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RESUMO

GALLO, S. S. M. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro; Marco
de 2013; Parasitas gastrintestinais em emas, Rhea americana, de um criat6rio
cientifico em Campos dos Goytacazes-RJ: aspectos morfolégicos e moleculares.
Orientador: Prof. Dr. Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira.

Emas sédo aves nédo voadoras pertencentes ao grupo das ratitas. O interesse pela
criacdo destes animais vem crescendo nos ultimos anos devido ao seu grande
potencial reprodutivo em cativeiro, a adaptabilidade e aos produtos e subprodutos de
excelente qualidade. O objetivo do presente estudo foi identificar parasitas
gastrintestinais em emas, Rhea americana. Para tanto, foram utilizadas sete emas
adultas, quatro fémeas e trés machos, mantidas em um criatorio cientifico na UENF.
As coletas de fezes foram realizadas em intervalos bimestrais durante oito meses, e
através da técnica de centrifugo-flutuacdo em solucdo saturada de sacarose
(1,1g/mL) foram investigadas a presenga de ovos, cistos e oocistos, aléem de analise
molecular para o diagnostico de Cryptosporidium, Giardia e Entamoeba. Foram
observados ovos de Capillaria sp., Baylisascaris sp., Sicarius sp. e do tipo Sicarius
sp. e outros ovos de nematdides da ordem Strongylida, além de cistos de
Entamoeba sp., oocistos de Isospora sp. e Eimeria sp.. Apos esporulacéo atraves de
aeracao utilizando bomba de aquério por 10 a 15 dias os oocistos de Isospora sp.
caracterizados morfolégica e morfometricamente incluindo os esporocistos, corpos
de stieda e substieda. Seis amostras de fezes (85,7%) foram diagnosticadas como
positivas para Entamoeba pela PCR e ndo foram diagnosticadas amostras positivas
para Cryptosporidium e Giardia pela nested PCR. Concluiu-se que as emas do
criatorio cientifico da UENF estavam infectadas de forma enzoodética por espécies de
nematoides e protozodrios; que estas aves sao parasitadas por pelo menos uma
espécie de Isospora ainda ndo descrita em emas e que se faz necessario o
diagndstico da espécie de Entamoeba, através do sequenciamento do fragmento de
DNA amplificado, para se estabelecer a real relacdo deste protozoario e o seu
potencial hospedeiro.

Palavras-chave: Ratitas, nematoides, coccidios, cistos, PCR.



ABSTRACT

GALLO, S. S. M. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro; Mars
2013; Gastrintestinal parasites in rheas, Rhea americana, from a scientific breeding
in Campos dos Goytacazes-RJ: morphological and molecular aspects. Advisor: Prof.
Dr. Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira.

Rheas are not flying birds belonging to the group of ratites. Interest in the creation of
these animals has increased in recent years due to its large reproductive potential in
captivity, adaptability and products and by-products of excellent quality. The aim of
this study was to identify gastrintestinal parasites in rheas, Rhea americana. To this
end, were used seven adult rheas, four females and three males, kept in a scientific
breeding located in UENF. The fecal samples were taken at bimonthly intervals for
eight months, using the technique of centrifugal-flotation in saturated solution of
sucrose (1.1 g/mL) were examined the presence of eggs, cysts and oocysts, in
addition to molecular analysis for the diagnosis of Cryptosporidium, Giardia and
Entamoeba. Eggs were observed of Capillaria sp., Baylisascaris sp., Sicarius sp. and
the type Sicarius sp. and other nematode eggs of the Strongylida order in addition to
cysts of Entamoeba sp., oocysts of Isospora sp. and Eimeria sp.. After sporulation by
means of aeration utilizing aquarium bomb for 10 to 15 days oocysts of Isospora sp.
were characterized morphologically and morphometrically including sporocysts,
stieda and substieda bodies. Six stool samples (85.7%) were diagnosed as positive
for Entamoeba by PCR and were not diagnosed positive samples for
Cryptosporidium and Giardia by nested PCR. It was concluded that rheas of UENF
scientific breeding were infected in order enzootic by species of nematodes and
protozoa, these birds are parasitized by at least one species of Isospora not yet
described in rheas and that it is necessary the diagnosis species of Entamoeba, by
sequencing the amplified DNA fragment, to establish the actual relationship of this
protozoan and its potential host.

Keywords: Ratites, nematodes, coccidia, cysts, PCR
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1 INTRODUCAO

A criacdo de ratitas € uma atividade em ampla expansdo em todo o mundo e
nos ultimos anos a ema vem ganhando espaco, como ave ornamental bem como
uma nova alternativa para pecuéria brasileira. A finalidade da produgdo busca
atender a demanda dos consumidores de couro de alta qualidade, carne vermelha
com baixo teor de gordura, penas e outros subprodutos, como 6leos em industrias
farmacéuticas e de cosmética. A criagdo comercial de Rhea americana (ema)
apresenta alto crescimento devido as perspectivas da mesma no mercado nacional
e internacional, contribuindo significativamente para o Produto Interno Bruto (PIB)
brasileiro, além das vantagens que a criacdo deste animal oferece em relacdo as
demais atividades agropecuarias, tais como rusticidade, produtividade e
lucratividade. Além de possuir as mesmas qualidades de produtos e subprodutos
das avestruzes, diante dos aspectos comportamentais, as emas apresentam
vantagens no manejo zootécnico diante das avestruzes.

Em completude ao desenvolvimento da criacdo comercial de emas, aspectos
voltados a sanidade destas aves assumem carater de importancia significativa para
0 sucesso desta atividade comercial. Nesse contexto, a vigilancia e o controle de
alguns patégenos, tais como 0s parasitas inclusive os protozodrios, sdo essenciais
para o éxito da criacdo de ratitas, refletindo diretamente na lucratividade do produtor.
Dentre as enfermidades de importancia, destacam-se as parasitarias, visto seu
grande impacto em criatérios de maneira geral, demonstrando forte influéncia
negativa na eficiéncia e rentabilidade produtiva. Quadros de coccidioses em
instalacdes de ema podem causar além de mal-estar geral, reducéo no crescimento,
baixos resultados reprodutivos e algumas vezes 6bito de animais.

Medidas profilaticas sdo de ordem primaria no gerenciamento de criacdes de
aves de maneira geral, incluindo as ratitas. Um dos principais limitadores no controle
e profilaxia das doencas em criacoes desses animais € 0 manejo, seguido pela
escassez de informacgbes técnico-cientificas a respeito dos agentes infecciosos
presentes nas emas, tanto em vida livre, quanto em sistema comercial de criagcao.

Desta forma, fica evidente que as praticas de manejo adequado associado ao

conhecimento prévio dos principais agentes infecciosos comuns em ratitas assumem
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carater essencial na manutencdo de uma unidade de producdo bem-sucedida e
lucrativa, atuando como barreiras positivas na propagacao de enfermidades virais,
bacterianas e parasitarias entre o plantel.

Diante da inexoravel importancia destas aves na cadeia produtiva nacional e
da necessidade do preenchimento de lacunas a respeito de suas reais formas
parasitarias, a execucdo desta pesquisa assume papel significativo para a

perpetuacdo e manutencéo destas aves em sistema comerciais de criacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Pretendeu-se avancar no estudo dos parasitas gastrintestinais de emas, Rhea
americana, e caracterizar morfologicamente e morfometricamente as espécies de
coccidios entéricos que parasitam as emas, além de abordar aspectos moleculares
de espécies dos géneros Cryptosporidium, Giardia e Entamoeba presentes nessas

aves.

2.2 ESPECIFICOS

Identificar parasitas gastrintestinais que acometem as emas, Rhea

americana.

e Caracterizar morfologicamente oocistos esporulados de coccidios que

parasitam as emas

¢ Identificar morfometricamente oocistos dos géneros Eimeria e Isospora de

infeccbes naturais em emas.

e Caracterizar molecularmente espécies dos géneros Cryptosporidium,
Giardia e Entamoeba utilizando a Rea¢do em Cadeia da Polimerase.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 EMA, Rhea americana

Emas, Rhea americana, sdo aves nativas da América do Sul, pertencentes a
fauna brasileira e habitantes de campos e cerrados, biomas muito comuns em
territdrio nacional. Taxonomicamente, pertencem a Ordem Struthioniformes, Familia
Rheidae e ao Género Rhea. No Brasil, as espécies mais frequentes sdo a R.
americana americana (DUNNING e BELTON, 1993), encontrada no norte do
Parana, regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil e a R. americana
intermedia, encontrada nos trés estados da regido Sul (PARIZZI et al., 2008). E uma
ave pernalta de grande porte, considerada a maior ave brasileira, pertencente ao
grupo das Ratitas (aves ndo voadoras). E um animal da fauna silvestre nativa,
controlado e protegido por 6rgdo governamental, que define e regulariza as normas
para criacdo, além de proibir sua caca em territério nacional (LUDWIG e MARQUES,
2008).

A ema vive normalmente em grupos com aproximadamente 40 individuos e
apresenta habitos diurnos (BRUNING, 1974). Esta ave pode ser considerada
onivora, pois sua alimentacdo é composta basicamente de vegetais, insetos e
pequenos invertebrados, sendo comum entre filhotes o habito de ingerir suas
proprias fezes e as das aves adultas, classificando-as como aves de habito
coprofagicos. Através de analises de conteldos estomacais em quatro exemplares
capturados na natureza, foram encontrados hemipteros, folhas, galhos pequenos de
vegetacdo herbacea, sementes de diversas dimensdes, restos vegetais de plantas
de brejo, frutos de palmeiras e de macauba, além de raizes de gramineas,
demonstrando a ampla gama de componentes de sua dieta (REINHARDT, 1870).

Estas aves possuem regressao para vOo, apesar de possuirem asas
desenvolvidas, mas essa limitacdo € compensada pela grande capacidade para
correr podendo alcancar até 60 km/h (FOLCH, 1992; S, 2001; NAROSKY e
YZURIETA, 2003). Suas longas asas séo usadas para manter o contrapeso durante
a corrida e no ato da copula, para a protecdo dos filhotes, termorregulacdo e como

objeto de exibicionismo no ritual de acasalamento (SILVA, 2001).
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Ao contrario da musculatura dos membros dianteiros menos desenvolvidos,
suas pernas apresentam grande desenvolvimento muscular, sendo muito fortes
permitindo desta forma agilidade, resisténcia e velocidade a corrida (SARASQUETA,
1990).

Estas ratitas possuem de maneira geral, temperamento docil e tragos
comportamentais curiosos. Por outro lado, quando assustadas, correm com
passadas longas, em ziguezagues, mostrando assim a funcionalidade de suas
longas asas para uma ave que nao voa (SICK, 1985).

As fémeas geralmente iniciam a postura 25 dias ap6s a cépula, 0s ovos sao
postos em volta de uma depressdo no solo e 0 macho se encarrega de empurra-los
para dentro do ninho até que seja atingida uma quantidade satisfatoria, estimulando
0 cessar da postura e inicio da incubacéo. A incubacéo é realizada pelo macho, que
tem potencial de incubar de 10 até 60 ovos, contudo o numero geralmente
observado é de 18 ovos por ninho (AGUIAR e MAURO, 2004). Segundo Sick (1985),
uma fémea em intervalos de dois a trés dias entre as posturas, é capaz de produzir
de 10 a 18 ovos, e realizam varias posturas com diferentes machos em uma mesma
estacdo reprodutiva, gerando aproximadamente 25 a 40 ovos ao término do periodo
reprodutivo (SILVA, 2001).

3.1.1 Produtos e Subprodutos

A carne da ema possui excelente palatabilidade, baixa quantidade de gordura
e colesterol, alto teor de proteina e acidos graxos poliinssaturados do tipo 6mega 3,
além de apresentar maior rendimento econémico que bovinos e suinos nativos no
que diz respeito ao tempo de producédo, qualidade dos insumos e valor agregado
(DANI et al., 1993; ABRACE, 2008). Uma caracteristica peculiar da carne de ema,
nao observada em carnes de outras espécies, € o fato de conter menos de 1% de
lipidios (SILVA, 2001). Essa carne € uma boa fonte nutricional de ferro e ferro heme
(RAMOS et al., 2009).

A extracdo das penas das emas pode ser realizada a partir dos dez meses de
idade e comercializada com bom preco para industrias da moda e carnavalescas. O

couro destas aves é de excelente qualidade, muito utilizado na producdo de

acessorios como cintos e bolsas. O 6leo de gordura da ema € rico em vitamina E,
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muito utilizado por indlstrias cosméticas na producdo de agentes hidratantes e
emolientes. Possui propriedades anti-inflamatoérias, anti-alérgicas, anti-reumaticas,
cicatrizantes (muito utilizado em queimaduras), com grande importancia para a
industria farmacéutica (ABRACE, 2008).

A casca do ovo pode ser comercializada para o artesanato ou triturada
servindo também como componente de ragBes (DANI et al., 1993), além disto, é rica
em calcio (98,5%), tem demonstrado grande potencial para utilizacdes médicas, com
seu p6 também considerado um poderoso afrodisiaco (SILVA, 2001). O ovo pode
ser utilizado como insumo na industria de shampoos e preparo de vacinas
(GIANNONI, 1996).

O figado tem por finalidade a producdo de patés de alto valor comercial,
sendo a Franca o maior produtor atual e existem alguns fazendeiros franceses
produzindo estes patés em Portugal (GIANNONI, 1996).

Unhas, cilios e bico séo utilizados na producao de artesanato e acessérios de
maquilagem, sendo os cilios utilizados na confec¢do de excelentes pincéis. O couro
da canela é semelhante ao dos répteis, apresentando potencialidade para producao

de pulseiras, cintos e outros itens decorativos (SILVA, 2001).

3.2 COCCIDIOS EM AVES

Os coccidios consistem em uma grande variedade de parasitas unicelulares,
pertencentes ao sub-reino Protozoa e Filo Apicomplexa (CONWAY e MCKENZIE,
1991). As coccidioses sao doencas parasitarias ocasionadas por protozodarios
geralmente dos géneros Eimeria e Isospora. Esta enfermidade pode ser também
denominada como isosporose ou eimeriose, de acordo com seu agente causador.
Embora a especificidade de hospedeiros para os coccidios seja um tema ainda
pouco explorado, o senso comum € de que 0s coccidios sdo espécies-especificos,
principalmente no que diz respeito ao acometimento de aves mantidas em gaiola.
Diversas espécies de coccidios ocorrem em uma mesma espécie de ave e a maioria
dessas espécies ndao € patogénica, demonstrando a importancia ndo apenas

guantitativa, mas também qualitativa de seu diagnéstico (CUBAS et. al., 2007).
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3.2.1 Morfologia de Isospora spp. e Eimeria spp.

Os coccidios dos géneros Isospora e Eimeria sdo pertencentes ao Filo
Apicomplexa, Classe Conoidasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida,
Sub-ordem Eimeriorina e Familia Eimeriidae (UPTON, 2000).

Em Passeriformes, relata-se que os protozoérios de maior ocorréncia sdo do
género Isospora (FRIEND e FRANSON, 1999). O oocisto de Isospora spp. apés a
esporulacdo apresentam dois esporocistos contendo quatro esporozoitos em cada
esporocisto (URQUHART et al., 1998; FORTES, 2004).

O género Eimeria quando esporulado caracteriza-se por ter um oocisto
contendo quatro esporocistos com dois esporozoitos cada, num total de oito
esporozoitos por oocisto (FORTES, 2004).

A identificacdo desses coccidios € feita, basicamente, através da observacao
das formas exbgenas destes parasitos, que sao 0s oocistos esporulados
(DUSZYNSKI e WILBER, 1997; TENTER et al., 2002).

