometem
humanos, principalmente criancas (Thompson e
Smith, 2011). Varias espécies de animais
domesticos e selvagens sdo parasitadas por
espécies zoonoticas de Cryptosporidium e tém
sido consideradas como reservatérios do
protozoario e fonte de contaminagdo ambiental,
constituindo um problema de salde publica
importante em todos os continentes (Xiao et al.,
2000).
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O objetivo deste trabalho foi determinar a
ocorréncia de Cryptosporidium spp. em amostras
fecais de animais exoticos de estimacdo e
realizar a classificagdo  molecular para
determinacdo da espécie ou do gendtipo do
protozoario nas amostras positivas.

MATERIAL E METODOS

De acordo com a disponibilidade, em uma
amostragem de conveniéncia foram colhidas 386
amostras: 186 amostras de coelhos (Oryctolagus
cuniculus), 78 de chinchilas (Chinchilla
lanigera), 12 de hamsters-chineses (Cricetulus
griseus), 40 de hamsters- sirios (Mesocricetus
auratus), 33 de porquinhos-da-india (Cavia
porcellus), 22 de furdes (Mustela putorius) e 15
de camundongos (Mus musculus), de diferentes
idades, aparentemente saudaveis e sem histérico
de doenca anterior. As amostras, constituidas por
aproximadamente 3g de fezes, foram colhidas
em criatérios comerciais, pet shops, clinicas
veterindrias e em residéncias, em algumas
cidades do estado de Sdo Paulo, Brasil. As
amostras foram armazenadas a 4°C, em
recipientes de pléastico de 50 mL, em solucéo de
bicromato de potéssio 2,5% (concentracao final),
e submetidas & purificacdo pela técnica de
centrifugo-sedimentacdo em agua/éter (Meloni e
Thompson, 1996).

A extracdo de DNA foi realizada com utilizag&o
do QlAamp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen,
Alemanha), de acordo com protocolo sugerido
pelo fabricante, ap0s passo inicial de
congelamento em  nitrogénio  liquido e
descongelamento em termomixer por 95°C, por
5x, em tampdo ASL, incluido no kit de extracao.

A nested PCR foi realizada nas 386
amostras para determinar a espécie ou o
gendtipo de Cryptosporidium presente nos
animais. Desse modo, foi feita a amplificagdo
de fragmentos do gene da subunidade 18S
do RNA ribossémico utilizando-se os primers 5
TTCTAGAGCTAATACATGCG 3 e 5%
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA 3’, para a
reacdo  primaria (~1325 ph), e 5’
GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 3’ e
5 AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 3, para
a reacdo secundaria (826-840 pb) (Xiao et al.,
2000), nas seguintes condicBes de reacdo:
preparacdo de 25uL de solucdo contendo 2,5uL
de tampéo para PCR 1x, 2,5mM MgCl,, 1U de
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Taqg DNA polimerase, 200uM de cada
desoxirribonucleotideo, 200 nM de cada primer e
2,5uL de DNA alvo. Agua ultrapura e DNA de
Cryptosporidium serpentis foram utilizados,
respectivamente, como controle negativo e
positivo.

As amostras foram submetidas a desnaturacéo
inicial a 94°C por trés minutos, seguida de 34
ciclos, cada um constituindo em desnaturacdo a
94°C por 45 segundos, 45 segundos de
anelamento a 55°C e 60 segundos de extensdo a
72°C, com extensdo final a 72°C por sete
minutos.

A identificacdo dos produtos das reacdes foi feita
por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio. Os fragmentos
resultantes da nested PCR foram purificados
utilizando-se o kit QIAquick® Gel Extraction
(Qiagen, Alemanha) e submetidos ao
sequenciamento bidirecional no Centro de
Sequenciamento e Genbmica Funcional da
Unesp, Campus de Jaboticabal, mediante o uso do
ABI Prism® Dye Terminator 3.1 (Applied
Biosystems, EUA), em sequenciador automatico
ABI 3730XL (Applied Biosystems, EUA).

