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RESUMO

ELIZEU, T.K.S. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro; Marco de
2022. Coccidios parasitas de canario da terra, Sicalis flaveola, de vida silvestre e
criados em cativeiro. Co-orientadora: Dra. Samira Salim Mello Gallo. Orientador: Prof.

Dr. Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira.

Canario-da-terra, Sicalis flaveola, uma ave passeriforme, esta presente na natureza
em praticamente todo territorio brasileiro, além de ser criada em cativeiro. Espécies
de Isospora e Cryptosporidium sao descritas parasitando essas aves cativas. Este
trabalho objetivou fazer um levantamento qualitativo e quantitativo das espécies de
coccidios parasitas de canarios-da-terra, S. flaveola, de cativeiro e vida livre e
descrever morfologicamente e morfometricamente as espécies encontradas. Para
tanto, foram realizadas coletas fecais, em cidades do Estado do Rio de Janeiro e
Minas Gerais, de 30 passaros de vida livre e 30 criados em cativeiro. Tais amostras
foram processadas e foi realizada a contagem de Oocistos por Grama de Fezes
(OoPG). As amostras positivas foram colocadas para esporular em uma solugcao de
dicromato de potassio 2,5%. Em sete aves cativas de uma loja que comercializa
passaros foi observado microscopicamente pequenos oocistos que, apos coloracao
pela técnica de Ziehl Neelsen, confirmou-se o diagndstico do género Cryptosporidium.
Através de nested PCR e sequenciamento, a espécie Cryptosporidium galli foi
encontrada em todas as amostras e, uma das aves, estava com infec¢cdo mista sendo,
também, detectada a espécie Cryptosporidium andersoni. Duas espécies ja
existentes, Isospora sicalisi e Isospora cetasiensis, foram identificadas tanto em
passaros de vida livre quanto de cativeiro. Nas aves de vida livre, alguns oocistos
dessas duas espécies de Isospora possuiam granulo polar, com prevaléncia de 2%
para ambas as espécies, caracteristica essa ainda néo relatada. Espécies novas
também foram encontradas nas fezes das aves de vida livre e nomeadas Isospora
bertoi e Eimeria flaveola, com prevaléncias de 7% e 37%, respectivamente. As aves
de vida livre e cativeiro apresentaram prevaléncia de 9% para |. sicalisi e 47% para |.
cetasiensis. A espécie |. cetasiensis apresentou maior prevaléncia tanto em aves de

cativeiro (68%) quanto de vida livre (39%).

Palavras-chave: Passeriformes, Isospora, Eimeria, Cryptosporidium, oocistos.



ABSTRACT

ELIZEU, T.K.S. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro; March
2022. Coccidia parasitic of saffron finches, Sicalis flaveola, from wild life and captive
bred. Co-advisor: Dr. Samira Salim Mello Gallo. Advisor: Prof. Dr. Francisco Carlos

Rodrigues de Oliveira.

Saffron finch, Sicalis flaveola, a passerine bird, is present in nature in practically all
Brazilian territory, in addition to being bred in captivity. Isospora and Cryptosporidium
species are described parasitizing these captive birds. This work aimed to carry out a
gualitative and quantitative survey of the species of coccidia parasites of saffron
finches, S. flaveola, in captivity and free-living, and to describe morphologically and
morphometrically the species found. For this purpose, fecal collections were carried
out from 30 free-living birds and 30 bred in captivity, in cities in the State of Rio de
Janeiro and Minas Gerais. Such samples were processed and the Oocyst count per
gram of feces (OoPG) was performed. Positive samples were placed to sporulate in a
2.5% potassium dichromate solution. In seven captive birds from a store that sells
birds, small oocysts were observed microscopically, which after staining using the Ziehl
Neelsen technique confirmed the diagnosis of the genus Cryptosporidium. Through
nested PCR and sequencing, the species Cryptosporidium galli was found in all
samples and one of the birds had a mixed infection and the species Cryptosporidium
andersoni was also detected. Two existing species, Isospora sicalisi and Isospora
cetasiensis, have been identified in both wild and captive birds. In free-ranging birds,
some oocysts of these two species of Isospora had polar granules, with a prevalence
of 2% for both species, a feature that has not yet been reported. New species were
also found in the feces of free-living birds named Isospora bertoi and Eimeria flaveola,
with prevalences of 7% and 37%, respectively. Free-living and captive birds showed a
prevalence of 9% for I. sicalisi and 47% for I. cetasiensis. The species |. cetasiensis

was more prevalent in both captive (68%) and free-living (39%) birds.

Keywords: Passeriformes, Isospora, Eimeria, Cryptosporidium, oocysts.
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Figura 2. Andlise filogenética de Cryptosporidium spp. usando método estatistico
Neighbor-Joining modelo Kimura-2 parametros baseado nas sequencias isoladas do
gene 18S rRNA de Cryptosporidium desse experimento e outras espécies de

(@13 00157 0 o] 4o |0 o o R PPPPPTS PP PPPPPPPPPPPPPRP 126



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Oocistos por grama Fezes (OOPG) de canarios-da-terra, Sicalis flaveola,

de cativeiro em relagéo ao dimorfiSmo SexXual..............euueeiiiiiiiiiiiiiiee e 48

Tabela 2. Oocistos por grama de fezes (OOPG) de canarios-da-terra Sicalis flaveola

de vida livre em relagdo ao dimorfiSmo SexXual...........cccvviiiiiiiiiiiiiiiiie e 50

Tabela 3. Oocistos por grama de fezes (OOPG) de machos e fémeas de canario-da-

terra, SICAlS flAVEOIA. .. ... oo e 51

Tabela 4. Frequéncia de oocistos por grama de fezes (OOPG) em relacéo a origem

de canario-da-terra, Sicalis flaveola.