Duszynski e Wilber (1997) indicaram que sejam observadas as seguintes

estruturas e caracteristicas nos oocistos dos géneros Eimeria e Isospora:

v Diametros maior e menor do oocisto e esporocisto, assim como seus
respectivos indices morfométricos, que correspondem a razao entre 0s
didmetros maior sobre o menor;

v' Textura (aspera ou lisa), projecGes (cOnicas ou espinhosas) e
espessura aproximada das paredes dos oocistos;

v' Presenca ou auséncia de micropila, capuz polar, residuo e granulo
polar no oocisto esporulado e, se presentes, seus tamanhos, local
aproximado e descricdo das estruturas encontradas;

v' Presenca ou auséncia de esporopodios, membranas aderentes,
suturas, residuo (didametro e descrigdo) e corpos de stieda, substieda e
parastieda no esporocisto;

v" Presenca ou auséncia de corpo refratil (quantidade, diametro e forma)

e nucleo no esporozoito.
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A parede do oocisto € essencial na delimitacdo, protecédo e resisténcia dos
coccidios no meio exdégeno, portanto, esta estrutura permite o desenvolvimento e
infectividade do parasita (LEVINE, 1985; SOULSBY, 1987).

De acordo com os estudos ultra-estruturais de Belli et al. (2006), a morfologia
bésica da parede dos oocistos € comum a todos os coccidios, ou seja, todos 0s
oocistos, de todas as espécies e géneros, ttm a mesma estrutura base. Segundo
estes mesmos autores, esta estrutura € composta por uma membrana exterior e por
uma parede contendo duas camadas, uma interna e outra externa. Logo apos o
desenvolvimento do oocisto, a membrana exterior € perdida por ser delicada e estar
levemente aderida & parede, por isso, ha maioria das vezes, esta esta ausente nos
oocistos isolados nas fezes, ndo sendo observada ao microscopio. A camada
externa da parede do oocisto possui superficie aspera e aumenta em densidade
conforme se aproxima da porgao interna. A camada interna € mais densa e menos
espessa do que a externa. Estas duas camadas podem ser visualizadas em
microscopio Optico, entretanto, sdo dificilmente separadas.

A parede do oocisto é uma caracteristica muito utilizada na diferenciacdo e
identificacdo das espécies de Eimeria, pois muitos dos eimerideos apresentam
paredes distinguiveis, com espiculas, rugas, micrépila, capuz polar e outras
caracteristicas. Em contrapartida, no género Isospora as paredes tendem a ser mais
uniformes, e por isso, faz-se necessaria a observacao de outras caracteristicas para
gue as espécies possam ser diferenciadas (CASAS et al., 1995).

Em funcdo dos esporocistos de Isospora apresentarem corpos de stieda e
substieda que seguem um padrdo em cada espécie; esta caracteristica € utilizada
na diferenciacdo e identificacdo. No género Eimeria esta estrutura € menos comum
(GRULET et al., 1982; BERTO et al., 2009a; 2009b; 2009c; 2009d).

3.2.2 Infeccao

Coccidiose nas aves ocorre quando estas ingerem acidentalmente oocistos
esporulados em seu ambiente (CONWAY e MCKENZIE, 1991). A duracdo da
infecc@o pode variar, ser assintomatica, com aparente harmonia entre o parasita e a

ave, ou em formas insidiosas, com evolucéo lenta e sintomas discretos, e até na
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forma aguda, com duracdo de quatro a 14 dias, caracterizada pelos sintomas
classicos de inflamacéo intestinal, desidratacéo e 6bitos (MORAIS, 1998).

Sabe-se que baixos niveis de infeccdo podem exercer impacto econdmico
significativo sobre criacbes de frango de corte, através de uma série de
mecanismos, reduzindo a eficiéncia metabdlica e imunoldgica das aves (LILLEHOJ e
LILLEHOJ, 2000).

3.2.3 Patogenia

As infeccbes por coccidios provocam uma modificacdo nas estruturas das
vilosidades intestinais provocando 0 encurtamento na altura das mesmas,
diminuindo a capacidade de absorgéo intestinal. Algumas vezes, pode ocorrer a
destruicdo das células epiteliais do intestino, impedindo a renovacao das vilosidades
levando a perda de fluidos, hemorragias e significativo aumento da susceptibilidade
a outras patologias (KAWAZOE, 2000).

Outro significativo dano causado por coccidioses em aves, em casos de
espécies que acometem a regido superior e mediana do intestino, é a diminuicdo da
absorcdo de nutrientes como zinco, acido oléico, metionina, histidina, célcio, glicose
e xantofila (LILLEHOJ e LILLEHOJ, 2000). A infeccdo por Eimeria spp. é
autolimitante, em funcéo do ciclo enddgeno, a ave produz resposta imune, mas ela

S0 sera efetiva numa segunda infec¢do (KAWAZOE, 2000).

3.2.4 Sintomatologia

Os sinais clinicos da coccidiose variam conforme as espécies de coccidios
envolvidos na infeccdo, algumas espécies patogénicas causam diarréia que pode
variar de mucbéide a sanguinolenta, desidratacdo em variados niveis, penas
arrepiadas, anemias de graus variados, despigmentacdo da pele e prostracao,
dentre outros sinais clinicos (ALLEN e FETTERER, 2002).
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3.2.5 Ciclo Bioldgico

O ciclo de vida dos coccidios envolve uma série de estagios no interior dos
hospedeiros, gerando uma resposta imune bastante complexa que envolve tanto a
imunidade mediada por células como a producdo de anticorpos (ALLEN e
FETTERER, 2002).
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Merogonia
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Merozoito
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Oocistos esporulados

Esporogonia
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@

Oocisto imaturo
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Figura 1. Ciclo biol6gico de Isospora spp. e Eimeria spp. A contaminacao se da pela
ingestdo de oocistos esporulados presentes na cama, alimentos ou agua
contaminada. Os oocistos tem sua parede rompida, liberando os
esporocistos (a) que no estdbmago liberam seus esporozoitos (b) que
invadem as células intestinais. O esporozoito inicia o processo de
reproducdo assexuada chamada de esquizogonia ou merogonia (c),
formando o esquizonte que é uma unidade repleta de merozoitos.Os
merozoitos se diferenciam em macrogametocitos e microgametocitos (d).
O macrogametdcito é fecundado pelo microgametdcito formando o zigoto
(e) e finalizando a fase endogena a parede celular é formada, dando
origem ao oocisto ndo esporulado ou imaturo (f) que posteriormente é
liberado na luz intestinal e ira esporular no ambiente (g). Setas vermelhas
— fase exdgena. Setas azuis — fase enddgena.

e

Gametogonia
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As aves infectam-se ao ingerir oocistos esporulados, presentes no ambiente,
junto com cama, alimento ou &gua contaminada. Os oocistos tém sua parede
rompida por meio da acdo mecéanica da moela, liberando os esporocistos (Figura 1;
a) que apos sofrerem acdo da enzima tripsina quinase no estdmago liberam seus
esporozoitos (Figura 1; b) que invadem as células intestinais (ALLEN e FETTERER,
2002). Ocorre formacgéo de um vacuolo parasitéforo ao redor do esporozoito (SAM-
YELLOWE, 1996). E dentro do vacuolo parasitéforo o esporozoito inicia 0 processo
de reproducdo assexuada chamada de esquizogonia ou merogonia (Figura 1; c),
formando o esquizonte que é uma unidade repleta de merozoitos (DANFORTH,
1999; DUSZYNSKI, 2001).

A fase sexuada ou gamogonia tem inicio ao final da fase assexuada quando a
Gltima geracdo de esquizontes penetra em novos enterdcitos diferenciando-se em
macrogametdcitos (gametas femininos) e microgametoécitos (gametas masculinos)
(Figura 1; d), posteriormente o macrogametocito € fecundado pelo microgametécito,
formando o zigoto (Figura 1; e) e finalizando a fase enddégena a parede celular é
formada, dando origem ao oocisto ndo esporulado ou imaturo (Figura 1; f) que
posteriormente é liberado na luz intestinal (ALLEN e FETTERER, 2002).

A fase externa, também chamada de esporogonia (Figura 1; g) ocorre
mediante algumas condi¢cdes determinantes de temperatura, umidade e oxigénio e
uma nova infeccdo depende da especificidade, ou seja, alguns oocistos parasitam
apenas uma espécie de hospedeiro, todavia, varias espécies de coccidios podem
estar envolvidas, direta ou indiretamente em um quadro de coccidiose (KAWAZOE,
2000).

3.2.6 Diagnéstico

O diagnéstico da doenca pode ser feito ao nivel de campo e laboratorialmente
sendo o mesmo, baseado nos achados macroscopicos e confirmado
microscopicamente em analises fecais (KAWAZOE, 2000). Também pode ser feito a
técnica de centrifugo-flutuacdo com solucédo saturada de sacarose para investigacao
de oocistos nas fezes (GALHA et al., 2010). Em uma avicultura, deve-se selecionar
ao acaso um grupo de animais do lote, os quais serdo eutanasiados e submetidos a
necropsia (KAWAZOE, 2000).
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A selecdo ndo deve se limitar a animais doentes e debilitados, assim como
nao se deve necropsiar animais ja mortos, pois as altera¢cées morfologicas do post-
mortem nos intestinos dificultardo o diagnoéstico (ALLEN e FETTERER, 2002).

Pode-se fazer também um exame direto do conteudo intestinal por meio de
um raspado de mucosa e observacdo ao microscopio procurando 0s 0ocistos nao
esporulados (imaturos) indicando infeccédo, embora isto ndo signifique a presenca de
doenca clinica (LILLEHOJ e LILLEHOJ, 2000).

3.2.7 Profilaxia, Controle e Tratamento

A prevencdo baseia-se nas principais causas de surtos de coccidiose, que
estdo relacionadas as falhas e dificuldades no sistema de desinfeccdo. Ndo ha
definicbes especificas relacionadas a tratamentos eficazes para as coccidioses, 0
gue é observado sdo indicagcbes medicamentosas, a maioria de carater profilatico,
obtendo algumas vezes sucesso terapéutico (MUNHOZ et al., 2009).

A prevencéo e o tratamento da coccidiose aviaria sdo realizados por meio da
adicdo de drogas anticoccidicas (nicarbazina e salinomicina) a racao fornecida aos
animais (CONWAY e MCKENZIE, 1991; WILLIAMS, 1992; ROJAS et al., 1994).

A ocorréncia, em propor¢des mundiais, de resisténcia as drogas
anticoccidicas nas aves é considerada um problema de grande importancia,
acentuando, portanto, a necessidade de investigacdo dos mecanismos basicos dos
anticoccidicos, bem como suas interacbes com seus respectivos hospedeiros
(BEDRNIK et al., 1989).

Para a obtencdo de prevencdo e controle satisfatorios faz-se necessaria a
unido de variados métodos profilaticos ao sistema integrado de manejo. Desta
forma, desinfeccdo e limpeza isoladamente, ndo séo suficientes para o controle.
Para tal, € necessario lancar mdo do uso de anticoccidianos nas ragcbes ou usar
vacinas existentes no mercado, em fungcdo de que os oocistos de Eimeria spp.
permanecem viaveis por mais de um ano no ambiente em condi¢cdes ideais de
temperatura e umidade (ALLEN e FETTERER, 2002).

Estdo disponiveis no mercado dois tipos de vacina contra a coccidiose, a
vacina atenuada e a virulenta. As vacinas vivas atenuadas contra coccidiose

oferecem uma vantagem significativa em termos de seguranca em relacdo as
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vacinas vivas virulentas, estas vacinas atenuadas, consideradas de segunda
geracdo, possuem um mercado crescente desde o seu langcamento, porém o seu
consumo ¢ inferior ao da vacina de primeira geracdo (LILLEHOJ e LILLEHOJ, 2000).

A adocao do uso de vacinas vivas ainda esta em uma escala relativamente
pequena principalmente para frangos de corte. A tendéncia é que o impacto
econdmico, os beneficios produtivos, as limitagdes da vacinacdo e as estratégias de
controle sejam melhorados ao longo do desenvolvimento técnico-cientifico (ALLEN e
FETTERER, 2002).

3.3 O GENERO Cryptosporidium

Cryptosporidium € um protozoario pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe
Conoidasida, Ordem Eucoccidiorida, Familia Cryptosporididae e Género
Cryptosporidium (FAYER, 2007).

Ha muito tempo pensa-se que os membros do género Cryptosporidium no filo
Apicomplexa estdo intimamente relacionados com os coccidios. Entretanto, apesar
de fortes similaridades morfoldgicas e biolégicas com esses organismos, alguns
autores acreditam que Cryptosporidium spp. possui diferencas notaveis com eles, e
semelhanca com os protozoarios gregarinas. Com base na analise filogenética de
dados moleculares, alguns autores alteram o tdxon do Cryptosporidium spp. na base
do filo Apicomplexa, outros consideram espécies desse género filogeneticamente
muito distantes dos coccidios e ndo os inclui nesse grupo de protozodrio, e outros
pensam que Cryptosporidium spp. estd intimamente relacionado a gregarinas. A
taxonomia desse género e a nomenclatura das espécies estdo passando por rapidas
mudancas devido a novas e crescentes informacdes moleculares. A caracterizacéo
molecular de oocistos usando procedimentos baseados na PCR ndo s6 tem um
grande impacto para resolver a taxonomia de Cryptosporidium spp. em nivel de
espécies, mas também sobre a epidemiologia molecular da criptosporidiose. A
aplicacao de técnicas moleculares para taxonomia e epidemiologia esta ajudando a
caracterizar novas e ja existentes espécies e determinar as origens dos parasitas
que irdo facilitar a identificagdo de fontes de agua contaminada com Cryptosporidium
spp. (CHACIN-BONILLA, 2007).
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A infeccdo por Cryptosporidium spp. em aves foi descrita pela primeira vez
por Tyzzer em 1929, no epitélio cecal de frangos jovens. Trés espécies significativas
de Cryptosporidium spp. que infectam aves sao: Cryptosporidium baileyi,
Cryptosporidium meleagridis e Cryptosporidium galli (SLAVIN, 1955; CURRENT et
al., 1986; RYAN et al.,, 2003a). Ha também muitos gendtipos de Cryptosporidium
spp. descritos em aves, incluindo genotipos aviarios | a IV (identificado em muitas
espécies de aves), o gendtipo do pato preto, Anas rubripes, o gendétipo da galinhola
Euro-asiatica, Scolopax rusticola, e genétipos | a IV de ganso, Branta canadensis
(MORGAN et al., 2001;. RYAN et al.,, 2003b; JELLISON et al., 2004; ZHOU et al.,
2004; MEIRELES et al., 2006; NG et al., 2006).

3.3.1 Morfologia de Cryptosporidium spp.

A forma infectante de Cryptosporidium spp., 0 oocisto esporulado, possui uma
variagao entre 3,3 a 8,4 ym de diametro e uma parede dupla com cerca de 49 nm de
espessura (HARRIS e PETRY, 1999). Possui quatro esporozoitos no seu interior,
sem a presenca de esporocisto (TYZZER, 1907). Existem dois tipos de oocistos: 0s
de parede espessa (80%) e os de parede delgada (20%) (AKIYOSHI et al., 2003).

Em torno de um dos polos é observada uma sutura, similar & observada na
parede do oocisto de Sarcocystis spp. e Toxoplasma spp. Esta sutura, que é
sensivel a tripsina e aos sais biliares, vai se romper durante o processo de
desencistamento e € por onde o0s esporozoitos serdo liberados de seu interior
(SMITH et al., 2005). Além dos esporozoitos, sdo encontrados também o corpo
residual, que contém um grande corpo lipideo, muitos granulos de amilopectinas,
inclusdes de proteinas cristalinas e ribossomos (HARRIS et al., 2004).