A determinacdo da sequéncia consenso foi
realizada por meio do software Codoncode
Aligner v. 1.5.2. (CodonCode Corp., EUA).
Somente foram considerados nucleotideos com
valores de qualidade de sequenciamento maior
ou igual a 20. Apos determinacdo da sequéncia
consenso dos fragmentos amplificados por PCR,
foi realizado seu alinhamento com auxilio dos
programas Clustal W (Thompson et al., 1997) e
BioEdit® Sequence Alignment Editor (Hall,
1999), tomando-se como base sequéncias
homélogas disponiveis no GenBank.

As sequéncias de nucleotideos descritas neste
trabalho foram publicadas no Genbank, sob os
cddigos KJ569795 a KJ569799.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 386 amostras submetidas a nested PCR, 44
(11,40%) amostras foram positivas para
Cryptosporidium spp. Dentre elas, 25 (56,82%)
foram de coelhos, seis (13,64%) de hamsters,
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cinco (11,36%) de chinchilas, quatro (9,09%) de
porquinhos-da-india e quatro (9,09%) de
camundongos. Todas as amostras de furdes
foram negativas pela nested PCR. A maior
ocorréncia encontrada foi em camundongos: das
15 amostras, quatro foram positivas. A
ocorréncia em coelhos foi de 13,44% (25/186),
seguida dos porquinhos-da-india com 12,12%
(4/33), hamsters 11,54% (6/52) e chinchilas
6,41% (5/78) (Tab. 1).

Dentre 44 amostras positivas, 11 resultaram em
amplificagdo de DNA em quantidade suficiente
para possibilitar o sequenciamento do fragmento
amplificado, o que permitiu a identificacdo de
Cryptosporidium tyzzeri em camundongos, C.
muris em camundongos, hamsters e chinchila, C.
parvum em chinchila, Cryptosporidium genétipo
hamster em hamster e Cryptosporidium sp. em
porquinho-da-india (Tab. 1). As sequéncias
analisadas apresentaram 100% de similaridade
genética com as sequéncias de espécies ou
genotipos ja identificados, com excecdo de duas
amostras: Cryptosporidium sp. de porquinho-da-
india, que apresentou cinco insercbes de
nucleotideos em relacdo a sequéncia DQ885337,
e uma substituicdo e uma insercdo de
nucleotideos quando comparada a sequéncia
DQ885338, ambhas publicadas por Huber et al.
(2007), e Cryptosporidium genétipo hamster,
que apresentou duas  substituices de
nucleotideos quando comparada a sequéncia
GQ121023 (Lv et al., 2009).

A nested PCR utilizada neste trabalho permite
apenas a identificacdo do género
Cryptosporidium; a determinacéo da espécie do
protozoario s6 é possivel ap6s sequenciamento
dos fragmentos amplificados. A amplificacdo de
pequena quantidade de DNA, apds a realizagao
de nested PCR para Cryptosporidium spp., é
comumente causada pela presenca de inibidores
da PCR em DNA extraido das amostras fecais ou
pela presenca de pequena quantidade de oocistos
nas amostras fecais (Schrader et al., 2012).
Como a técnica de extracdo de DNA utilizada é
especifica para amostras fecais e promove a
remocdo da maioria dos agentes inibidores da
PCR, o mais provavel é que nessas amostras
houvesse pequena quantidade de oocistos.

1323



Souza et al.

Tabela 1. Resultado da nested PCR e identificacdo por sequenciamento de Cryptosporidium spp. em

animais exdticos de companhia no Brasil

N° de amostras

Hospedeiro N°. de amostras positivas (%) Identificacdo por sequenciamento
Camundongo 15 4 (26,67%) C. tyzzeri (3)*

C. muris (1)
Coelho 186 25 (13,44%) -
Porquinho-da-india 33 4 (12,12%) Cryptosporidium sp. (1)

= C. muris (2)

Hamster-chinés 12 4 (33,33%) Gendtipo hamster (1)
Hamster-sirio 40 2 (5%) C. muris (1)
Chinchila 78 5 (6,41%) C. parvum (1)

C. muris (1)
Furdo 22 0 -
Total 386 44 (11,40%) 11

*NUmero de amostras identificadas.