Tabela 5. Frequéncia de oocisto encontrados em canarios-da-terra Sicalis flaveola

AE CALIVEITO € VIHA VIO ..o e e e e e 54

Tabela 6. Morfometria em micrédmitros de oocistos esporulados de espécies de

Isospora isolados em fezes de candrio-da-terra Sicalis flaveola de cativeiro.

Tabela 7. Morfometria em micrdmitros de oocistos esporulados de espécies de

Isospora isolados em fezes de canario-da-terra Sicalis flaveola de vida livre

Tabela 8. Morfometria em micrémetros de oocistos esporulados de Eimeria flaveola n

sp. isoladas em fezez de canario-da-terra Sicalis flaveola de vida livre.

ANEXO |

Tabela 1. Morfologia e morfometria de espécie do género Isospora encontradas em

canarios-da-terra, Sicalis flaVeOla. ......covvee e 102
ANEXO Il

Tabela 1. Morfologia e morfometria comparativa de Eimeria spp. relatadas de aves

passeriformes do NOVO MUNO. .........uuuuiiiiiiiiei i e 115

Tabela 2. Morfologia e morfometria comparativa de Eimeria spp. relatadas de aves
passeriformes do VEelNO MUNAO..........oooiiiiiiiiie e 116


file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450743
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450744
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450744
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450745
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450745
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450746
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450746
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450747
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450747
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450747
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450748
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450748
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450749
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450749
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450749
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450750
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450750
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450750
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450751
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450751
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450751
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450752
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450753
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450753
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450754
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450755
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450755
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450756
file:///C:/Users/Acer/Videos/LISTA%20DE%20TABELA.docx%23_Toc94450756

LISTA DE QUADRO

Quadro 1. Dados comparativos da morfologia e morfometria de espécie de Isospora
observadas em fezes de canario-da-terra, Sicalis flaveola (Linnaeus, 1766), segundo
(@701 | oo I =) = | I 0240 5 ) TP PPPUPUPPRUPR 31



SUMARIO

1. INTRODUGAO. .....cooioteeeteeee ettt ettt ee ettt en s senns 15
2. OBUIETIVOS. ..ottt et e e e e et e e e e e ea bt e e e e e annbe sae e e nnreeeens 16
2.1 GERAL . ... s e e e e e e e aeaaeeans 16
2.2. ESPECIFICOS. ...ttt ettt ettt et e nene e 16
G T L0 S N | [0 I 17
4. REVISAO DE LITERATURA ... .ccoot ittt ee ettt en et enens 18
4.1. CANARIO-DA-TERRA (Sicalis flaveola, Linnaeus, 1766)............ccceeveverevernenns 18
o O I O = 117 ) o= Tot= T I O 1= 4 o= U 18
4.1.2. Comercializagao € CONSEIVAGEAOD .........coiiuuiiiiiiiiiieeeiie et ee e e e s 18
S T |V [0 Y o ] Lo T | > VPRSPPI 19
g = =T 0 T o Yo LU o> o T PP 20
o TR AN F 1 4= g = U= T 1S 21
4.1.6. DISTITDUIGED ....ci ittt e e ettt e e e e e e e e e e e ea e e 22
4.2. AVES SILVESTRE EM CATIVEIRO.......cutiiiiiiiiiiiee ettt e 23
4.3. COCCIDIOSE EM AVES..... .ottt e ae s 24
4.3.1. SINAIS CHNICOS . .uttiiiiiiiiiiiiii e e e 25
4.3.2. EPIAEMIOIOQIA. ..ciiiiiiiiieiiie ettt e 25
4.3.3. PrevenGao € profilaXia........cccocuuiiieeiiiiiiiieieeeeee e 26
4.4. COCCIDEOS DE PASSERIFORMES........ccoiiiitiiiie ettt 27
4.4.1. Coccidiose em PasSSErifOrMEeS.......iiiiiiii it ee e 27
4.5. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO......coiiiiieieiieieeirieiee st s, 29
S Y0 L] 0T =] o] o TP P TP PSPPI .30
4.6.1. POSIGEAO tAXONMOMICA. .. .uuutttriieeiiiitiieeeeeee e et e a e b e e e et e e e e e eeeaeeaeaeeeas 30
4.6.2. Aspectos Morfol0giCOS € ESPECIES......cccceeiiiiiiiiiieiccie e, 30
T TR @ o Vo TN = 7 o] o 1o T o o TS 32
O T =T = TR o] o PSPPSR 32
4.7.1. POSIGEO tAXONMOMICA. ..uuuuutttiiieitiieeieeeeeee e ettt e e e e ee e e e e e e e e s s e snb s e eeeeeneens 33
4.7.2. Aspectos Morfol0giCOS € ESPECIES......cccceieeiiiiiiiiiiieeeee e e, 33
o T @ o T TN ] o] [0 Yo | o o 1S 34
v @1 Y/ o1 (01 oo o 10T 1] o S PPRPPR 34
4.8.1. POSIGEO taXONMOMICA. . uuuuttuiiiiriiiitiieeeeeeeeea et e e e e e e e e e e s s aa s e e reaaeaaaeeaeas 35

4.8.2. CryptoSPOridium SPP €M GVES......uuuuiiiiiiiiiieieaaaearaaeaaiibebesreeeeeeeee sanareeeseeeaes 35


file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398521
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398522
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398523
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398524
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398525
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398526
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398527
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398528
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398529
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398530
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398531
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398532
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398533
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398534
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398535
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398536
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398537
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398538
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398539
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398540
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398542
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398543
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398544
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398545
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398546
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398547
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398548
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398549
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398550
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398551
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398552
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398553