Os esporozoitos sao similares aos encontrados em outros coccidios,
possuem um formato de virgula com duas extremidades claramente distintas, nas
qguais a apical é estreita e a posterior € arredondada (TYZZER, 1912). Em seu
interior, sdo encontradas organelas tipicas do filo ao qual pertencem. Os
microtubulos se originam no colar apical e tém fundamental importancia no
desencistamento e no ancoramento e invasao da célula alvo, no caso os enterocitos.
O complexo apical consiste nos anéis polares, os condides, roptrias, micronemas e

granulos densos (SMITH et al., 2005). Possuem um unico nucleo em sua porcéo
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posterior, onde também se localizam o complexo de Golgi, o reticulo
endoplasmatico, os granulos de amilopectina, os ribossomos e 0S corpos
cristaléides, cuja origem ou funcédo ndo sdo completamente conhecidos (TETLEY et
al., 1998).

3.3.2 Infeccao e Patogenicidade

Os oocistos podem ser transmitidos entre hospedeiros suscetiveis por meio
do contato fecal-oral ou ingestdo de &gua e alimentos contaminados por formas
esporuladas do agente (FAYER et al., 2000).

A presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. has amostras fecais de emas
ratifica que estes animais sao hospedeiros e podem contribuir, juntamente com os
oocistos encontrados na &agua, para a disseminacdo e contaminacdo ambiental
(LUDWIG e MARQUES, 2008).

Cryptosporidium spp. € considerado um importante protozoario de infeccao
em aves com sinais clinicos relacionados principalmente ao trato digestivo ou
respiratorio (GOODWIN, 1989; SRETER e VARGA, 2000). Cryptosporidium parvum
infecta células do epitélio intestinal em aves, ja C. baileyi infecta o trato respiratdrio,
bursa cloacal (bursa de Fabricius) e a cloaca da galinha doméstica, Gallus gallus
domesticus, e outras espécies de aves (SRETER e VARGA, 2000). Cryptosporidium
meleagridis € um parasita das células epiteliais intestinais em perus, Meleagridis
gallopavo, e outras aves (SLAVIN, 1955; MORGAN et al., 2000). O significado
clinico da infeccdo de C. galli em aves ainda néo é totalmente elucidado, embora ele
se replique no proventriculo (RYAN et al., 2003a) ao longo do desenvolvimento de
infeccbes cronicas (ANTUNES et al., 2008). As infeccGes por Cryptosporidium spp.
em avestruzes sdo aparentemente subclinicas, sendo, muitas vezes, associadas ao
prolapso do falo e cloaca (BEZUIDENHOUT et al., 1993; PENRITH e BURGER,
1993; PENRITH et al., 1994), enterite (HUCHZERMEYER, 1999) e necrose
pancreatica (JARDINE e VERWOERD, 1997).

Infeccdes por Cryptosporidium spp. ja foram detectadas em mais de 30
espécies de aves de diferentes Ordens (O'DONOGHUE, 1995; FAYER et al., 1997).
Em Ratitas, o género Cryptosporidium nao teve ainda sua biologia e patogenicidade
elucidadas (GAJADHAR, 1993; PONCE GORDO et al., 2002).
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A duracdo da infeccdo e a patogenicidade da criptosporidiose sé&o
intimamente ligados a condi¢cdo imunolégica do hospedeiro, variando de uma
diarréia severa, mas auto-limitada, nos individuos imunocompetentes, até uma
prolongada infeccdo sem tratamento, nos pacientes com comprometimento
imunoldgico (ABRAHAMSEN et al., 2004).

3.3.3 Sintomatologia

Criptosporidiose em aves manifesta-se principalmente em duas formas
clinicas - doenca respiratoria e intestinal (LINDSAY e BLAGBURN, 1990). Porém
Cryptosporidium spp. também ja foi encontrado no trato urindrio de frangos e
tentilhdes (LEY, 1987; GOODWIN e DAVIS, 1993; PATTON, 1993; GREINER e
RITCHIE, 1994).

Sinais da doenca no trato urinario ocorrem nas espécies onde as ceélulas
epiteliais renais estado infectadas (LEY, 1987; PATTON, 1993; GREINER e RITCHIE,
1994).

Doenca respiratoria causada por C. baileyi tem sido relatada em galinhas,
perus, patos, faisbes, codornas, gaivotas e algumas espécies de aves de estimacao
(LINDSAY e BLAGBURN, 1990; GOODWIN e DAVIS, 1993; FAYER et al., 1997).
Aves de corte inoculadas com C. baileyi pela via intratraqueal demonstraram sinais
clinicos caracterizados por espirros e ronqueira (MEIRELES et al., 1998).

Parece haver duas manifestacdes diferentes de doencas respiratérias em
aves: um envolvimento do trato respiratério superior, que incluiu sinusite ("cabeca
inchada"), e um comprometimento respiratorio inferior que incluiu a colonizacédo da
traquéia, brébnquios, alvéolos e pulmdes. A forma respiratéria inferior da doenca
causa aumento da mortalidade, depressao, letargia, anorexia, baixa desempenho,
tosse, espirros, dispnéia e conjuntivite (DHILLON et al., 1981; RANDALL, 1982,
THAM et al., 1982; ITAKURA et al., 1984; TARWID et al., 1985; WHITTINGTON e
WILSON, 1985; CURRENT et al.,, 1986; GOODWIN e BROWN, 1988a,b;
FERNANDEZ et al., 1990; GOODWIN et al., 1996).

Na doenca gastrintestinal Cryptosporidium spp. pode invadir glandulas
salivares e esb6fago, proventriculo, intestino delgado, ceco, colon, cloaca e bursa

cloacal em aves. A doenca clinica tem sido relatada em perus, codornas, pombos,
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gaivotas e aves de companhia (LINDSAY e BLAGBURN, 1990; FAYER et al., 1997).
Letargia, diminuicdo do ganho de peso corporal, baixa pigmentacao e diarréia sdo os
sinais clinicos mais comuns (RANDALL, 1982; THAM et al., 1982; ITAKURA et al.,
1984; CURRENT et al, 1986; RITTER et al.,, 1986; GORHAM et al.,, 1987;
GOODWIN, 1988; GOODWIN e BROWN, 1988a,b).

3.3.4 Ciclo Biolbgico

A fase enddégena do ciclo biologico de Cryptosporidium spp. se inicia apos a
ingestdo do oocisto por um hospedeiro susceptivel e, uma vez no interior do
organismo deste, 0s quatro esporozoitos vao se desencistar através da sutura do
oocisto, como descrito anteriormente e demonstrado a seguir (SMITH et al., 2005)
(Figura 2; a, b).

ApoOs o desencistamento, 0s esporozoitos vao se aproximar da superficie da
célula do hospedeiro e iniciam o processo de infeccao de forma ativa (WETZEL et
al., 2005). Os esporozoitos ligados & membrana, inicialmente em formato de virgula,
vao se tornando ovais ou esféricos e € observada a formacdo de vacuolos que se
agrupam e circundam o parasito, formando o vacuolo pré-parasitoforo. Este se funde
com a membrana da célula do hospedeiro, formando uma interface hospedeiro-
parasito (HUANG et al., 2004). A membrana celular circunda este vacuolo, dando
origem ao vacuolo parasitéforo (UMEMIYA et al., 2005). Importante ressaltar que
este vacuolo nao esta em contato direto com o citoplasma da célula; dessa forma ele
€ intracelular e extracitoplasmatico. Durante este processo de infeccdo, que em
cultura celular transcorre em cerca de 15 minutos (LUMB et al., 1988), o esporozoito
vai se tornando esférico e passa a ser chamado de trofozoito (Figura 2; c).

Os trofozoitos vao entrar em processo de multiplicacdo assexual, também
chamado de esquizogonia, a partir da divisdo nuclear, originando merontes do Tipo |
com seis a oito merozoitos em seu interior (Figura 2; d, e). Estes merozoitos vao
infectar novas células adjacentes e vao se desenvolver em novos merontes do Tipo
I, ou em merontes do Tipo Il (Figura 2; f), que por sua vez possuem apenas quatro
merozoitos (SMITH et al., 2005).
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Figura 2. Ciclo biologico de Cryptosporidium spp. Apds a contaminacdo de um
hospedeiro adequado, ocorre excistacdo (a). Os esporozoitos sao
liberados e parasitam as células epiteliais (b) do trato gastrintestinal ou
de outros tecidos, tais como o trato respiratorio. Os esporozoitos vao se
tornando esféricos e passam a ser chamados de trofozoitos (c) Nessas
células, os parasitas sofrem multiplicacdo assexuada (esquizogonia ou
merogonia) (d,e) e depois a multiplicacdo sexual (gametogonia) (f)
produzindo microgamontes (g) e macrogamontes (h). Apés a fertilizagéo
dos macrogamontes pelos microgamontes (i), dois tipos diferentes de
oocistos sdo produzidos: o de parede espessa (j), que € comumente
excretado a partir do hospedeiro, e o oocisto de parede fina (k), que é
principalmente envolvido na auto-infec¢do. Os oocistos séo infectivos na
excregdo, permitindo assim transmisséo direta (CDC modificado, 2012).

Os merozoitos formados a partir dos merontes do Tipo Il iniciardo o estagio
de reproducdo sexual, ou gametogonia, ao infectar novas células hospedeiras, nas
quais vao se diferenciar em microgamontes e macrogamontes (TYZZER, 1910). Os
microgamontes (Figura 2; g) se tornam multinucleados e cada nucleo € incorporado
a um microgameta (gameta masculino). Os macrogamontes (gameta feminino)
continuam uninucleados (Figura 2; h). Os microgametas liberados precisam se ligar
e penetrar em um macrogametocito para dar inicio ao processo de fertilizacao

(Figura 2; i) (TYZZER, 1910). Apos a fecundacao, o zigoto sofre meiose e da origem
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ao oocisto esporulado, o qual é eliminado para o exterior nas fezes do hospedeiro
(FAYER et al., 1997). O oocisto esporulado € a uUnica forma exdgena e j4 se torna
infectante ao ser eliminado (OKHUYSEN et al., 1999).

Os oocistos poderdo ter parede espessa, que sao eliminados para o meio
externo juntamente com as fezes do hospedeiro reiniciando a fase exdgena do ciclo
(Figura 2; j), ou de parede delgada, que podem romper-se no proprio intestino do
hospedeiro, causando uma auto-infeccdo (Figura 2; k) (FAYER et al.,, 2000;
TYZZER, 1910). Dessa forma, em pacientes imunossuprimidos, nos quais o sistema
imunolégico ndo tem mecanismos para combater a doenca, 0 parasitismo pode
permanecer por um longo periodo de tempo sem que o individuo precise ser exposto
novamente a um oocisto (de GRAAF et al., 1999). Os oocistos formados no trato
respiratorio vao ser eliminados através da respiracdo ou nas secrecfes nasais
(RYAN e XIAO, 2007).

O ciclo biolégico completa-se geralmente entre 12 e 14 horas e pode variar de
acordo com o hospedeiro e a espécie de Cryptosporidium (FAYER et al., 1997). O
periodo pré-patente é de 7 a 10 dias, podendo variar de 5 a 28 dias (PEREIRA et al.,
20009).

3.3.5 Diagndéstico

O diagnéstico da criptosporidiose € realizado rotineiramente por meio de
exame coprolégico (YODER e BEACH, 2010). A principio, utilizavam-se apenas
técnicas de microscopia, nas quais eram realizados esfregacos diretos com
coloracdo de Ziehl Nielsen (SMITH e NICHOLS, 2010). Com o avanco dos métodos
de diagnostico, as amostras eram submetidas a técnicas de concentracdo de
oocistos com solugdes hiper concentradas, com a finalidade de aumentar a
sensibilidade de deteccdo. Posteriormente, técnicas de IFAT se tornaram o método
de eleicdo e eram mais sensiveis que os métodos tradicionais, além de facilitar a
visualizagdo do oocisto (QUILEZ et al., 1996). Entretanto, a execugio dos métodos
baseados em microscopia necessita de treinamento, sdo tediosos e tém
sensibilidade geralmente baixa (SANTIN et al., 2004). Além disso, a identificacéo da

espécie se torna mais dificil devido ao reduzido tamanho e morfologia dos oocistos,
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além da grande semelhanca morfométrica entre oocistos de espécies diferentes
(SUNNOTEL et al., 2006).

Os testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos tais como ELISA e
Western Blot, além de n&o possibilitarem a identificacdo das espécies envolvidas na
infeccdo, indicam apenas exposi¢cOes passadas. O teste de ELISA em amostras
fecais também pode ser utilizado para identificar infeccdes correntes sem, no
entanto, realizar a identificacdo da espécie (SANTIN et al., 2007).

Apesar de restritos a laboratdrios especializados, os atuais métodos de
diagnoéstico baseados em técnicas moleculares tais como nested PCR, Multiplex
PCR, PCR-RFLP e sequenciamento de DNA s&o altamente sensiveis, apresentando
resultados de alta confiabilidade (SANTIN et al., 2004; SMITH, 2007). S&o capazes
de detectar oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras em que normalmente
seriam perdidos pelos métodos tradicionais de microscopia (SCORZA et al., 2003;
McGLADE et al., 2003; SANTIN et al., 2004).

3.3.6 Profilaxia, Controle e Tratamento

Os oocistos de Cryptosporidium spp. sdo altamente resistentes as intempéries
naturais e a muitos desinfetantes sintéticos e, portanto, sdo de dificil eliminacao
ambiental (YODER e BEACH, 2010). A prevencao deve ser realizada com base no
conhecimento da biologia, do ciclo biol6gico e dos métodos de transmissao da
criptosporidiose. Os animais sabidamente infectados devem ser mantidos em locais
afastados dos demais, e estas instalacbes devem ser de facil desinfeccdo; os
fébmites utilizados no manejo destes animais devem ser completamente higienizados
ou até mesmo descartados; os tratadores destes animais devem ter bons habitos de
higiene e utilizar roupas que possam ser limpas de forma regular; e cuidados no
fornecimento de comida e de 4gua limpas sédo de fundamental importancia, uma vez
gue a transmissdo pela via alimentar ou hidrica é considerada como uma das
principais na transmissdo da criptosporidiose (CHALMERS e DAVIES, 2010). O
acesso de animais selvagens ou de roedores no alojamento dos animais deve ser
restringido e mamiferos neonatais devem receber quantidade adequada de colostro
0 mais cedo e nos primeiros dias de vida (YODER e BEACH, 2010).
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O tratamento deverd ser de suporte, tanto em humanos quanto em animais,
com reidratacdo e reposi¢cdo de eletrdlitos oral ou parenteral, além de administracao
de antidiarréicos. Esta reidratacdo € ainda mais importante em pacientes jovens ou
imunodeprimidos. Em casos de doencas concomitantes, o tratamento especifico da
doenca também deve ser realizado (CHALMERS e DAVIES, 2010).

Atualmente ainda nao existem drogas completamente efetivas para o
tratamento da criptosporidiose nem em humanos nem em animais (CHALMERS e
DAVIES, 2010). Um dos objetivos atuais no tratamento da criptosporidiose é
identificar alvos moleculares que possam ser explorados para o0 combate as
infeccbes. O mapeamento do genoma de C. parvum revelou que existe uma grande
divergéncia bioquimica evolucionaria entre o género Cryptosporidium quando
comparado aos outros apicomplexas. Muitos alvos de drogas encontrados nestes
outros organismos, ndo sdo observados em Cryptosporidium spp., tais como o ciclo
do manitol, ODC e HXGPRT, o que ajuda a explicar o porqué destes parasitos
serem insensiveis a varias drogas efetivas contra outros coccidios (RYAN e XIAO,
2007).