Ha somente um relato de presenca de infecgao
por Cryptosporidium em chinchilas (Yamini e
Raju, 1986). Em estudos epidemioldgicos
relacionados a criptosporidiose em roedores, ndo
houve deteccdo Cryptosporidium spp. em
chinchilas no Brasil ou em outros paises (Gurgel
et al., 2005; Lv et al., 2009). Entretanto, neste
trabalho, Cryptosporidium foi identificado em
6,41% das amostras de chinchilas, e em duas
amostras foi possivel a identificagdo de C.
parvum e C. muris. C. parvum é uma das
principais espécies que acometem os humanos, e
a veiculacdo hidrica pode atingir facilmente um
grande contingente da populagdo, podendo
provocar inimeros surtos (Fayer e Xiao, 2008;
Yoder et al., 2012).

Embora C. muris ja tenha sido identificado em
muitos roedores, como ratos, ratazanas,
camundongos, hamsters e esquilos, além de aves
e mamiferos, incluindo humanos (Muthusamy et
al., 2006; Ng et al., 2006; Kvac et al., 2008;
Lupo et al., 2008; Feng et al 2011), este é 0
primeiro relato dessa espécie em chinchilas.
Seria importante o desenvolvimento de novos
estudos para esclarecer se chinchilas sdo uma
fonte de infeccdo importante de espécies
zoondéticas de Cryptosporidium.

Neste trabalho, C. tyzzeri foi identificado em
camundongos pela primeira vez no Brasil. Essa
espécie  era  anteriormente  denominada
Cryptosporidium genétipo | de camundongos,
mas recentemente foi classificada por Ren et al.
(2012). Em humanos, C. tyzzeri foi encontrado
em uma crianca no Kuwait (Sulaiman et al.,
2005) e em uma mulher com caso grave de
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criptosporidiose com infeccdo mista por C.
tyzzeri e C. parvum, provavelmente transmitida
por roedores selvagens, demonstrando que C.
tyzzeri possui varios hospedeiros e apresenta
potencial zoono6tico (Raskova et al., 2013).

Cryptosporidium wrairi ndo foi observado neste
trabalho. A espécie é descrita como agente de
infeccdo apenas em porquinho-da-india, o que
sugere alta especificidade para esse hospedeiro.
Em um feito realizado no Brasil, a analise
filogenética realizada de amostras de
porquinhos-da-india  identificou um  novo
genotipo de Cryptosporidium (Huber et al.,
2007), similar ao encontrado neste trabalho.

Cryptosporidium gendtipo de hamster foi
encontrado em uma amostra de hamster- chinés.
N&o h& informacdo sobre a importancia clinica
ou em salde publica de Cryptosporidium
genotipo hamster, que foi descrito somente uma
vez, em hamster- siberiano  (Phodopus
sungorus), na China (Lv et al., 2009).

Néo foi possivel fazer a identificacdo da espécie
Cryptosporidium em coelhos devido a
quantidade insuficiente de DNA para
sequenciamento. Coelhos podem se infectar por
C. parvum, C. meleagridis e C. cuniculus. Todas
essas espécies ja foram descritas em humanos e
apresentam importancia em satde pablica. Como
C. cuniculus foi descoberto recentemente como
um importante agente etiologico de enfermidade
clinica em humanos (Robinson et al., 2008;
Molloy et al., 2010), e h& raros estudos
relacionados a esse parasito, em estudos futuros
seria importante classificar os isolados de
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coelhos em nivel de espécie, e ndo somente de
género.

Cryptosporidium spp. ndo foi detectado em
nenhuma das amostras de furdo, embora
Cryptosporidium gen6tipo furdo ja tenha sido
encontrado em furBes e esquilos- vermelhos
(Sciurus vulgaris) (Kvac et al., 2008) e C.
parvum tenha sido identificado no Japdo em
furdes assintomaticos (Abe e Iseki, 2003).

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que ha uma
variedade de espécies de Cryptosporidium spp.
presente em animais exéticos de companhia no
Brasil, o que sugere que estes podem apresentar
potencial zoon6tico e participar da epidemiologia
da criptosporidiose humana.
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