4.8.3. Morfologia de CryptoOSPOIdiUM ... .....uueiiiieiiieieeeeeeee et e e 36

I B @ o Fo TN o] o [0 Yo | o o J 37
4.8.5. DiagnOstico parasitolOgiCO......cceceiieiii e 37
4.8.6. Manifestag0es ClINICAS .. .uuuiu ittt e 38
5. MATERIAL E METODOS..... oottt ettt e 40
5.1 AMOSTRAGEM....coiiiiitee ettt e e e s s s ee e e s e as eeeeeeanenes 40
5.2, COLETA FECAL. ..ottt ettt e ettt e e e e et be e e e e e s eaeeeenneenes 40
5.2.1. Passaros criad0s €mM CatiVEITO.......ccceeeeiiiiie e 40
5.2.2. PASSAroSs de Vida lIVI€....ccuiiiiiie et e 41
5.3. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS. ...ooii ittt s 41
5.3.1. Contagem de Oocistos por Grama de Fezes (O0PG).......ccccccviveieeiivinnennn. 41
LR T2 == o o ] A1 ] P> Vo> Lo 1 42
5.3.3. Morfologia e Morfometria doS OOCISTOS....uuuiiiiiiiiiieieeeeeeieeeeeeeeeee e 43
5.3.4. Contagem Qualitativa d0S OO0CISTOS....cccoveiiiiiiiiii e 43
5.3.5. ANAIISE MOIECUIAT .....uiiiiiiiiiie e e e 44
5.3.5.1. EXIraGao dO DINA.......ooiiiiiiie ettt e 44
5.3.5.2. Reagdo em Cadeia da POlIMErase...........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 45
5.3.5.3. Eletroforese em gel de agaroSe...........ooouuiiiiieiiiiiiiiiie e 45
5.4. ANALISE ESTATISTICA ...ttt ettt e 46
6. RESULTADOS. ...ttt ettt e et ee e e e e et ee e e e e asne e e e e e anne seeeennns 47
6.1. OOCISTOS POR GRAMA DE FEZES........co o 48
O N N VSR o [ o= AV = o 48
6.1.3. AVES 0 VIdA LIVIC..eieeiiiiiiiiiieeeee st e 48
6.1.4. Diferenca relacionada @0 SEXO0........uuuuuiiiieiiiiiieeeeeieeeeeieeierier e e e eaeeaeaeeeeeeans 48
6.1.5. Diferenca em relacao a origem das aVvesS.........ccceeevvviiiiiveeiieiii e e e e e eeeaeans 51
6.2. FREQUENCIA.......ootieieeiteeeeeeee et et s ettt ettt e ettt e see st e e eaeete e 51
6.2.1. ISOSPOIA SICAIIST..cciiiiiiiiitiiet ettt e 52
6.2.2. ISOSPOIaA CELASIENSIS . .iiii i i e i e e e e e e e e ee e e eaaaaeeeeaaans 52
6.2.3. Isospora bertoi (DesCricdo N0 @NeX0 1)....cccceiiieeeiiiiiiiiiieeeee e ee e, 52
6.2.4. Eimeria flaveola (Descric80 N0 anexo )........coovvvviviiiviiiiiiiiiiiiiie s eeeeeeeeeinnns 52
6.2.5. Cryptosporidium spp. (Descrigdo no anexo HI)......c.ccooooiiiiiiiiiiiiiiiiciieeneee, 52
6.3. MORFOMETRIA. ...ttt e et e e e e et a e e e e saae e e e e ennenes 55
6.3.1. Sicalis flaveola de CatiVEITO.......cccuuiiiiiiiiiiiiiiie e e 55

6.3.2. Sicalis flaveola de Vida V. ... ... e e 55


file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398554
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398555
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398556
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398557
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398558
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398559
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398560
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398561
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398562
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398563
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398564
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398565
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398566
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398567
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398568
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398569
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398570
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398571
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398572
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398573
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398574
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398575
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398576
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398577
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398578
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398579
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398580
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398581
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398582
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398583
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398584
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398585
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398586

6.3.3. Frequéncia na distribuicdo de oocistos esporulados de Isospora sicalisi

6.3.5. Frequéncia na distribuicdo de oocistos esporulados de Isospora
(o12] = LT =T 1] 1 RS TPPRRRP 60
6.3.6. Distribuicdo das dimensbes dos oocistos esporulados de Isospora
Lo ] 1= 0 S P PUPRUPRTRR 60
6.3.7. Frequéncia na distribuicdo de oocistos esporulados de Isospora sp.

.................................................................................................................................... 62
6.3.8. Distribuicdo das dimensdes dos oocistos esporulados de Isospora ibertoi
.................................................................................................................................... 64
6.3.9. Frequéncia na distribuicdo de oocistos esporulados de Eimeria flaveola n.
S 0 PSP 64
6.3.10. Distribuicdo das dimensdes dos oocistos esporulados de Eimeria
L2 \VZ=To ] = 4 TR o PP U PP UPPRPPPPPPRR 66
6.4 MORFOLOGIA. ...t e e e e e e e et e e e e e et rr e e e e e eeeeennnes 66
7. DISCUSSAD. ..ottt sttt ettt es e e s 79
8. CONCLUSAOD. ...ttt ettt nes e 75
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....coociieeeeeeeeeeeeeee et en e 76
F AN N = 2 PR 94
N N = I PN 107
N N = I 1 PPN 120

ANEXO TV e e 136


file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398587
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398587
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398588
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398588
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398589
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398589
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398590
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398590
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398591
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398591
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398592
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398592
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398593
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398593
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398594
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398594
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398595
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398596
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398597
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398598
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398599
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398600
file:///C:/Users/Acer/Videos/SUMÁRIO%20da%20dissertação.docx%23_Toc94398601

15

1. INTRODUCAO

Sicalis flaveola, popularmente conhecido como canario-da-terra, possui um
lindo canto melodioso, passaro que representa um simbolo brasileiro historico,
retratando a forca dos sertanejos, visto como amigo e resistente. Sdo passaros
granivoros, que ocasionalmente se alimentam de insetos, vivem em pastagens e estédo
distribuidos em quase todo territorio brasileiro.