3.4 O GENERO Giardia

Giardia spp. é um protozoario entérico que afeta humanos, animais
domésticos e silvestres (THOMPSON et al, 2000). Pertencem ao Filo
Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe Zoomastigophorea, Ordem
Diplomonadida, Subordem Diplomonadina, Familia Hexamitidae (RIVERA et al.,
2002).

O género Giardia foi descrito por Kunstler em 1882, ao observar um flagelado
presente no intestino de girinos de anfibios anuros. Este género é constituido por
protozoarios cosmopolitas que ocorrem principalmente em regides tropicais, mas
pode ser encontrado em temperaturas variadas (SOGAYAR e GUIMARAES, 2000).

As espécies de Giardia isoladas de mamiferos apresentam aspectos
morfologicos e propriedades antigénicas, genéticas e bioquimicas similares (LEIB e
ZAJAC, 1999).

Existem evidéncias de que Giardia duodenalis (sinonimia G. lamblia, G.

intestinalis) ndo apresenta especificidade quanto ao hospedeiro e pode parasitar
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seres humanos, assim como uma variedade de outros animais, sendo considerada
uma importante zoonose (SOGAYAR e GUIMARAES, 2000).

Animais menores de um ano de idade sdo mais susceptiveis do que os
adultos o que sugere o desenvolvimento de certo grau de resisténcia com o aumento
da idade (KIRKPATRICK e FARREL, 1984).

3.4.1 Morfologia de Giardia spp.

O ciclo de vida consiste em dois estégios: trofozoitos e cistos viaveis, os quais
contaminam alimentos e agua (BECK et al., 2005).

O trofozoito possui motilidade sendo um organismo bilateralmente simétrico,
piriforme, tendo aproximadamente 10 x 15 um, encontrado principalmente nas fezes
diarreicas (ETTINGER e FELDMAN, 1997). Apresenta uma regido dorsal convexa e
dois axostilos centrais. Sua regido ventral é céncava possuindo um grande disco de
succdo, sendo o 6rgdo mais importante para a aderéncia com a mucosa intestinal do
hospedeiro (RIVERA et al., 2002).

O cisto tem uma forma oval ou arredondada, mede 10 x 8 um (15 x 5 pym) e
possui de dois a quatro nudcleos. O citoplasma contém axonemas flagelares,
vacuolos, ribossomos e fragmentos do disco ventral (RIVERA et al., 2002).

O cisto viavel ingerido € a forma infectante sendo capaz de sobreviver em
ambiente externo adequado por longos periodos. Os trofozoitos, formas que causam
a doenca, apenas aderem ao epitélio do enterdcito, nao apresentando capacidade
invasora ou destrutiva direta (MOTTA e da SILVA, 2002).

3.4.2 Infec¢ao e Patogenicidade

Os cistos podem ser ingeridos através da agua e de alimentos contaminados,
mas a transmissao direta também € possivel, especialmente em areas em que 0s
animais se encontram aglomerados (LEIB e ZAJAC, 1999).

O periodo de incubacédo da giardiase intestinal € de uma a trés semanas. A

duracdo do periodo de incubacdo esta relacionada com o tamanho do inéculo. A
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infeccdo pode iniciar apés a ingestdo de um soé cisto. A fase aguda dura trés ou
quatro dias (RIVERA et al., 2002).

Os mecanismos pelos quais os enteropatégenos produzem diarreia sao
diversos, mas pode-se dividi-los entre os que promovem resposta inflamatéria sem
causar dano morfologico e os que alteram a estrutura da mucosa intestinal, com ou
sem invasao tecidual. A magnitude e o significado funcional dessas respostas locais
sao, geralmente, relacionadas ao numero de parasitos: as infec¢cdes causadas por
poucos parasitas sdo comumente assintomaticas, enquanto grande carga parasitaria
causa manifestacdes intestinais que podem incluir a diarreia (MOTTA e da SILVA,
2002).

As espécies de Giardia causam alteracdes na ultraestrutura das vilosidades
intestinais, com encurtamento dos microvilos, esfoliacdo acelerada e diferenciacao
incompleta dos enterdcitos com reducdo de aproximadamente 50% da area de
superficie de absorcdo (GENNARI e SOUZA, 2002). Em condi¢des in vitro, isolados
de trofozoitos de Giardia spp., oriundos de pacientes sintomaticos ou
assintomaticos, prejudicam o epitélio em cultivo celular principalmente por deplecdo
de suas vilosidades. Com isso a digestdo e absor¢do de nutrientes e agua ficam
prejudicadas, ocorrendo decréscimo no tempo de transito, devido a um aumento da
motilidade intestinal. Ocorre entdo a sindrome da ma-absorcéo e digestdo (CHAVEZ
et al.,, 1995). Um dos mecanismos mais aceitos para explicar a diarreia e ma-
absorcdo sdo as alteracdes funcionais e morfoldégicas da mucosa, provavelmente
ocasionadas pelo processo inflamatério induzido pelo parasita, devido a reacdo
imune do hospedeiro (SOGAYAR, 2001). Giardia spp. contém varias proteases,
algumas delas capazes de agir sobre as glicoproteinas da superficie das células
epiteliais e romper a integridade da membrana. A normalidade da mucosa se
restabelece com a erradicacdo dos parasitas (SOGAYAR e GUIMARAES, 2000).

3.4.3 Sintomatologia

Dos protozoarios que frequentemente acometem o0s animais e 0 homem, a

Giardia spp. tem despertado maior interesse dos pesquisadores, possivelmente por

seu potencial como agente de zoonose, além de causar, em animais jovens, diarreia
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intermitente  com comprometimento da digestdo e absorcdo de alimentos,
acarretando desidratagéo, perda de peso e morte (MUNDIM et al., 2003).

A infeccado por Giardia lamblia pode causar doencga clinica moderada a severa
ou permanecer assintomatica (BECK et al., 2005). Em alguns casos pode causar
diarreias disenteriformes, duodenites, jejunites, podendo colonizar a vesicula biliar,
nao sendo ainda relacionada diretamente nos quadros de colecistites. (RIVERA et
al., 2002).

Comumente as fezes séo palidas, com odores fétidos e moles. Dificilmente
apresenta-se na forma aquosa ou hemorragica. Raramente é encontrado febre e
outros sinais sistémicos. Ocasionalmente, os animais sdo apresentados com sinais
indicativos de afeccao do intestino grosso (ETTINGER e FELDMAN, 1997).

De acordo com Rivera et al. (2002) as fezes podem se apresentar também
pastosas ou liquidas, amareladas, espumosas, mucosas, fétidas, e a diarreia pode
ser, permanente ou intermitente. Em certos casos observa-se intolerancia a lactose
com amostras de fezes contendo leite.

O inicio dos sintomas pode preceder a excrecdo de cistos nas fezes por mais
de uma semana (JOKIPII, A.M. e JOKIPII, L., 1977) e a infeccdo pode desaparecer
espontaneamente dentro de seis semanas, ou persistir por VAarios meses
(RENDTORFF, 1954; SAGI et al., 1983; PICKERIING et al., 1984).

A influéncia de fatores como a cepa do parasita, a duracdo da infeccéo, a
dieta ou imunidade, pode ser importante para explicar a diversidade de sintomas

associados a infeccéo (BECK et al., 2005).

3.4.4 Ciclo biolégico

A infecc&o ocorre ao ingerir os cistos (Figura 3; a). A dose infectante oscila de
1 a 10 cistos. No intestino delgado ocorre o desencistamento, o qual se inicia no
estbmago (pH 2) e termina no duodeno e jejuno com a influéncia das secrec¢bes
pancreaticas (RIVERA et al., 2002).
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Contaminacdo de agua, alimentos ou
maos por cistos infecciosos

Trofozoitos ndo sobrevivem
ao meio ambiente

A- Estagio infeccioso
A = Estagio diagnéstico

Figura 3. Ciclo biolégico de Giardia spp. Cistos sdo formas resistentes e séo
responsaveis pela transmissao da giardiase. Os cistos sdo resistentes e
podem sobreviver varios meses na agua fria. A infeccdo ocorre pela
ingestao de cistos em agua contaminada, alimentos ou por via fecal-oral
(m&os ou fomites) (a). No intestino delgado, a excistagcdo libera os
trofozoitos (cada cisto produz dois trofozoitos) (b). Trofozoitos se
multiplicam por fissdo binéaria longitudinal, mantendo-se no limen do
intestino delgado proximal, onde eles podem ser livres ou ligados a
mucosa por um disco de succado ventral. Encistacdo ocorre com o
transito dos parasitas para o colon (c). Tanto cistos como trofozoitos
podem ser encontrados nas fezes (d) (CDC modificado, 2012).

De cada cisto sao produzidos dois trofozoitos (Figura 3; b), os quais vivem
nas vilosidades intestinais, colonizando o duodeno e jejuno. Os trofozoitos se
reproduzem de imediato por fissdo binaria até alcancar um enorme numero. O
trofozoito se adere nas células cilindricas das vilosidades intestinais mediante uma
depressao circular que tem sua superficie ventral e que atua como uma ventosa. O
encistamento (Figura 3; c¢) ocorre na luz do intestino delgado, produzindo-se um

cisto tetranucleado que representa a forma infectante. Os cistos tetranucleados séo
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eliminados ao meio ambiente pelas fezes (Figura 3; d) e podem sobreviver durante
longos periodos de tempo, sendo pouco resistente a dessecacdo ao calor e
resistentes aos meétodos habituais de tratamento da agua, ainda que sejam

eliminados mediante a ebulicéo e filtracdo (RIVERA et al., 2002).

3.4.5 Diagnostico

O método tradicional de diagnéstico € a pesquisa de cistos e trofozoitos,
sendo que as fezes, apés a coleta, devem ser examinadas imediatamente a fresco e
coradas pelo iodo. Quando se utiliza um método de preservacdo como alcool
polivinil, as fezes sdo coradas pelo tricrémio ou pela hematoxilina e os cistos podem
ser detectados. O exame seriado das fezes é necessério e aumenta a sensibilidade
do método. Uma Unica amostra de fezes pode detectar cerca de 70% dos casos,
aumentando para 85% quando trés amostras distintas sdo analisadas. A excrecéo
de cistos € variavel a cada dia, sendo por isso importante que fezes coletadas em
dias diferentes sejam examinadas. Para detectar trofozoitos, é preciso examinar
fezes aquosas logo apds a sua eliminacdo (MOTTA e da SILVA, 2002).

Apesar de existir uma tendéncia nos ultimos anos a aplicacdo de técnicas de
imunodiagnostico, como a deteccdo de antigenos em fezes por meio de
imunoensaio enzimatico (OLIVA et al.,, 1987; BAUMAN e GOTTSTEIN, 1987,
MERINO et al., 1990), estas sdo mais aplicaveis na investigacdo e ndo na pratica
diaria de diagnéstico nos laboratorios clinicos, pois a relagdo custo-beneficio ndo
justifica seu emprego (NUNEZ et al., 1997). Além do mais, as técnicas de
diagnéstico coproparasitolégico sdo as mais utilizadas em programas de controle do
parasitismo intestinal por seu baixo custo, simplicidade e sensibilidade (NUNEZ et
al., 1997).

Outros meétodos de diagnéstico de Giardia sdo: exame dos aspirados
duodenais, biépsia intestinal e PCR (ETTINGER e FELDMAN, 1997; RIVERA et al.,
2002).
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3.4.6 Profilaxia, controle e tratamento

A imediata remocdo das fezes do ambiente de animais infectados e
confinados em locais aglomerados, a limpeza com desinfetantes ou agua sanitaria
diluida, e a néo utilizagdo dos caminhos e outras areas geralmente utilizadas pelos
animais até que estejam completamente secas, sdo medidas que podem ser
tomadas, para a inibicdo da transmissédo dos cistos de Giardia. Os animais recém-
ingressados numa colénia devem ser examinados para este parasito (ETTINGER e
FELDMAN, 1997).

A giardiase pode ser evitada com o tratamento adequado de 4gua e comida e
com boa higiene pessoal nas comunidades. Em regides endémicas, alimentos nao
cozidos que sao preparados ou lavados com agua contaminada devem ser evitados.
O abastecimento publico de agua deve ser submetido a cloracdo, floculacao,
sedimentacao e filtracdo (JAKUBOWSKI, 1988). Giardia e Cryptosporidium sé&o
relativamente resistentes ao tratamento com cloro ou iodo (HUANG e WHITE, 2006).

O tratamento farmacologico da giardiase com nitroimidazdis como o
metronidazol, o tinidazol, secnidazol e o ornidazol em suas formas reduzidas
provocam a modificagéo na estrutura helicoidal do DNA do parasito havendo perda
de suas fungdes. Outros farmacos utilizados sdo a paromomicina e a furazolidona.
Drogas como a cloroquina e a quinacrina se encontram hoje em dia em desuso
(RIVERA et al., 2002).

3.5 O GENERO Entamoeba

A amebiase é uma infeccdo cosmopolita, com distribuicdo mundial,
principalmente em paises subdesenvolvidos de clima quentes, tropicais e
subtropicais, onde o0 saneamento basico € inadequado e o abastecimento de agua é
precario (VERONESI, 1997; COURA, 2008; SANTOS e SOARES, 2008). Os cistos
no meio externo podem sobreviver dias, semanas ou meses, especialmente sob
condicbes Umidas e sdo responsaveis pela transmissdo da doenca (SANTOS e
SOARES, 2008).

Segundo o Comité de Sistematica da Sociedade Internacional de

Protozoologia, as espécies do género Entamoeba pertencem ao Reino Protozoa,
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Filo Sarcomastigophora, Subfilo Sarcodina, Superclasse Rhizopoda, Classe Lobozia,
Ordem Amoebida e Familia Entamoebidae (SILVA, 2005).

As espécies de ameba do género Entamoeba estdo incluidas em cinco
grupos (LEVINE, 1985), trés dos quais sdo de espécies formadoras de cistos, a
saber, grupos de cistos maduros com um nucleo, quatro ndcleos e oito nucleos.
Apenas o grupo de cistos maduros com quatro nucleos (também conhecido como
grupo E. histolytica-like) inclui espécies patogénicas conhecidas, das quais E. anatis
foi encontrado em patos e abetardas (LEVINE, 1985; SILVANOSE et al., 1998). Os
outros dois grupos de Entamoeba formadores de cistos incluem espécies néo
patogénicas, algumas delas descritas em aves: E. gallinarum, do grupo de cistos
maduros com oito nucleos (ou grupo E. coli-like), habita o ceco de galinha, peru e
perdiz (LEVINE, 1985;. CORDERO DEL CAMPILLO et al., 1994); e uma espécie nao
determinada do grupo de cistos com um nucleo (ou grupo E. bovis-like) foi
encontrado no ceco e intestino grosso de avestruzes (MARTINEZ-DIAZ et al., 2000).
Esta ameba também ja foi encontrada em emas. E comumente presente ndo s6 em
aves de origem espanhola, mas também em avestruzes criadas em Portugal e
aquelas importadas da Espanha para a Bélgica, Franca, Gra-Bretanha e Holanda.
Cistos de um nucleo de 10-15 pm de didmetro também foram encontrados em
avestruzes da Grécia (SOTIRAKI et al, 2001) e Escécia (PENNYCOTT e
PATTERSON, 2001). Sotiraki et al. (2001) identificaram esses cistos como E.
histolytica, mas isso pode ser uma identificacdo errbnea, uma vez que a descricao
dada por esses autores corresponde a espécie E. bovis-like descritas por Martinez-
Diaz et al. (2000). Jansson e Christensson (2000) indicam a presenca de
Entamoeba spp. em avestruzes na Suécia, no entanto, eles ndo ddo dados
suficientes para permitir uma identificacdo mais precisa.

Ponce Gordo et al. (2002) fez o primeiro relato da presenca de cistos com oito
ndcleos em ratitas, porém, avestruzes criados na mesma fazenda foram negativos
para este parasito. Nao encontraram trofozoitos, as amostras ndo foram diarreicas e
nao foi possivel investigar o contetdo do ceco e intestino grosso proximal das emas
parasitadas. O tamanho dos cistos encontrados (20 um em meédia) era ligeiramente
maior que os cistos de E. gallinarum (12-15 pm), e estava dentro da média de cistos
de E. coli e E. muris (10-33 e 9-20 um, respectivamente; dados de LEVINE, 1985).

Outras amebas encontradas em ratitas foram Endolimax e lodamoeba. A

primeira tem sido frequentemente encontrada em amostras de fezes de avestruzes
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e, em menor grau, em emas de diferentes fazendas, e trofozoitos dessa ameba
foram também encontrados no conteddo intestinal de alguns avestruzes em
matadouros. lodamoeba € muito menos frequente, e apenas cistos foram
encontrados em algumas amostras de avestruz. Ambas as amebas parecem né&o
serem patogénicas para ratitas (PONCE GORDO et al, 2002). Endolimax
gregariniformis ja foi encontrada em diferentes aves domésticas e selvagens
(LEVINE, 1985), mas nao em ratitas, e lodamoeba butschlii tem sido descrita apenas
em mamiferos, embora Sotiraki et al. (2001) indicaram a presenca de cistos de

lodamoeba-like em avestruzes.

3.5.1 Morfologia de Entamoeba spp.

As diferentes espécies de amebas se distinguem uma das outras pelo
tamanho do trofozoito e do cisto, pela estrutura e numeros dos nucleos nos cistos e
pela forma das inclusdes citoplasmatica como vacuolos nos trofozoitos e corpos
cromatoides nos cistos (NEVES et al., 2005).

Como E. histolytica é morfologicamente indistinguivel de E. dispar nao
invasiva, a microscopia por si sé ndo pode dar uma resposta definitiva quanto a
presenca de cistos e trofozoitos de E. histolytica, portanto, métodos adicionais tais
como deteccdo de antigenos ou PCR sdo importantes para distincdo dessas
espécies. Além disso, muitas das infeccdes ndo sdo detectadas por causa da
sensibilidade da microscopia ser baixa (RAVDIN, 1994; HAQUE et al.,, 1997,
VERWELJ et al., 2003).

3.5.2 Infeccao e Patogenicidade

Quando o hospedeiro entra em contato com 0s protozodrios, o resultado final,
na maioria dos casos, sera 0 estabelecimento de uma infecgdo néo invasiva
(GATHARIM e JACKSON, 1987). No entanto, algumas pessoas vao adquirir doenca
invasiva predominantemente na forma de colite amebiana ou abscesso hepético
amebiano (STAUFFER e RAVDIN, 2003).
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A infeccdo amebiana ocorre quando os cistos maduros de Entamoeba spp.
sdo ingeridos através de alimentos ou agua contaminada por um individuo
suscetivel, pois nem todos desenvolvem a doenca (REY, 2002). Excistacdo ocorre
no limen intestinal para produzir trofozoitos. A proteina de superficie do trofozoito
(lectina) reconhece os acucares galactose e GalNAc sobre a superficie da célula
hospedeira (RAVDIN e GUERRANT, 1981; PETRI et al., 1987).

A interface da lectina-galactose/GalNAc com as mucinas hospedeiras que
revestem o intestino é o momento definido da infeccdo (CHADEE et al., 1987). Se a
lectina do parasita se liga as glicoproteinas mucina hospedeiras no limen intestinal,
resultard em uma infeccdo do intestino ndo invasivo. O ciclo de vida, em seguida,
continua com a reproducdo dos trofozoitos por expansdo clonal na camada de
mucina. Subsequentemente, a lectina galactose/GalNAc, juntamente com as
glicoproteinas mucina ou outras bactérias intestinais, iniciam a via de
desenvolvimento que conduz ao encistamento (EICHINGER, 2001).

Por outro lado, se o trofozoito penetra na camada de mucina e a lectina se
liga diretamente a uma superficie N-acetil-D-galactosamina da célula hospedeira,
uma cascata de eventos ocorre, em ultima andlise conduzindo a morte da célula
hospedeira e progressédo da doenca invasiva (RAVDIN e GUERRANT, 1981). Uma
vez que o trofozoito tem o compromisso de replicacdo, a invasdo e encistamento
nao ocorrerdo e o ciclo de vida ndo sera concluido com éxito. Assim, a doenca
invasiva, tal como determinado pela proteina lectina, deve ser considerada uma ma
adaptacdo do organismo, uma vez que € desvantajoso para a sobrevivéncia dos
protozoarios (STAUFFER e RAVDIN, 2003).

3.5.3 Sintomatologia

As trés formas comuns de amebiase intestinal clinicamente grave séo colite
amebiana fulminante, ameboma do célon e apendicite amebiana e ocorrem mais em
adultos do que em criancas. Colite amebiana fulminante € caracterizada pela
eliminacdo de fezes com sangue, desconforto abdominal generalizado, colicas
precedendo evacuacédo e tenesmo retal, que tende a ser constante e intenso.

Manifestacbes gerais incluem febre, desidratacdo e prostragcdo rapidamente
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progressiva. Lesbes avancadas frequentemente produzem hemorragias intestinais
ou perfuracdo seguida por peritonite (SEPULVEDA e MARTINEZ-PALOMO, 1984).

Amebomas séo lesdes pseudotumorais que ocorrem predominantemente nas
regides verticais do colon, ceco e reto e estdo associados com sintomas abdominais
vagos, ocasional diarreia sanguinolenta e uma massa palpavel (GILLES et al.,
1985).

As manifestacfes clinicas de apendicite amebiana sdo similares aos de
apendicite bacteriana. Diarreia com fezes manchadas de sangue € um
acompanhamento frequente e uma caracteristica distintiva (GILLES et al., 1985).

O periodo de incubacao é muito variavel, tendo sido registrado casos com
sete dias até quatro meses. Esse periodo aparentemente depende da quantidade de
material infectante ingerido pelo hospedeiro e as condicbes de seu aparelho
digestério (REY, 2002; SILVA et al., 2005).

3.5.4 Ciclo biolégico

O organismo existe em duas formas: o trofozoito que é a forma que se divide
e o cisto que é a forma latente. A infeccdo geralmente comeca com a ingestao do
cisto, o qual esta presente em alimentos ou dgua contaminada com fezes (Figura 4;
1 e 2) (SEHGAL et al., 1996).
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Figura 4. Ciclo biolégico de Entamoeba spp. Cistos e trofozoitos sdo passados nas

fezes (1). A infeccdo ocorre pela ingestdo de cistos maduros (2) em
alimentos contaminados com fezes, dgua ou maos. Excistacéo (3) ocorre
no intestino delgado e trofozoitos (4) séo liberados e migram para o
intestino grosso. Os trofozoitos multiplicam por fissdo binaria e produzem
cistos (5), e ambas as fases sdo passadas nas fezes. Por causa da
protecdo conferida pelas suas paredes, o0s cistos podem sobreviver dias a
semanas no ambiente externo e sao responsaveis pela transmissdo da
doenca. Trofozoitos passados nas fezes sdo rapidamente destruidos uma
vez fora do corpo, e em caso de ingestdo ndo sobrevivem a exposi¢do ao
ambiente gastrico. Em muitos casos, 0s trofozoitos permanecem
confinados a luz intestinal (A: infeccdo néo invasiva) de individuos que
sdo portadores assintomaticos, passando cistos em suas fezes. Em
alguns pacientes, os trofozoitos invadem a mucosa intestinal (B: doenca
intestinal), ou, através da circulagdo sanguinea vao para locais extra-
intestinais tais como o figado, pulmbes e cérebro (C: doenca extra-
intestinal), com manifestacdes patologicas resultantes (CDC modificado,
2012).
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Cistos sobrevivem ao pH acido do estbmago e passam para o intestino. Na
regido ileo-cecal, cistos sdo submetidos ao excistamento (Figura 4; 3) e cada cisto
da origem a oito trofozoitos. Estes migram e se multiplicam no célon (Figura 4; 4).
Na maioria dos casos, os trofozoitos no intestino vivem como comensais.
Ocasionalmente, no entanto, trofozoitos atacam e invadem a mucosa intestinal
causando disenteria e podem ir através dos vasos sanguineos para locais extra-
intestinais como cérebro, figado e pulmdes, onde podem formar abscessos. No
intestino, muitos dos trofozoitos encistam-se e produzem cistos quadrinucleados
(Figura 4; 5). Tanto os trofozoitos como os cistos séo excretados junto com as fezes.
Cistos podem sobreviver por longos periodos fora do hospedeiro, enquanto o0s
trofozoitos sobrevivem apenas durante algumas horas. Trofozoitos desempenham
nenhum papel na transmissdo da doenca, mas sado responsaveis pela producao de
patologias teciduais (SEHGAL et al., 1996).

3.5.5 Diagnostico

Diagnostico de cisto Entamoeba se baseia principalmente em investigacao
morfoldégica em um microscépio de luz. No entanto, esta técnica ndo é capaz de
distinguir entre E. histolytica, E. dispar e E. moshkovskii, que possuem morfologia
idéntica. Ensaios baseados em PCR foram desenvolvidos e amplamente utilizados
para a deteccdo de espécies de Entamoeba devido a sua alta sensibilidade
(HECKENDORN et al., 2002; MORAN et al., 2005; HAMZAH et al., 2006; FOTEDAR
et al., 2007), sendo 100 vezes mais sensivel que o teste de ELISA (MIRELMAN et
al., 1997).

Muitos testes sorologicos para deteccdo de anticorpos especificos foram
introduzidos como adjuntos para apoiar o diagndstico de amebiase. Os varios testes
atualmente empregados incluem hemaglutinacéo indireta, ensaio imunoenzimatico,
imunofluorescéncia indireta, contraimunoeletroforese e difusdo em gel de agar.
Estes testes soroldgicos sdo particularmente Uteis na deteccédo de amebiases extra-
intestinais tais como abscesso hepatico amebiano, uma vez que a examinacéo de
fezes é frequentemente negativa para E. histolytica em tais casos (SEPULVEDA e
MARTINEZ-PALOMO, 1982).
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3.5.6 Profilaxia, controle e tratamento

Os cistos de Entamoeba sao notavelmente resistentes aos desinfetantes
quimicos, incluindo a cloracéo, e podem sobreviver a uma vasta gama de valores de
pH e pressdes osmaticas. Morrem rapidamente em ambientes secos, aquecidos (a
cerca de 55 °C) ou congelados (FEACHEM et al., 1983). A transmissao fecal-oral
através das maos ou alimentos contaminados €& muito comum. Portanto,
saneamento e higiene pessoal tem prioridade na prevencéo e controle da amebiase.
A disponibilidade de agua suficiente para a lavagem das méos e dos alimentos pode
ser mais importante do que a qualidade da agua por si sé (GILLES et al., 1985).

A droga de escolha para o tratamento da doenca amebiana invasiva é o
nitroimidazol, tais como o metronidazol, mas o tratamento é relativamente caro.
(GILLES et al., 1985).

3.6 BIOLOGIA MOLECULAR

A biologia molecular € uma ferramenta valiosa dos cientistas, podendo
fornecer aos epidemiologistas informagBes muito além das oferecidas pela
microscopia tradicional, pela cultura e imunologia, auxiliando na vigilancia de
agentes infecciosos e na determinacdo das fontes de infeccdo (THOMPSON et al.,
1998; MORGAN et al., 2000).

Os métodos moleculares foram desenvolvidos para detec¢do dos parasitas,
visando superar as limitagbes encontradas nos métodos microscopicos
convencionais (CARVALHO-ALMEIDA, 2004).

A identificacdo e caracterizacao genotipica, por técnica de biologia molecular,
das amostras de Cryptosporidium spp., Giardia spp. e Entamoeba spp. isoladas a
partir de material fecal, é ferramenta fundamental para se entender melhor o papel
do homem e dos animais como reservatorios e fontes de infeccdo humana, bem
como identificar outras fontes de infecgdo, como a hidrica, por exemplo
(CARVALHO-ALMEIDA, 2004).

Métodos moleculares tém sido cada vez mais utilizados para proporcionar alta

acuracia e especificidade na deteccdo dos oocistos em amostras clinicas e



51

ambientais, para definir a posicdo taxondémica das varias espécies de parasitos
(HIGGINS et al., 2001; THOMPSON e CHALMERS, 2002).

3.6.1 Reag&o em Cadeia da Polimerase

O problema da baixa sensibilidade das reacdes de hibridizacdo de DNA do
parasita presente na amostra, foi melhorado por um método capaz de amplificar
milhares de vezes uma molécula de DNA alvo, com o uso de uma enzima, a Reagéo
em Cadeia pela Polimerase. Na PCR, regifes especificas do DNA de interesse sédo
amplificadas enzimaticamente. Durante a PCR, um segmento especifico de DNA de
fita dupla ou de fita simples, pode ser amplificado, através de sucessivos ciclos. Com
a utilizacdo da transcriptase reversa o RNA também pode ser amplificado
(CARVALHO-ALMEIDA, 2004).

A técnica da PCR consiste basicamente em fazer cépias de uma sequéncia
especifica do DNA de um organismo in vitro, utilizando para isso, 0os elementos
basicos de replicacdo natural do DNA (POWLEDGE, 2004). O resultado desta
amplificacdo é facilmente visualizado através da eletroforese em gel de agarose
(BRODY e KERN, 2004).

A especificidade e sensibilidade da PCR séo ferramentas Uteis para deteccéo
e caracterizacdo de grande variedade de patdégenos. Em termos praticos, essas
técnicas podem ser usadas como simples testes de “presenca/auséncia” de
determinados agentes. Em adicdo a deteccao do parasita, a PCR pode ser usada
para determinacdo da estrutura populacional e na caracterizacdo de organismos que
nao podem ser cultivados ou purificados, como € o caso dos parasitas intracelulares
(MONIS et al., 2002). Diversificados protocolos tém sido descritos no processamento
dos parasitas para obtencéo de amostra de DNA apropriada para a PCR.

O processo inicial geralmente envolve a lise do parasita por choque térmico
(congelamento/aguecimento), por fervura ou por meios quimicos. O passo seguinte
consiste na remoc¢ao dos inibidores da PCR (SINGH, 1997). Os métodos de PCR
podem ndo somente ser aplicados a pequeno numero de oocistos, como também, a
extracdo de DNA de amostra fecal e ambiental pode ser analisada diretamente sem

a necessidade de isolar oocistos intactos (WIDMER et al., 2002).
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As vantagens da PCR incluem alta sensibilidade, analise rapida de grande
namero de amostras, relativamente baixo custo, detec¢do de multiplos patégenos, e
capacidade de discriminar entre espécie e cepa, se houver primers especificos
(ROCHELLE et al., 1997).

3.6.1.1 Nested PCR

A técnica de Nested PCR consiste em utilizar os produtos da reacdo da PCR
em uma segunda reagdo de PCR (SAMBROOK et al., 2001). Dessa forma, séo
utilizados os produtos da amplificacdo realizada pelos primeiros iniciadores, como
um molde para uma segunda amplificacdo, realizado com outro par de iniciadores
gue se anelam com sequéncias internas ao primeiro amplificado. A utilizacdo desta
técnica no diagnostico de Cryptosporidium € recomendada, pois aumenta ainda mais
a sensibilidade da PCR, conseguindo detectar oocistos mesmo em amostras que

contém quantidade muito pequena destes (SANTIN et al., 2004).