Atualmente, existem criatorios que comercializam esses passaros, visto que
séo procurados para competir em torneios de canto. Além disso a criagdo em cativeiro
se torna viavel, pois a criacdo comercial € uma forma de preservar a espécie, desde
gue o criatdrio possua regularizacéo e requisitos de bom manejo, pois tal como todos
0s passeriformes, estes podem ser acometidos de diversos tipos de doencas, sejam
infecciosas ou parasitérias.

Dentre os varios problemas sanitarios que afetam aves silvestres, as
enfermidades parasitarias, estdo entre as mais frequentes. Elas podem causar desde
infecgbes subclinicas até o oObito, interferindo inclusive no comportamento e
desenvolvimento reprodutivo das aves. Em cativeiro, as consequéncias de uma
nutricdo inadequada e o estresse podem aumentar o aparecimento de infeccdes
infectocontagiosas e parasitarias, agravadas por infec¢cdes secundarias de agentes
oportunistas. Doenca parasitaria como a coccidiose é uma enfermidade mundialmente
distribuida tanto em aves de vida livre como as criadas em cativeiro. Esta € causada
por protozodarios do género Eimeria e Isospora, que afetam substancialmente a
mucosa intestinal principalmente de Passeriformes, Psittaciformes e Piciformes. Além
destes, o Cryptosporidium também pode infectar aves, levando a imunussupressao
devido a atrofia da bursa de Fabricius e a perda de microambiente causada pela
destruicdo do epitélio bursal. A criptosporidiose é uma infermidade que tem relevante
importancia por ser considerada como zoonose.

Portanto, as coccidioses devem ser diagnosticas, para evitar prejuizos para
plantis e, também, para a fauna, visto que ha poucos estudos relacionados a doencas
parasitarias em Sicalis flaveola. Coccidios como Isospora spp. e Eimeira spp.,
possuem especificidade pelo seu hospedeiro, porém Cryptosporidium spp. pode ser
transmitido a outras espécies, inclusive ao homem, logo estudos devem ser realizados

periodicamente para diagnésticos desses protozoarios.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Identificar morfolégicamente e morfometricamente as espécies de coccideos
parasitas de canarios-da-terra, S. flaveola, de vida livre e mantidos em cativeiros de
criatorios e lojas de agropecuarias que comercializam essa espécie nas cidades de
Campos dos Goytacazes e Itaocara no Rio de Janeiro, bem como nas cidades de

Cachoeira Alegre, Eugendpolis e Muriaé em Minas Gerais.

2.2. ESPECIFICOS

e Identificar qualitativamente e quantitativamente a presencga de Isospora spp.
em fezes de canarios-da-terra, S. flaveola, de vida livre que vivem em regifes
urbanas e rurais, além das aves dessa espécie que sao mantidas em criatérios

comerciais e lojas especializadas em venda de passaros;

¢ |dentificar qualitativamente e quantitativamente a presenca de Eimeria spp. em
fezes de canérios-da-terra, S. flaveola, de vida livre que vivem em regides
urbanas e rurais, além das aves dessa espécie que sao mantidas em criatérios

comerciais e lojas especializadas em venda de passaros;

¢ |dentificar morfolégicamente e molecularmente a presenca de Cryptosporidium
spp. em fezes de canarios-da-terra, S. flaveola, de vida livre que vivem em
regides urbanas e rurais, além das aves dessa espécie que sao mantidas em

criatérios comerciais e lojas especializadas em venda de passaros;

e Comparar estatisticamente a eliminacdo quantitativa, qualitativa de Isospora
spp. e Eimeria spp. em fezes de canarios-da-terra, S. flaveola, de vida livre e
cativeiros, que vivem em regides urbanas e rurais e criatorios comerciais e lojas

especializadas na venda dessa espécie de ave.
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3. JUSTIFICATIVA

Coccideos sdo grandes causadores de perdas econdmicas, devido a baixa
produtividade dos plantéis acometidos. Esta infermidade esta presentes de forma
enzodtica em criacdes de canério-da-terra, S. flaveola, com surtos epizooticos
relacionados a densidade populacional, fazes do ciclo de criacdo, além de fatores
climaticos. O parasita pode estar presente de forma enzodtica em passaros de vida
livre e € provavel que estas aves alberguem espécies de coccideos ainda néo
descritas e que a infecgdo possa gerar novas cepas devido a grande circulagdo nas
diversas subespécies dessas aves que vivem em simpatrias umas com as outras.
Essas cepas podem desencadear surtos epizo6ticos nos passaros confinados de
criatorios ou comercializados.

Existem, ainda, poucos estudos sobre o diagndstico de coccidiose em
canario-da-terra, tanto de vida livre quanto os de cativeiro que sdo comercializados, e
nenhum estudo comparativo da ocorréncia destas parasitoses ou o comportamento
do parasita, incluindo dados morfolégicos, epidemiologicos e patolégicos em animais
confinados ou livres em seu habitat natural, inclusive associando ao impacto da
doenca e a ecologia dessas aves. Dessa forma, o conhecimento das espécies de
coccideos que circulam entres 0os passaros e a presenca quantitativa de oocistos em
fezes de passaros cativos e de vida livre sdo importantes para um controle eficaz da

coccidiose em criatérios comerciais dessa espécie passeriforme.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. CANARIO-DA-TERRA (Sicalis flaveola, LINNAEUS, 1766)

Os canarios-da-terra, S. flaveola, sdo péassaros pertencentes a ordem
Passeriforme, subordem Oscine , caracterizados por aves com dimensdes diminutas
e siringe mais complexa e desenvolvida, concedendo-lhes maior capacidade e
habilidade canora (SILVEIRA e MENDEZ, 1999).