3.6.1.2 Multiplex PCR

A Multiplex PCR consiste na utilizacdo de mais de um par de iniciadores em
uma mesma PCR. Desta forma, varios segmentos de DNA alvo sdo amplificados
simultaneamente, economizando tempo, diminuindo gastos e sendo capaz de
detectar mais de uma espécie no caso de infec¢cdes mistas, pois cada par de
iniciador vai amplificar uma sequéncia especifica de cada espécie (SAMBROOK et
al., 2001). Entretanto, esta técnica ainda esta sendo aperfeicoada no diagndstico de
parasitos devido a sua dificuldade de aplicagdo, uma vez que exige que todos 0s
iniciadores tenham temperaturas de anelamento aproximadas, ndo interajam entre si
e que os fragmentos amplificados tenham tamanhos préximos (SANTIN e
ZARLENGA, 2009).



53

3.6.1.3 PCR-RFLP

A PCR-RFLP utiliza enzimas especificas na reacdo da PCR, que sao capazes
de clivar uma sequéncia de nucleotideos em determinados pontos e, a partir destas
clivagens, a espécie do parasita pode ser identificada em eletroforese em gel de
agarose (SAMBROOK et al., 2001; SPANO et al, 1997). Uma das grandes
vantagens da PCR-RFLP, é a capacidade de diferenciar espécies sem a
necessidade do sequenciamento (SPANO et al., 1997). Por outro lado, ainda é
incapaz de diferenciar algumas espécies, por possuirem o mesmo sitio de restricdo
e permanecendo, portanto, com o mesmo padréo no gel (TROTZ-WILLIAMS et al.,
2006).

3.6.1.4 Sequenciamento

O sequenciamento tem como objetivo determinar a ordem exata dos
nucleotideos de um determinado segmento de DNA e vem sendo utilizado no
diagndstico da espécie envolvida na infeccao (SMITH e NICHOLS, 2010). Antes de
iniciar as etapas do sequenciamento, as amostras, que ja foram previamente
submetidas a PCR, deverdo ser purificadas. Este procedimento é de extrema
importancia, pois remove 0s dNTPs e iniciadores que restaram das reacdes
anteriores, e que poderiam causar interferéncia nas reacdes seguintes (SAMBROOK
et al., 2001). As amostras sdo entdo submetidas a uma nova PCR com formulacao
especifica, sendo que os iniciadores sao utilizados em reacfes independentes para
gue as duas sequéncias obtidas possam ser posteriormente alinhadas, visto que sao
complementares, aumentando dessa forma a acurdcia do resultado final
(SAMBROOK et al., 2001). A sequéncia obtida podera ser submetida ao GenBank
(Genetic Sequence Data Bank) pelo BLAST e a identificacdo da espécie em questédo

é realizada em apenas alguns segundos (ALTSCHUL et al., 1997).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS E LOCAL DE EXECUCAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada em instalacao destinada a criacdo de emas da UENF
e as analises laboratoriais realizadas no NUPAP/LSA/CCTA situados no HVET.
Foram utilizadas sete emas adultas sendo quatro fémeas e trés machos, mantidas
em um mesmo piquete. Todos os animais foram identificados para que fosse

possivel a diferenciacdo das amostras coletadas.

4.2 COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas amostras fecais recém-eliminadas pelas aves tendo-se o
cuidado de so6 coletar parte das fezes que ndo tinham tido contato com o solo. As
coletas foram realizadas em intervalos bimestrais durante o periodo compreendido
entre maio e dezembro de 2012. Para cada amostra foram utilizados sacos plasticos
individuais, que foram identificados, acondicionados em caixas isotérmicas (8-10°C)
e imediatamente transportados ao laboratorio.

4.3 DIAGNOSTICO DE OVOS, CISTOS E OOCISTOS NAS FEZES

Foi utilizado o método de Sheather modificado descrito a seguir. De cada
amostra de fezes coletadas trés gramas foram acondicionadas em um béquer que
foi completado com &gua até 50 mL. Depois de homogeneizado o material presente
no béquer foi passado em tamis com gaze dobrada para um copo de 300 mL
descartavel. O contetudo do copo foi passado para um tubo plastico de fundo coénico
de 50 mL com tampa rosqueavel e em seguida o volume completado com agua até
50 mL. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 1713g (3000 rpm) a 25 °C
(Centrifuga Refrigerada NT815, Novatecnica, Brasil). O sobrenadante obtido foi
descartado e ao sedimento acrescentado cinco mL de solugdo concentrada de
sacarose (1,1 g/mL) dissolvendo-se bem o sedimento aderido no fundo do tubo. Este

material foi passado para um tubo plastico de fundo conico e tampa rosqueavel de
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15 mL completando-se 0 mesmo com sacarose até 14 mL. Esse tubo foi
centrifugado por 5 minutos a 1713g (3000 rpm) na mesma centrifuga. Apos
centrifugacdo ao tubo foi colocado sacarose até a formacdo de um menisco
convexo. Uma laminula 18x18mm foi acondicionada sobre o menisco por dez
minutos e depois a mesma foi retirada e colocada em cima de uma lamina de vidro
de 25,4 x 76,2 mm com espessura de 1 a 1,2 mm e analisada em microscépio optico
(objetiva 20x e 40x).

4.4 ESPORULACAO

Todo o restante das amostras fecais coletadas que demonstraram a presenca
de oocistos foram submetidas a esporulacdo. Para tanto, todo o material fecal foi
diluido em solucéo de dicromato de potassio 2,5% até se obter consisténcia liquida e
passada em tamis com gase dupla. Estas foram acondicionadas em pissetes
plasticos de 250 mL devidamente identificados. Para facilitar a esporulacdo as
amostras foram submetidas a aeracéo através do bombeamento de ar no fundo dos
pissetes auxiliados por bomba de aquéario acoplada a mangueiras (Figura 5).
Diariamente, amostras foram colhidas para verificar o tempo de esporulagéo sendo a

aeracao interrompida apos esporulacao de 80% dos oocistos.
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Figura 5. Pissetes ligados a bomba de aquario por meio de mangueiras.

4.5 CONCENTRACAO DOS OOCISTOS

Foi utilizado o método de Sheather modificado, para tanto, toda a amostra
esporulada foi colocada em tubo plastico rosqueavel com fundo cénico de 50 mL. As
amostras que tinham mais de 50 mL foram divididas na quantidade de tubos
necessarios. Estas foram centrifugadas a 1713g (3000 rpm) em centrifuga
refrigerada (NT815, Novatecnica, Brasil) por 10 minutos a 25°C e descartados o
sobrenadante ressuspendendo o sedimento em agua destilada por trés vezes para
retirada do dicromato de potassio, ap0s a Ultima centrifugacdo o sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspenso em solucdo saturada de sacarose (1,1 g/mL)
e transferido para um tubo de 15 mL. Este foi preenchido com solugcéo saturada de
sacarose até os 14 mL e centrifugado por 10 min a 1713g (3000 rpm)/25°C. ApOs
centrifugacdo ao tubo foi colocado sacarose até a formacdo de um menisco
convexo. Uma laminula 18x18mm foi acondicionada sobre o menisco por dez
minutos e depois a mesma foi colocada em cima de uma lamina que foi analisada
em microscopio Optico (objetiva 20x e 40x) para observacdo dos oocistos

esporulados.
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4.6 ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA

A observacdo dos oocistos para a diferenciacdo morfolégica e morfométrica
foi feita utilizando-se microscopio Optico binocular modelo Axiostar Plus® (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Alemanha) equipado com contraste de fase e em objetivas de
40x e de 100x com Oleo de imerséo, para melhor visualizagdo e, consequentemente,
maior detalhamento das formas e tamanhos das estruturas presentes no interior do
oocisto esporulado. Buscou-se, nesse sentido, caracterizar morfometricamente cada
oocisto esporulado conforme proposta de Duszynski e Wilber (1997). O desenho do
oocisto de Isospora esporulado foi realizado com auxilio do programa Corel Photo
Paint versdo 11.

Para a captura de imagens, foi utilizada camera digital (Canon PowerShot
A640, USA) acoplada ao microscépio e para mensuracdo dos oocistos o Software
Zeiss Axion Vision Sample Images com as medidas dadas em pm. Na analise
morfologica e morfométrica foi dada atencdo as seguintes estruturas destacadas por
Duszynski e Wilber (1997): diametros maior (DM) e menor (dm) do oocisto;
diametros maior (EM) e menor (em) do esporocisto; altura e largura dos corpos de
stieda (CS), substieda (CSS) e parastieda (CPS); indices morfométricos (diametro
menor/diametro maior) do oocisto (IM) e do esporocisto (IME); espessura da parede
do oocisto (PO); presenca e auséncia de micropila (M), granulo polar (GP), residuo
do oocisto (RO), residuo do esporocisto (RE) e corpos refrateis (CR) e nucleo (N)

NOS esporozoitos.

4.7 ANALISE MOLECULAR

De cada amostra fecal foram pesados 15 gramas para a etapa de
concentracdo dos oocistos de Cryptosporidium spp., cistos de Giardia spp. e
Entamoeba spp. Todas as amostras foram processadas de acordo com as técnicas
de centrifugo-flutuacdo com sacarose, extracdo do DNA e nested PCR e PCR como

a sequir.
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4.7.1 Técnica de centrifugo-flutuacéo

Foi adicionada agua destilada a 15 gramas fecais até completar os 50 mL do
tubo plastico de fundo cbnico de 50 mL com tampa rosqueavel. Os tubos foram
deixados em repouso por 20 minutos e apls agitacdo foram filtrados em tamises
com malha de ago de 45 um de porosidade. Os filtrados foram transferidos para um
novo tubo de 50 mL, no qual também foi adicionada quantidade suficiente de agua
destilada até completar 50 mL de volume final. Estes tubos foram centrifugados por
10 minutos a 1190g (2500 rpm) e o sobrenadante foi descartado logo apos. O
sedimento foi entdo ressuspendido em agua destilada até alcancar um volume de 25
mL, logo em seguida foram adicionados 25 mL de solucéo de sacarose (1,1 g/mL) e,
depois de realizada a homogeneizacdo da solucdo, os tubos foram novamente
centrifugados a 190g (1000 rpm) por 20 minutos a 4°C. Foram aspirados 4 mL do
sobrenadante e pipetados em tubos conicos de 15 mL, onde foi adicionado 11 mL de
agua destilada para que fosse obtido o volume final de 15 mL em cada tubo. Esta
solucéo foi centrifugada a 1190g (2500 rpm) por 10 minutos com o sobrenadante
descartado logo em seguida. O sedimento foi entdo ressuspendido em 500 uL de
adgua destilada, e transferido para um tubo Eppendorf, onde foi congelado para
posterior extracdo do DNA. Todas as centrifugacbes foram feitas na Centrifuga

Refrigerada NT815 Novatecnica, Brasil.

4.7.2 Extracao do DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o DNeasy Tissue Kit (Qiagen®), com
algumas modificacées em relacdo ao protocolo sugerido pelo fabricante (SANTIN et
al., 2004). Para cada aliquota de amostra (50-100 uL) foram adicionados 180 uL de
Tampao ATL e 20 pL de proteinase K e, apds homogeneizagdo em um agitador
vortex (Biomixer QL-901, EUA), o material era incubado a 55°C overnight. Apds esta
etapa as amostras foram novamente homogeneizadas em vortex durante 15
segundos e, em seguida, foram adicionados 200 uL de Tampao AL. Cada amostra
foi submetida a uma nova homogeneizagdo e incubada a 70°C por 10 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 200 pyL de etanol (96-100%) em cada tubo de

amostra, que foram homogeneizados e o conteudo transferido para uma coluna
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DNeasy Mini spin, colocada em tubo de 2 mL. Cada coluna foi centrifugada a 6000g
(8000 rpm) por um minuto e logo apdés todo o conteddo do tubo de 2 mL foi
descartado. As colunas DNeasy Mini spin foram entdo colocadas em um novo tubo
de 2 mL, adicionados 500 puL de Tampao AW1, e submetidas a nova centrifugagao
por um minuto a 6000g (8000 rpm) e novamente descartado o contetudo do tubo de
2 mL. Cada coluna foi colocada em um novo tubo de 2 mL, adicionados 500 yL de
Tampao AW2, e centrifugados dessa vez por trés minutos a 20000g (14000 rpm)
com a finalidade de secar a membrana da coluna DNeasy. O conteudo do tubo de 2
mL foi entdo descartado.

As colunas DNeasy Mini spin foram colocadas em um novo tubo de 1,5 mL, e
foram adicionados 100 pL de Tampao AE diretamente da membrana da coluna
DNeasy com a finalidade de aumentar a concentracdo de DNA. Ap6s um minuto de
incubagédo em temperatura ambiente, foram entdo centrifugadas por um minuto a
6000g (8000 rpm) e levadas para refrigeracao. Todas as centrifugacdes foram feitas

na microcentrifuga Eppendorf MiniSpin®/Alemanha.

4.7.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase

Para Cryptosporidium spp. e Giardia spp. foi utilizada a técnica de nested
PCR, com amplificacdo em duas etapas de um fragmento do gene 18S rRNA e para
Entamoeba spp. foi feita apenas uma amplificacdo do mesmo fragmento.

As sequéncias de iniciadores utilizadas estao representadas no Quadro 1.
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Quadro 1. Sequéncias dos iniciadores especificos para protozoarios de potencial patogénico e zoonadtico e seus tamanhos de
fragmentos amplificados.

Protozoarios Iniciadores Sequéncias Tamanho dos fragmentos (pb)
12 PCR CRYPTOF 5'-TTCTAGAGCTAATACATGCG-\?»'l1 ~1300
Cryptosporidium spp. CRYPTOR 5-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3' i
23 PCR AL1598 5'-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3 . ~800
AL3032 5-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3™
12 PCR G.iaF 5'- AAGTGTGGTGCAGACGGACTC-BZ'2 ~500
Giardia spp. GiaR 5'- CTGCTGCCGTCCTTGGATGT-I;I‘»'
23 PCR RH11 5'- CATCCGGTCGATCCTGCC-3' , ~300
RH4 5'- AGTCGAACCCTEATTCTCCGCCAGG-3'
. -4
Entamoeba spp. PCR ENTAM1 5-GTTGATCCTGCCAGTATTATATG-3 550

ENTAM2 5-CACTAT TGGAGCTGGAATTAC-3™

XIAO et al., 1999; 2APPELBEE et al., 2003; *HOPKINS et al., 1997; *SUKPRASERT et al., 2008
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4.7.3.1 Cryptosporidium spp.

O procedimento de amplificacao foi realizado com o0s seguintes componentes
para a amplificacdo primaria: tampao PCR 1x; MgCI2 (3 mM); dNTP (0,2 mM), Taq
(2,5 U) (Qbiogene®) e 1 mM de cada um dos iniciadores, em um volume final de 50
ML. A amplificacdo secundaria contém: tampéo PCR 1x; MgCI2 (1,5 mM); dNTP (0,2
mM); Taq (2,5 U) e 1 yM de cada um dos iniciadores, em um volume final de 50 uL.
Para a amplificacdo primaria foram realizados os seguintes ciclos no termociclador:
94 °C/3 min; 35 ciclos de 94 °C/45s, 59 °C/45 s e 72 °C/1 min e uma extenséo final
de 72 °C/7 min. Para a amplificacdo secundaria: 94 °C/3 min; 40 ciclos de 94 °C/30s,
58 °C/90s e 72 °C/2 min e uma extensao final de 72 °C/7 min (XIAO et al., 1999).