4.1.1. Classificagéo Cientifica
Seu nome cientifico significa: do (grego) sikalis, sukallis ou sukalis = pequeno;

(Latim) flaveola, flaveolus diminutivo de flavus = amarelo ou amarelinho (WIKIAVES,

2022) e a classificacdo zooldgica esta esquematizada na figura 1.

IMPERIO - Eucariota ( Whittaker e Margulis, 1978
REINO - Animalia ( Linnaeus, 1758)

FILO - Chordata ( Bateson, 1885)

CLASSE - Aves ( Linnaeus, 1758)

ORDEM - Passeriformes (Linnaeus, 1758)
Subordem - Oscine (Silveira e Méndez, 1999)
FAMILIA - Emberizidae ( Howard e Moore, 1994)
Subfamilia - Emberizidae ( Howard e Moore, 1994)
GENERO - Sicalis ( Linnaeus, 1766)

ESPECIE - Sicalis flaveola (Linnaeus, 1766)
Subespécie -

Sicalis flaveola brasiiensis (Gmelin, 1789)

Sicalis flaveola pelzelni (Sclater, 1872)

Sicalis flaveola flaveola (Linnaeus, 1766)

Sicalis flaveola valida (Bangs e Penard, 1921)

Sicalis flaveola Koenigi (Hoy, 1978)

Figura 1. Classificacdo zooldgica do canario-da-terra, Sicalis flaveola (Linnaeus,
1766). Fonte: MACHADO, L. O. M, 2009.

4.1.2. Comercializacao e Conservagéao
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O canério-da-terra, S. flaveola, sempre foi de grande interesse para a
populacdo devido as suas cores fortes e repertorio vocal e por consequéncia foi
capturado ilegalmente, além de comercializados no Brasil (STOTZ et al.,1996., SICK
1997). Assim a espécie € encontrada, comumente aprisionada, como ave de cativeiro
(WIKIAVES, 2022). Segundo Destro et al. (2012), esta entre as trés espécies mais
apreendidas, de acordo com o Sistema de Cadastramento, Arrecadacdo e
Fiscalizagdo (Sicaf) gerenciado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e de acordo com a Lista Vermelha da Uniédo
Internacional para a Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN) a
espécie encontra-se como pouco ameacada (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2018),
provavelmente gracas a acdo das autoridades e da conscientizacdo da populacéo,
visto que, os registros do canario-da-terra-verdadeiro vém se tornando mais
frequentes nos ultimos anos (WIKEAVES, 2022).

Passaros desta espécie tém comportamento territorialista muito evidente,
tanto os machos como as fémeas defendem seu territorio utilizando o combate fisico.
Esta caracteristica propiciou possivelmente o surgimento da criacdo destes passaros
para competicdo e o surgimento de rinhas (COBRAP, 2008).

Provavelmente é uma das espécies brasileiras que mais se reproduz em
cativeiro, 0 que atesta a popularidade e o potencial desta espécie para fins de criacéo
comercial, dentro dos moldes legalmente estabelecidos pelo IBAMA (SILVEIRA e
MENDEZ, 1999).

Os canérios-da-terra sdo muito comuns em torneios de canto realizados entre
criadores em todo o Brasil. Segundo a Federacao Ornitolégicado Brasil (FOB), existem
4.500 criadores associados, que realizam, ha 63 anos um campeonato nacional anual,
atualmente em sede prépria na cidade de Itatiba-SP, onde alberga aproximadamente
20.000 canarios provenientes de todas as regides do pais. No mesmo evento, ha uma
secao reservada para vendas, na qual sdo alojados 20.000 passaros ornamentais,

além daqueles que participam do campeonato (NARDI, 2015).

4.1.3. Morfologia

Os canarios-da-terra, S. flaveola, possuem entre 11-15 cm com marcado

dimorfismo sexual. Os machos apresentam o alto da cabeca alaranjado brilhante,
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ultrapassando a regido da Orbita, dorso oliva, com poucas estrias. Possuem ventre
amarelo e brilhante, as asas e caudas marrom-escuras com as bordas das penas
amarela (RIDGELY e TUDOR 1989).

As fémeas e jovens, possuem finas estrias na cabeca e no dorso, crisso
amarelado, além de um distinto colar amarelo estriado no peito, dividindo a garganta
e 0 ventre, que sdo esbranquicados. Ja as fémeas mais velhas tendem a ter o peito e
0 ventre mais amarelados, podendo lembrar a plumagem de machos (SILVEIRA e
MENDEZ, 1999). A iris &€ negra e o bico tem a parte superior na cor cinza e a inferior
€ amarelada. Com quatro a seis meses de idade, os filhotes machos ja estédo
cantando, e levam cerca de 18 meses para adquirir a plumagem de adulto (WIKIAVES,
2022).

br.pinterest.com

Figura 2. Dimorfismo sexual do canario-da-terra, Sicalis flaveola, adultos. Fonte:

Pinterest.com.br

4.1.4. Reproducgao

Segundo Bushinelli (1971), as primeiras contribuicbes sobre a biologia
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reprodutiva das espécies vém do Brasil, de cinco ninhos em cativeiro com 0s quais
foram determinadas a estacéo reprodutiva e o tamanho da postura. Este autor cita
ainda que no Brasil, a época de reproducdo e acasalamento tem variacdes de datas
e periodos, conforme a regido. No entanto, o auge da reprodugdo, ocorre nos meses
de dezembro até marco.

Na natureza, o ciclo reprodutivo temrelacdo com as estacdes do ano. As aves
dependem, para enfrentarem este ciclo, de um fator primordial:o alimento, que é
fornecido aos ninhegos. Na maioria das vezes, o alimento est4 na dependéncia do
regime pluvial. Assim, na primavera e no verao, com o aumento das chuvas e do calor,
aumenta também a quantidade de insetos, de sementes, de vegetais e de frutas. Por
isso, neste periodo, ocorre a reproducao destes passaros (COBRAP, 2008).

Seus ninhos séo feitos e cobertos na forma de uma cestinha, em lugares que
variam desde cranios de animais mortos “caveira de boi” penduradas em mourdes,
até bambus perfurados. Frequentemente utiliza ninhos abandonados de outros
passaros, sobretudo do Jodo-de-barro, Furnarius rufus. Pode fazer ninhos em forma
de cesta em plantas epifitas (orquideas e bromélias), em buracos de telhas e outros
locais que oferecam protecdo. A fémea pde em média quatro ovos, que sdo chocados
por 14 ou 15 dias, podendo chocar até trés vezes no mesmo local (WIKIAVES, 2022).

A reproducao realizada em criatorios utiliza varios métodos, porém o mais
utilizado é o método tradicional (como ocorre na natureza) denominado monogamico,
com macho junto com a fémea, isto é, um casal por gaiola de criacdo. Os reprodutores
sao soltos juntos, ou, 0 macho é solto primeiro, pois seocorrer o inverso, a fémea pode
tornar-se agressiva e rejeitar o macho. Nestes casos, durante a briga, podem ocorrer
lesbes ou até a morte de um dos reprodutores. O casal pode criar de duas a quatro
ninhadas, em cada periodo anual de reproducéo e apds deve ser retirado 0s ninhos
(caixinhas adicionadas pelo criador), para que 0s passaros possam se recompor
(COBRAP,2008).

4.1.5. Alimentacéao

Se alimentam em grupos, onde a maioria dos membros S&o juvenis
(MARCONDES-MACHADO, 1988). O formato do bico € eficiente em esmagar e
seccionar as sementes, sendo, portanto, considerado predador e ndo dispersor de

sementes. Costuma frequentar comedouros com sementes e quirera de milho, alé,


http://www.wikiaves.com/ninhos
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0123-30682017000200101&lang=pt&B18
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de alimentarem de insetos, restos de racdo de animais domeésticos, quando ha
proximidade com estes (MACHADO, 1988).

Ja a alimentacdo dos canarios-da-terra nativos de cativeiro, a base da
alimentacdo é constituida por uma mistura contendo alpiste, Phalaris canariensis,
paingos, Panicum miliaceum, e variedades, senha, Echinochloa crus-galli, além de
niger, Guizotia abyssinica, sendo o primeiro em maior quantidade (50% a 60%), ou
entdo, por racdo extrusada, fabricada sob medida para atender as necessidades
nutricionais dos passaros. Uma fonte de célcio é fornecida o ano todo, principalmente
para as fémeas, que utilizam grandes quantidades deste mineral na composi¢céo da
casca dos ovos. A farinha de ostra e 0 “osso de siba”,sé@o as melhores alternativas para
o fornecimento de calcio, além disso a administracdo de polivitaminicos e um
complexo de aminoacidos na agua algumas vezes por semana € necessario, por
exemplo, em época da muda, quando ha filhotes no ninho ou recém-separados
(COBRAP, 2008).

4.1.6. Distribuicao

Sao passaros (Figura 3) de formacdes abertas, forrageiam no solo ou proximo
a ele (SICK, 1997), e sua distribuicdo estende-se desde a América Central a América
do Sul, com introdugéo no Havai, Panama, Porto Rico e Jamaica (RIDGELY e TUDOR
1989). Na América do Sul (Figura 3A), sdo reconhecidas cinco subespécies: Sicalis
flaveola pelzeni (Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai, Uruguai e Chile); Sicalis flaveola
brasiliensis (Brasil); Sicalis flaveola flaveola (Colémbia e Venezuela); Sicalis flaveola
valida (Equador e Peru) e Sicalis flaveola koenigi (Argentina) (RISING et al., 2011).
No Brasil (Figura 3 B), os canarios-da-terra estdo presentes em quase todos o0s
estados brasileiros (WIKEAVES, 2022).


http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0123-30682017000200101&lang=pt&B34
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Distribuicao na América do sul

del Hoyo et al., 2014 br.pinterest.com

TAXA Distribuicado
Sicalis flaveola

Nordeste do Brasil (Maranhdo, Minas Gerais e Sdo Paulo)
Leste da Bolivia para o Paraguai, sudeste do Brasil, Uruguai e norte da Argentina
Sicalis flaveola flaveola Parte tropical da Colémbia para Venezuela e Guianas, Trinidad

Sicalis flaveola koenigi Noroeste da Argentina

Sicalis flaveola valida Planicies do Equador para noroeste do Peru (Ancash)

Figura 3. Distribuicdo do canério-da-terra, Sicalis flaveola (Linnaeus, 1766) na

América do Sul (A) e Brasil (B).Em destaque (vermelho) as subespécies de ocorréncia
no Brasil. Fonte: (DEL HOYO et al., 2014).

4.2. AVES SILVESTRE EM CATIVEIRO

Aves em cativeiro possuem maior suscetibilidade a doencas virais,
bacterianas, micéticas e parasitarias, porém a mais representativa e considerada uma
grande causadora de mortalidade por enterite em muitas espécies de aves é a
coccidiose. Esta doenca é causada por protozoérios da familia Eimeriidae, onde estao
incluidos os géneros Eimeria e Isospora (FREITAS et al., 2003; SCHRENZEL et al.,
2005; SAKS et al., 2006).