4.7.3.2 Giardia spp.

Para a primeira reacdo de amplificacdo em PCR foram utilizados, em um volume
final de 50ul: tampé&o PCR 1x; MgCl, (1,5mM); dNTP (0,2mM); Taq (2 U); Dimetilsulfoxido
(DMSO) (2,5pL) e 0,5uL de cada um dos iniciadores. A amplificagdo secundaria possui
0S mesmos reagentes e concentragdes que a primeira reacdo. Para a amplificacao
primaria foram realizados os seguintes ciclos no termociclador: 96 °C/2 min;um total
de 35 ciclos, cada um consistindo de 96 °C/45s, 58 °C/30s e 72 °C/45s e uma extensédo
final de 72 °C/4 min. Para a amplificagdo secundaria: 96 °C/2 min; 35 ciclos de 96
0C/45s, 55 °C/30s e 72 °C/45s e uma extensao final de 72 °C/4 min (HOPKINS et al.,
1997).

4.7.3.3 Entamoeba spp.

O procedimento de amplificacdo foi realizado com o0s seguintes componentes:
tampao PCR 1x; MgCI2 (1,5 mM); dNTP (0,2 mM), Taq (2,5 U) (Qbiogene®) e 1 mM
de cada um dos iniciadores, em um volume final de 50 pL. Para a amplificagéo foram
realizados os seguintes ciclos no termociclador: 94 °C/5 min; 35 ciclos de 94 °C/1
min, 55 °C/1 min e 72 °C/1 min e uma extensao final de 72 °C/7 min (SUKPRASERT
et al., 2008).
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4.7.4 Andlise da PCR

Os produtos da PCR e nested PCR foram analisados em eletroforese de gel
de agarose a 1% corado com gel red e imerso em tampdo TAE 1X em cuba
horizontal. A fonte foi regulada em 180 volts, 400 miliamperes e 20 minutos.

A visualizagéo das bandas foi realizada em um transiluminador (UVTRANS
UVT-312) apos a corrida eletroforética, e os tamanhos dos fragmentos comparados
com marcador molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen®) e com controles
positivo e negativo. Esses controles foram originados de outro experimento,

portanto, ja existem no laboratério.
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5. RESULTADOS

5.1 MICROSCOPIA

A andlise das fezes das emas revelou a presenca de diversos cistos e
oocistos de protozodrios parasitas e ovos de nematdides. O parasito mais
frequentemente encontrado foi Entamoeba sp., com a observacdo de cistos em
todas as amostras coletadas, na maioria das vezes uninucleados (Figura 6) que
mediram em média de didmetro maior e menor 41,00 ym e 37,75 um,
respectivamente (Tabela 1). Oocistos de Isospora sp. com diametro maior e menor
medindo em média 23,64 um e 22,32 um, respectivamente (Tabela 2), foram
observados (Figura 7) durante o periodo reprodutivo nas fezes de cinco emas sendo
quatro fémeas e um macho. Em outros dois animais machos, ndo foram encontrados
oocistos em suas fezes. Também foram observados oocistos de Eimeria sp. (Figura
8) em um dos animais do experimento e tanto para oocistos de Eimeria quanto para
os de Isospora o periodo de esporulacdo se estendeu de 10 a 15 dias. Ovos de
helmintos identificados como do tipo Strongylida (Figura 9), Capillaria sp. (Figura 10),
Baylisascaris sp. (Figura 11), Sicarius sp. (Figura 12) e do tipo Sicarius sp. (Figura
13) também foram encontrados nas fezes das emas examinadas e o0s valores
meédios, desvio-padrdo, valor minimo e maximo e o indice morfométrico do

comprimento e largura dos ovos observados nas fezes das emas estdo na tabela 1.
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Figura 6. Cisto de Entamoeba sp. com um nudcleo bem visivel, observado em fezes
de ema, Rhea americana (Barra de 10 ym).

Figura 7. Isospora sp. observada em fezes de ema, Rhea americana. Em A e B
oocisto nao esporulado e esporulado respectivamente (Barra de 10 um).
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Figura 8. Formas semelhantes a Eimeria sp. com quatro esporocistos visiveis no
interior do oocisto, observado em fezes de ema, Rhea americana. (Barra
de 10 ym).

Figura 9. Ovo do tipo Strongylida observado em fezes de ema, Rhea americana
(Barra de 20 pm).
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Figura 10. Ovo de Capillaria sp. observado em fezes de ema, Rhea americana
(Barra de 10 pm).

Figura 11. Ovo de Baylisascaris sp. observado em fezes de ema, Rhea americana
(Barra de 20 um).
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Figura 12. Ovo de Sicarius sp. observado em fezes de ema, Rhea americana (Barra

de 20 pym).

R RSeS|

Figura 13. Ovo néo larvado do tipo Sicarius sp. observado em fezes de ema, Rhea

americana (Barra de 10 uym).

Tabela 1. Morfometria em micrdmetros dos cistos de Entamoeba e ovos de
nematoides isolados em fezes de emas, Rhea americana.

Diametro menor?

indice
Morfométrico?

Cistos e Ovos n'  Diametro maior?
Entamoeba spp. 13 41,00+7,76 (30,50-57,31)
Strongylus spp. 12 119,58+11,16 (95,98-140,66)

Capillaria spp. 29 30,6348,74 (16,44-48,22)
Baylisascaris spp. 04 91,45+1,67 (89,25-93,07)
Sicarius spp. 17 44,13+2,93 (38,21-49,48)

37,75£5,54 (29,43-46,83)
69,64+5,81 (55,53-77,90)
16,83+4,17 (9,02-23,99)
86,67+8,26 (74,69-92,59)
26,06+2,70 (22,61-32,96)

0,93+0,06 (0,82-1,00)
0,58+0,03 (0,52-0,63)
0,56+0,06 (0,48-0,69)
0,95+0,08 (0,82-0,99)
0,59+0,06 (0,49-0,69)

*NUmero de cistos e ovos mensurados.
?Média; desvio padrao; menor e maior medidas observadas.
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5.2 MORFOLOGIA E MORFOMETRIA

As formas exodgenas (Figuras 14) de Isospora foram caracterizadas
morfologicamente e morfometricamente da seguinte forma: oocistos esféricos a
subesféricos com medida média de didmetro maior e menor de 23,64 pym e 22,32
um, respectivamente e indice morfométrico médio de 0,94 um, com parede dupla e
lisa e medida média de 1,57 um (Tabela 2), com micropila, residuo do oocisto e
granulo polar ausentes; esporocistos levemente ovéides com medida média de
didmetro maior e menor de 13,92 pum e 9,58 um, respectivamente e indice
morfométrico médio de 0,69 um (Tabela 3); corpo de stieda achatado de medida
meédia de comprimento e largura de 0,79 um e 1,31 um, respectivamente (Tabela 4);
e corpo de substieda irregular e proeminente, com medida média de comprimento e
largura de 1,20 um e 2,11 pum, respectivamente (Tabela 4); corpo de parastieda
ausente; residuo do esporocisto formado por grénulos dispersos de variados

tamanhos; e esporozoitos com um corpo refratil oblongo e um ndcleo.



69

Figura 14. Oocisto de Isospora observado em fezes de ema, Rhea americana. Em A
fotomicrografia de um oocisto esporulado onde observa-se um oocisto
subesférico com parede dupla e lisa sem micrépila, residuo do oocisto e
granulo polar, esporocistos levemente ovoides com corpo de stieda
presente e parastieda ausente, esporozoitos com um corpo refratil
oblongo e nucleo e em B desenho esquematico das caracteristicas
morfolégicas do oocisto (a) e esporocistos com corpo de stieda achatado
e substieda (b,c,d,e) em formato irregular e proeminente.
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Tabela 2. Morfometria em micrometros de oocistos de Isospora isolados em fezes

de ema, Rhea americana.

1 2 DIAMETROS® indice
Ave n Parede Maior Menor Morfométrico®
1 - - -
2 5 1,73+0,16 (1,19-2,07)  27,30+2,07 (23,02-34,78)  25,80+2,48 (20,78-34,66)  0,94+0,03 (0,86-1,00)
3 11 1,65+0,08 (1,34-2,14)  24,52+1,13 (18,86-29,42)  22,46+0,93 (18,00-27,18)  0,92+0,02 (0,83-1,00)
4 43 1,52+0,02 (1,15-1,88)  23,55+0,44 (18,71-29,67)  22,48+0,44 (17,33-28,84) 0,950,005 (0,86-1,00)
5
6 36  1,58+0,04 (1,20-2,14)  22,73+0,55 (16,38-34,54)  21,510,52 (15,53-30,98) 0,950,007 (0,85-1,00)
7 5 1,62+0,08 (1,46-1,92)  25,30+1,04 (21,55-27,64)  22,97+1,48 (18,67-26,27)  0,90+0,03 (0,79-0,98)
Total 100 1,57+0,02(1,15-2,14)  23,64+0,33 (16,38-34,78)  22,32+0,32 (15,53-34,66)  0,94+0,004 (0,79-1,00)

*NUmero de oocistos mensurados.
*Média; desvio padrdo; menor e maior medidas observadas.

Tabela 3. Morfometria em micrémetros de esporocistos contidos em oocistos
esporulados de Isospora em fezes de ema, Rhea americana.

1 DIAMETROS? indice
AVE n - i D
Maior Menor Morfomeétrico

1 - - - -
2 5 12,90+0,64 (10,79-14,16) 9,09+0,40 (7,61-9,81) 0,71+0,02 (0,63-0,79)
3 5 13,73+0,59 (12,14-15,76) 9,49+0,36 (8,46-1051) 0,69+0,03 (0,62-0,79)
4 5 14,12+0,55 (12,58-15,72) 9,78+0,24 (9,02-10,40) 0,69+0,02 (0,61-0,72)
5 - - - -
6 5 14,18+1,33 (10,79-18,95) 9,42+0,56 (7,61-10,85) 0,67+0,03 (0,57-0,73)
7 5 14,68+0,47 (13,35-15,76)  10,11+0,34 (9,60-11,39) 0,69+0,03 (0,61-0,79)

TOTAL 25  13,92+0,34 (10,79-18,95) 9,58+0,17 (7,61-11,39) 0,69+0,01 (0,57-0,79)

"Numero de esporocistos mensurados.
*Média; desvio padrdo; menor e maior medidas observadas.

Tabela 4. Morfometria em micrémetros de corpo de stieda e substieda contidos em
esporocistos de oocistos de Isospora isolados em fezes de ema, Rhea

AVE

CORPO DE SUBSTIEDA?

Comprimento

Largura

~NO O WNPE

1,18+0,08 (0,98-1,48)
1.27+0,06 (1,11-1,45)
1,17+0,08 (0,97-1,37)

1,20+0,09 (0,89-1,42)
1,19+0,09 (0,96-1,42)

2,11+0,18 (1,61-2,59)
2,16+0,13 (1,76-2,44)
2,04+0,13 (1,74-2,51)

2,10%0,16 (1,73-2,56)
2,12+0,22 (1,32-2,53)

TOTAL

americana.
oL CORPO DE STIEDA?
Comprimento Largura
5 0,74+0,10 (0,48-1,11) 1,37+0,11 (0,96-1,60)
5 0,80+0,08 (0,65-1,07) 1,37+0,12 (0,92-1,57)
5 0,81+0,08 (0,67-1,09) 1,23+0,08 (0,98-1,41)
5 0,81+0,06 (0,66-1,04) 1,31+0,10 (0,97-1,52)
5 0,78+0,07 (0,64-1,02) 1,24+0,11 (0,86-1,54)
25  0,79+0,03 (0,48-1,11) 1,31:+0,04 (0,86-1,60)

1,20+0,03 (0,89-1,48)

2,11+0,07 (1,32-2,59)

"Numero de corpo de stieda e subestieda mensurados.
*Média; desvio padrao; menor e maior medidas observadas.
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5.3 BIOLOGIA MOLECULAR

Das sete emas, seis amostras de fezes (85,7%) foram diagnosticadas como
positivas para Entamoeba utilizando-se a técnica da PCR (Figura 17). Nas sete

amostras de fezes examinadas pela nested PCR, ndo foram diagnosticadas

amostras positivas para Cryptosporidium e Giardia (Figuras 15 e 16).

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose (1%) com os produtos da nested PCR do
gene 18S rRNA de oocistos de Cryptosporidium. Marcador de peso
molecular (MM); controle positivo (+); controle (nested) negativo (N);
controle negativo (-) e amostras 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 negativas. A seta
indica a posigao relativa de um produto de PCR de aproximadamente 800

pb.
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Figura 16. Eletroforese em gel de agarose (1%) com os produtos da PCR do gene
18S rRNA de cistos de Giardia. Marcador de peso molecular (MM);
controle positivo (+); controle (nested) negativo (N); controle negativo (-)
e amostras 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 negativas. A seta indica a posicao relativa
de um produto de PCR de aproximadamente 300 pb.

Figura 17. Eletroforese em gel de agarose (1%) com os produtos da PCR do gene
18S rRNA de cistos de Entamoeba. Marcador de peso molecular (MM);
controle positivo (+); controle negativo (-) e amostras 1, 3, 4, 5, 6 e 7
positivas e amostra 2 negativa. A seta indica a posi¢ao relativa de um
produto de PCR de aproximadamente 550 pb.



73

6. DISCUSSAO

A diversidade de espécies de parasitas que infectam as ratitas foi evidenciada
apenas nos ultimos anos. No entanto, ha poucos dados sobre os parasitas que
infectam essas aves, e 0 que se encontra na literatura geralmente se refere as
avestruzes, Struthio camelus. Desta forma, observou-se nas fezes das emas a
presenca de diversos cistos e oocistos de protozoarios parasitas, aléem de ovos de
nematdides (Figuras 6 a 13). Devido, provavelmente as boas condi¢cdes de higiene
das instalagbes as aves encontravam-se com baixa carga de parasitas, no entanto
com uma diversidade de espécies presentes em suas fezes, isto pode ser explicado
pelo fato das emas terem o habito de se alimentar de quase tudo que esta a
disposicéo, devido ao seu paladar pouco desenvolvido e ao habito de engolir direto o
alimento (GIANNONI, 2004). Esta autora também cita como comum o0 habito desta
ave se alimentar de suas proprias fezes (coprofagia) e algumas vezes de fezes de
outros animais. Como a infec¢ao parasitaria nas ratitas, na maioria das vezes, se da
de forma direta, ou seja, no momento em que a ave ingere cistos, 00cistos, ovos e
larvas infectantes, estas larvas podem estar presentes em hospedeiro intermediério,
geralmente insetos, também ingeridos diretamente ou presentes em folhagens,
fezes ou qualquer outra matéria que as aves tenham contato possibilitando maior
risco de infec¢do por parasitas. Desta forma, o tipo de manejo e sistema de criacao
adotado influencia de maneira direta nos niveis de infestagéo por parasitas do trato
gastrointestinal (GIANNONI, 2004) o que pode explicar a baixa carga parasitaria
observada.

Alguns estudos jA mostraram que as ratitas sdo aves bastante vulneraveis a
diversos tipos de parasitoses, principalmente as gastrointestinais (OLIVEIRA et al.
2009), uma vez que outros 6érgaos ndo parecem albergar taxas significativas de
parasitas (PONCE GORDO et al.,, 2002; FOREYT, 2005). Estes autores também
relatam que mesmo quando em grande quantidade, a presenca de parasitas nestas
aves pode ndo ser acompanhada de sinais clinicos caracteristicos, o que torna ainda
mais interessante e importante a analise das amostras de fezes.