Muitos desses casos estdo relacionados a superlotacdo nos cativeiros,
gerando um estresse de confinamento, e toda essa carga parasitaria leva a um
desgaste do animal, resultando em disfuncdo de 6rgaos internos, desidratacdo e
perda de energia. Fatores inerentes ao confinamento aumentam a possibilidade de
disseminagcdo e manutencdo de inUmeros patégenos. Normalmente as instalacfes
possuem pouca ventilacdo, protecdo a agdo de chuvas e raios solares, acumulo de
materiais organicos, entre outros (MARINHO et al., 2010).

Os casos detectados em cativeiro sdo importantes para se avaliar a

intensidade da coccidiose e 0 impacto que pode ser gerado em popula¢des naturais,
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pois estes parasitas intestinais estao associados a ecologia das aves (DOLNIK, 2006),
influenciando na biodiversidade de populacdes naturais, uma vez que, 0S parasitos
causam impactos tanto na sobrevivéncia como na reproducdo de seus hospedeiros
(MARTINEZ-PADILLA e MILLAN, 2007).

4.3. COCCIDIOSE EM AVES

Os coccidios de maior importancia veterinaria incluem os géneros
Cryptosporidium, Eimeria, Isospora, Sarcocystis e Toxoplasma, podendo causar
grandes perdas econbmicas, principalmente na criacdo de aves (SHIRLEY,1992).
A coccidiose custa a industria avicola 3,5 bilhdes de dolar em perdas anuais em todo
o mundo (AVISITE, 2021).

A patogenicidade da infeccdo depende da espécie do coccideo envolvido na
infeccdo e do numero de oocistos infectantes ingeridos (LIMA, 2004), do grau de
viruléncia das cepas envolvidas e suscetibilidade do hospedeiro (KAWAZOE,
2000), do numero de células hospedeiras destruidas e localizacdo do parasita no
hospedeiro (FITZGERALD, 1980). Esses fatores podem diferir em importéncia de
acordo com a idade e a espécie do hospedeiro acometido (SHIRLEY, 1992).

A manifestacdo clinica é caracterizada por mortalidade, morbidade, diarreia
sanguinolenta ou nao, e alteracdo no desempenho das aves. A doenca pode também
se apresentar na forma subclinica com as alterac6es ainda ndo conhecidas nessa
forma de infec¢do. Sabe-se que nesse caso, havera reducédo no ganho de peso e na
conversdo alimentar, porém sem o0s sinais evidentes da doenca no hospedeiro
(WILLIAMS, 2002).

Alteracao no pH do conteldo intestinal € uma caracteristica observada na fase
aguda da infeccao por Eimeria spp., e este tem influéncia direta sobre a digestao e
absorcdo dos nutrientes (COLNAGO, 1999). Essa alteracdo pode ser devido a
modificacdo no equilibrio de microorganismos intestinais de aves infectadas com este
coccideo (LUQUETTI et al., 2006).

Todos os coccideos do filo Apicomplexa que possuem estagios de invasao,
contendo esporozoitos, merozoitos, taquizoitos e cistozoitos apresentam polos
apicais extremamente especializados, com organelas que permitem que o parasita
entre nas células dos hospedeiros (SHIRLEY, 1992). Nestes, a forma esporulada dos

oocistos € utilizada para fazer a diferenciacdo de certos géneros através de sua
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estrutura (BROWN et al., 2010).

4.3.1. Sinais clinicos

Os sinais clinicos dependerdo do dano causado nas células intestinais pelas
formas endbgenas parasita e o dano tecidual que resultara na interrupcdo da
alimentacdo, ma absorcao de nutrientes, comprometimento do processo digestivo,
além de aumentar a suscetibilidade a outros agentes oportunistas (PEREIRA, et al.
2013). O animal infectado pode ser assintomatico ou sintomatico. Os sinais clinicos
variam conforme as espécies de coccidios envolvidos na infec¢do, algumas espécies
patogénicas causam diarréia que varia de mucoide a sanguinolenta, desidratacéao,
penas arrepiadas, anemia, despigmentacao da pele e prostracédo, dentre outros sinais
clinicos (ALLEN e FETTERER, 2002).

A infec¢do parasitaria pode interferir no comportamento e no desenvolvimento
reprodutivo das aves, em virtude de uma nutricdo inadequada e estresse, além de

propiciar o aparecimento de infeccdes secundarias (FREITAS et al., 2002).

4.3.2. Epidemiologia

Aves infectadas no inicio da vida podem desenvolver imunidade contra futuras
infeccdes, assim, a inficionagao tardia pode levar a doencga grave em aves mais velhas
que nado foram previamente expostas, conforme apontado por Mcdougald e Reid
(1995). Animais mais velhos submetidos a certas condi¢cdes tais como estresse,
doencas concomitantes e falta ou diminuicdo de imunidade podem desenvolver a
coccidiose (LIMA, 2004). Aves mais jovens sdo mais resistentes a infeccdo por
coccideos quando comparadas a aves mais velhas (LONG e MILLARD, 1979).

Em contrapartida, Svobodovéa e Cibulkova (1995), afirmam que aves jovens
sao susceptiveis de serem infectadas inicialmente pelos pais ou pelo ambiente ja que
oocistos esporulados podem permanecer infectantes de uma época de reproducéo
para outra, podendo ser dispersos pelo vento, agua ou outros animais.