Nas fezes das sete emas foram encontradas formas cisticas de Entamoeba,
em todas as amostras examinadas. Martinez-Diaz et al. (2013) observaram em

amostras de fezes de pintos de ema, R. americana, em fazendas na Argentina,



74

formas cisticas mononucleadas e cisto com oito nucleos em emas adultas, Rhea
pennata, e caracterizou como E. bovis-like e E. coli-like, respectivamente. Assim
como os autores citados as formas encontradas nas sete emas eram na maioria
mononucleadas (Figura 6) e mais raramente verificou-se formas com até dois
ndcleos, no entanto, a identificacdo de espécies dos géneros Entamoeba ou até
espécies de outros géneros como lodamoeba e Endolimax ndo podem ser feita com
confiabilidade apenas pelos caracteres morfolégicos (RAVDIN, 1994; HAQUE et al.,
1997; VERWELJ et al., 2003). Das sete aves onde se verificou morfologicamente
formas cisticas mononucleadas (Figura 6), em seis foram confirmadas a presenca de
Entamoeba pela PCR (Figura 17), no entanto, a confirmacdo da espécie presente
nas fezes das emas sO podera ser feita através do sequenciamento dos produtos da
PCR. Varios protozoarios ja foram descritos em fezes de ratitas, Cryptosporidium
spp., oocistos compativeis com Isospora spp. e Eimeria spp., Balantidium struthionis,
Entamoeba spp., Endolimax sp., lodamoeba sp., Histomonas meleagridis,
Monocercomonas sp., Tetratrichomonas gallinarum, Trichomonas gallinae, Giardia
spp., Spironucleus meleagridis, Chilomastix gallinarum, Retortamonas sp.,
Pleuromonas jaculans, Euglenoidea e Blastocystis sp. (PONCE GORDO et al.,
2002). No entanto, em nenhum destes foi confirmado molecularmente a espécie
observada.

Cistos de Entamoeba com média e desvio-padrdo de 13,47+1,98 pm,
respectivamente, foram observados em avestruzes da Espanha (MARTINEZ-DIAZ et
al., 2000). Sotiraki et al. (2001) e Pennycott e Patterson (2001) também observaram
cistos de um nucleo com 10-15 pm de didmetro em avestruzes da Europa.
Posteriormente, Ponce Gordo et al. (2002) também observaram cistos uninucleados
em ratitas. O mesmo autor propds uma nova espécie, de 8 a 20 um de diametro, e
designou como E. struthionis (PONCE GORDO et al., 2004). Os cistos de
Entamoeba sp. encontrados nesse estudo tiveram valores médios mensurados de
41 um e 37,75 pm de didmetro maior e menor respectivamente (Tabela 1), estes
valores foram maiores que aqueles ja encontrados para o grupo de E. bovis
descritos pelos autores anteriormente citados, e isto pode ser considerada uma
caracteristica diferencial morfolégica peculiar, no entanto, confirmacdo necessita de
seqguenciamento do produto da PCR (Figura 17).

Do ponto de vista econbmico e sanitario, 0 grupo dos coccidios € 0 mais

importante entre os protozoarios. A maior prevaléncia de oocistos em fémeas pode
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ser explicada pela baixa do sistema imunoldgico durante o periodo de postura
ficando mais susceptiveis as doencas. Existem poucos relatos referentes a presenca
de Isospora e Eimeria em ratitas. H4 apenas uma espécie descrita nessas aves,
Isospora struthionis de um avestruz em um zooldgico russo (YAKIMOFF, 1940).
Outras espécimes foram designadas como Isospora sp. (JANSSON e
CHRISTENSSON, 2000; CHANG REISSIG et al., 2001) ou Eimeria sp. (SOTIRAKI
et al., 2001; CHANG REISSIG et al.,, 2001). A escassez de relatos sobre a
morfologia desses coccidios pode ser justificado pela demora no tempo de
esporulacéo dos oocistos isolados o que dificulta sua identificacao.

Formas semelhantes a oocistos de Eimeria foram observados (Figura 8) em
uma das aves, sem que fosse possivel sua mensuracdo. Oocistos de Eimeria
observados em emas, R. pennata, na Argentina possuiam valor médio de diametro
maior de 26 pum e valor médio de diametro menor de 23,7 um (CHANG REISSIG et
al., 2001), no entanto, estes pesquisadores nao relatam se 0s oocistos mensurados
estavam esporulados e nem descrevem morfologicamente o coccidio observado o
gue impossibilita uma comparacédo, uma vez que pode haver erro de diagndstico dos
oocistos quando estes néo estdo esporulados.

Ovos do tipo Strongylida encontrados nas fezes das emas (Figura 9) teve
didmetro maior médio (119,58 pm) um pouco menor que o0s descritos para
Deletrocephalus dimidiatus 150-160 um (VAZ, 1936; TAYLOR et al, 2000) e bem
menor que o diametro maior dos ovos parecidos com os do tipo Strongylida
encontrados em R. americana da Argentina 170 um (MARTINEZ-DIAZ, 2013), assim
como, os ovos descritos de Paradeletrocephalus minor 190-200 pum por Acomolli et
al. (2006), no entanto, foi observado que a média do diametro menor dos ovos 69,64
pum, foi semelhante ao diametro menor dos ovos de D. dimidiatus 70 um (VAZ, 1936;
TAYLOR et al, 2000), dos ovos parecidos com estrongilideos observados por
Martinez-Diaz (2013) em R. americana (65 um) e dos ovos de P. minor 60-70 pum
(ACOMOLLI et al, 2006). De acordo com esses dados, principalmente, pelo diametro
maior dos ovos do tipo Strongylida das emas (Tabela 1), pode-se inferir que estes
sdo de Deletrocephalus sp.. O nematoide intestinal mais frequente em R. americana
é D. dimidiatus (ZETTERMANN et al., 2005), que é considerado de importancia por
ser responsavel em, infeccbes elevadas, pelo aparecimento de uma sindrome de
anemia em emas devido ao habito deste nematdide se alimentar com sangue do
hospedeiro (CRAIG e DIAMOND, 1996). No entanto, a diferenciagdo de D.
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dimidiatus e D. cesarpintoi ndo pode ser feita apenas pelas diferencas morfolégicas
e morfométricas dos ovos.

Ovos de helmintos identificados como de Capillaria sp. (Figura 10) com valor
meédio de diametro maior de 30,63 um e valor médio de diametro menor de 16,83
um, foram observados nas fezes das emas. Em ratitas, a espécie Capillaria
parvumspinosa foi descrita em emas da Europa (YAMAGUTI, 1961). Ovos
identificados como Capillaria sp. foram encontrados em Rhea pennata por Chang
Reissig et al. (2001), por Uhart et al. (2006) em Rhea americana, por Jansson e
Christensson (2000) em amostras de emu (Dromaius novaehollandiae) e por Ponce
Gordo et al. (2002) em fezes de avestruz. No entanto, espécies do género Capillaria
nao podem ser identificadas pela morfologia do ovo (YABSLEY, 2008), portanto,
prefere-se identificar este ovo como pertencente a um nematdide da subfamilia
Capillariinae até que um diagnéstico com base na morfologia de larvas infectantes
deste parasita ou da analise molecular do mesmo seja feita.

Ovos de nematbide semelhantes aos ovos de Baylisascaris sp. foram
encontrados nas emas (Figura 11) e estes tinham em média 91,45 um de diametro
maior e 86,67 um de diametro menor (Tabela 1). Nematodides deste género ja foram
descritos em outras ratitas (KAZACOS et al., 1982; KAZACOS et al.,1991). Este foi
transmitido para avestruzes nos EUA por gambdas e guaxinins através de material
fecal em que os ovos permaneceram viaveis no solo durante anos e provocaram
lesGes no sistema nervoso central (COOPER, 2005), no entanto, até a presente
data, esses vermes nao foram descritos em emas e este é o primeiro relato de ovo
deste parasita em fezes de R. americana. Por este parasita ter potencial de
acometer o homem, se faz necessaria a realizacdo de mais estudos sobre este e a
adocdo de medidas de controle e erradicacdo (WILLIANS et al., 1997, KOHEK
JUNIOR, 1998) em emas criadas em cativeiro.

Ovos descritos por Ederli (2012) como ovos pequenos, com casca espessa e
lisa, contendo uma larva com um pequeno opérculo em ambos os lados, foram
observados nas fezes das aves investigadas. Esta pesquisadora observou estes
ovos dentro de fémeas de Sicarius uncinipenis que parasitavam a moela de uma
ema necropsiada. Além da semelhanca morfolégica as medidas médias de diametro
maior e menor (Tabela 1) foram bastante semelhantes aos ovos mensurados por
Ederli (2012), que tiveram dimensbes 44,56+3,17 (35,50-50,69) de diametro maior
por 25,58+1,92 (20,81-31,56) de diametro menor, confirmando assim o diagndstico
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da presenca de ovos de S. uncinipenis nas fezes das emas. Medidas semelhantes
também foram citadas por outros autores para ovos semelhantes aos de Sicarius sp.
(VAZ, 1936; FREITAS e LENT, 1947). Ovos nédo larvados e com as mesmas
medidas e forma foram encontrados nas fezes das emas e caracterizados como
semelhantes aos de Sicarius sp. (Figura 13) que provavelmente foram expelidos ndo
fecundados, visto que nesta espécie a formacao da larva ocorre ainda no interior do
Gtero do nematdide como descrito por Ederli (2012). Realca-se a hipotese de
eliminacdo de ovos inférteis com a baixa carga parasitaria observada nos exames
realizados que podem estar influenciando na capacidade de machos fertilizarem o
grande numero de ovos produzidos pelas fémeas como observado por Ederli (2012).

Oocistos de coccidios foram encontrados nas fezes de praticamente todas as
aves analisadas e todos 0s animais se mostravam aparentemente saudaveis, uma
vez que nenhuma doenca clinica ou patologia foi observada durante o periodo de
coleta. Desta forma, pode-se considerar que em infeccdes com a carga parasitaria
observada estes protozodrios ndo sdo patogénicos para emas, no entanto, a
patogenicidade de coccidios encontrados em emas adultas exigem investigacdes
experimentais para uma real avaliacdo dos possiveis danos causados a esta ave.
Geralmente coccidios mostram variagcdo na patogenicidade na maioria dos
hospedeiros (SOULSBY, 1986) e a ndo observacdo de sinais clinicos pode ser
devido ao fato de que foram obtidos baixos valores nas contagens dos oocistos,
visto que geralmente sinais clinicos sdo observados em contagens altas de oocistos
principalmente de estirpes patogénicas (SOULSBY, 1986). Outra hipGtese seria
atribuido ao carater ndo patogénico da espécie observada. Segundo Mushi et al.
(1998) avestruzes jovens tiveram uma maior propor¢cdo de infeccdo aparente e,
similarmente, a contagem de oocistos foi maior nos filhotes dessas aves sendo
observado sinais mais caracteristicos da doenca nesta faixa de idade. Concordando
com este autor as emas adultas deste experimento podem ter desenvolvido uma
resisténcia aos coccidios diagnosticados.

Os oocistos de Isospora encontrados nas fezes das emas do presente estudo
(Figura 13) ndo possuiam granulo polar, os esporocistos ovoides tinham corpo de
stieda achatado e corpo de substieda em formato pontiagudo, proeminente ou
ondulado e residuo formado por granulos dispersos de variados tamanhos. Os
esporozoitos possuiam um corpo refratii oblongo e um ndcleo. Ja oocistos

encontrados em avestruzes por Yakimoff (1940) e denominados Isospora struthionis,
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possuiam formato redondo com parede dupla e dois esporocistos, sem corpo
residual, porém, presenca de dois granulos polares. Esporocistos em forma de liméo
com quatro esporozoitos cuja estrutura era dificil de definir e presenca de corpo de
stieda pontiagudo. Devido as diferencas morfologicas dos oocistos podemos inferir
gue a espécie de Isospora da ema é diferente da observada em avestruzes e este é
o primeiro trabalho de descricdo morfologica de Isospora sp. em emas, R americana.

Através das medidas dos oocistos (Tabela 2) de Isospora sp. isolados em
fezes das emas, R. americana, principalmente pelo valor médio do indice
morfométrico foi confirmando a descricdo de oocistos como de esféricos a
subesféricos. Além da morfometria dos oocistos, foi realizado também a morfometria
dos esporocistos (Tabela 3), indicando o aspecto ovoide dos mesmos observando-
se o indice morfométrico. Embora aferidos as medidas para o corpo de stieda e
corpo de substieda (Tabela 4), estes valores servem somente para futuras andlises
morfolégicas e morfométricas comparativas de oocistos em ratitas uma vez que nao
ha dados na literatura a respeito destas medidas em oocistos nestas aves. A Unica
espécie de isospora descrita em ratitas, Isospora struthionis, foi isolada de
avestruzes e as medidas de diametro 30,6 um e de seus esporocistos 18 x 10,8 pum
foi relatado por Yakimoff (1940). Os valores médios de oocistos e esporocistos
encontrados nas emas sdo menores que o valor citado por Yakimoff (1940), porém,
oocistos menores e maiores foram observados o que caracteriza um dismorfismo,
principalmente, relacionado ao tamanho dos oocistos dessas aves. Em avestruzes
jovens de Botswana na Africa foram encontrados oocistos elipséides com média do
didmetro maior de 28 um e média do diametro menor de 22 um (MUSHI et al.,1998).
Estes autores também observaram oocistos esféricos a subesféricos com média do
diametro maior e menor de 21 x 21 um. Os oocistos das emas tiveram valores
médios de didmetros um pouco maiores que 0s oocistos esféricos/subesféricos
encontrados por Mushi et al. (1998). Oocistos observados em avestruzes, S.
camelus e emas, R. americana, da Europa possuiam tamanho de 12-15 um
(PONCE GORDO et al., 2002), ou seja bem menor do que os observados nas emas
do presente estudo e os observados nas avestruzes da Africa o quer pode
caracterizar que as Isospora dos avestruzes sdo espécies distintas dos das emas e
gue pode haver espécies diferentes infectando emas criadas na Europa e América
do Sul.
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N&do foram diagnosticadas amostras positivas para Cryptosporidium nas
amostras de fezes examinadas pela nested PCR (Figura 15). Existe na literatura
relatos da presenca de Cryptosporidium em fezes de emas e avestruzes (PONCE
GORDO et al., 2002; PENRITH e BURGER, 1993). Em avestruzes, Cryptosporidium
tem sido indicado como causa de prolapso de falo e cloaca (BEZUIDENHOUT et al.,
1993; PENRITH e BURGER, 1993; PENRITH et al, 1994), enterite
(HUCHZERMEYER, 1999) e necrose pancreatica (JARDINE e VERWOERD, 1997).
Embora tenha dado resultado negativo para Cryptosporidium tanto na microscopia
quanto na analise molecular, uma das emas do experimento teve prolapso cloacal
sugerindo que este parasita ndo esté relacionado ao prolapso de cloaca dessa ema.

Giardia foi encontrada por Ponce Gordo et al. (2002) em emas nascidas e
criadas na Europa. Nas emas do presente estudo ndo foram diagnosticadas
amostras positivas para Giardia nas amostras de fezes examinadas pela nested
PCR (Figura 16).
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7. CONCLUSOES

As emas, R. americana, do criatorio cientifico da UENF estavam parasitadas
de forma enzoodtica por espécies de nematdides dos géneros Capillaria,
Baylisascaris, Sicarius e outros da ordem Strongylida, além de coccidios dos

géneros Eimeria e Isospora;

Através da caracterizacdo morfolégica e morfométrica de oocistos
esporulados isolados de fezes de emas, R. americana, pode-se inferir que
estas aves sdo parasitadas por pelo menos uma espécie de Isospora ainda
nao descrita em emas e que a falta de descricAdo da morfologia desse
coccidio na literatura cientifica, provavelmente seja devido ao longo tempo

gue os oocistos levam para esporular;

Emas, R. americana, albergam em seus tratos gastrointestinais e eliminam
Entamoeba spp. nas fezes confirmado pela PCR, no entanto, a identificacao
da espécie presente nas fezes dessas aves, se faz necessario, através do
sequenciamento do fragmento de DNA amplificado, para se estabelecer a real

relacdo deste protozodrio e o seu potencial hospedeiro.
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