O grande numero de oocistos excretados por hospedeiros infectados
(CHAPPEL et al., 1996), a dosagem baixa necessaria para a infeccdo (DUPONT et al.,
1995), a falta de especificidade de hospedeiro para alguns coccideos

(O'DONOGHUE, 1995), a resisténcia desses oocistos a pressdes ambientais e a falta
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de tratamento da agua oferecida aos animais, sdo fatores que contribuem para o
aumento de casos de coccidiose (KORICH et al., 1990; ROBERTSON et al., 1992;
FAYER, 1994; FAYER e NERAD, 1996).

O clima pode contribuir diretamente sobre a sobrevivéncia de oocistos de
Eimeria spp. e Isospora spp., além de muitos outros coccideos. Eles sdo capazes de
sobreviver em periodos mais umidos e frios, enquanto que periodos quentes e secos
podem inviabilizar esses oocistos (FERREIRA, 2008).

Fernando (1982) considera que em regides de climatemperado, a esporulacao
€ interrompida nos meses de inverno e retorna durante a primavera o que nao se aplica
ao Brasil onde a esporulacdo acontece em todas as estacdes do ano.

Outro fator importante para eliminacdo dos oocistos implica o estado
nutricional do hospedeiro. Fatores estressantes como cio e condi¢cdes extremas de
clima também podem levar a uma maior eliminacdo de oocistos (FAYER, 1980) e

neste caso podemos acrescentar os periodos reprodutivos dos passaros.

4.3.3. Prevencao e profilaxia

Autores relatam que a prevencdo de enfermidades como a coccidiose esta
associada a um programa de integracdo, que se baseia no uso de anticoccidianos,
emprego de sanitizantes e produtos de controle sanitario (AMARAL e OTUTUMI,
2013).

A alta densidade de aves gera maior contaminagcdo do ambiente com o0s
oocistos e isso aumenta a chance do aparecimento da doenca nas criacoes
(SHIRLEY, 1992).

A agua deve ser livre de patdégenos e passar por exames anuais para garantia
de sua qualidade (TULLY e SHANE, 1996). Bebedouros e comedouros atuam como
fontes de infeccéo, pois podem ser contaminados com fezes de animais, favorecendo
0 aparecimento da doenca e, portanto, devem ser colocados de forma a evitar sua
contaminacéao (LIMA, 2004).

As aves de uma criacdo devem passar por métodos de analise
parasitologicos e um periodo de quarentena antes de sua introducéo. A eficacia das
drogas utilizadas no tratamento de coccidiose intestinal depende da espécie de
coccideo e também da espécie de ave envolvida (GREINER e RITCHIE, 1994).Um

método de controle eficiente € a administracdo continua de anticoccidianos
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adicionados a agua ou racdo. Embora esta pratica seja usada como rotina para
prevenir a coccidiose de aves, somente nos ultimos anos tem sido introduzida na
criacdo de outras espécies de animais (LIMA, 2004). Doses inadequadas de drogas
anticoccidianas podem levar ao aparecimento de resisténcia dos coccideos
(SHIRLEY, 1992).

4.4. COCCIDEOS DE PASSERIFORMES

A coccidiose, também conhecida como Eimeriose, Isosporose e
Criptosporidiose sdo causadas por protozoarios intracelulares parasitas,
pertencentes ao filo Apicomplexa, que possuem importancia zootécnica. Entretando,
0 género Isospora spp. € mais frequente em Passeriformes, Psittaciformes e
Piciformes, enquanto as espécies do género Eimeria sdo observadas em Galliformes
e Columbiformes (GREINER e BITCHIE, 1994).

Os habitos alimentares das aves sdo determinantes pela a instalacdo da
infeccao por coccideos, pois o ciclo dos parasitos sdo oro-fecal. Ha uma correlacéao
de menor prevaléncia em passaros insetivoros do que em onivoros egranivoros, que
muitas vezes se alimentam diretamente no solo, favorecendo a transmissao oral- fecal
(DOLNIK, 2006; DOLNIK et al., 2010).0s oocistos esporulados podem ser ingeridos
pelo passaro, ainda, no ninho, durante a alimentacdo realizada pelos genitores
(SVOBODOVA e CIBULKOVA, 1995).

De acordo com Berto et al. (2014) os coccidios tem como caracteristica
fundamental o parasitismo intracelular obrigatério com ciclos biolégicos alternados
entre reproducao assexuada e sexuada. Diversas espécies de coccideos ocorrem em
uma mesma espécie de ave e a maioria dessas espécies ndo € patogénica,
demonstrando a importancia ndo apenas quantitativa, mas também qualitativa de seu
diagnéstico (GALLO et al., 2014). Dentre as doencas que acometem passaros a

coccidiose é considerada uma importante causa de enterite e morte das espécies.
4.4.1. Coccidiose em passeriformes
As patologias de aves geralmente estdo relacionadas com a nutricéo, tipo de

alojamento e estresse sofrido por estes animais, por isso, alguns cuidados e medidas

S80 necessarios para minimizar o estresse e manter os mecanismos de defesa do
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animal (HUEZA, 2008). Entre as patologias mais relevantes ocasionadas em passaros
mantidos em cativeiro estdo: disturbios nutricionais, doencas virais, bacterianas,
micoticas e parasitarias (GODOY e MATUSHIMA, 2010).

No entanto, a coccidiose € considerada uma grande causadora de enterite e
morte em todas as espécies de aves, esta doenca € causada por protozoérios da
familia Eimeriidae, incluindo Isospora e Eimeria (FREITAS et al., 2003; SCHRENZEL
et al., 2005; SAKS et al., 2006). Este tipo de patologia acomete com mais frequéncia
passaros mantidos em cativeiro, porém, poucas sdo as publicacbes que relatam
procedimentos de manejo, nutricdo e principalmente o uso de medicamentos em
passaros silvestres (HUEZA, 2008).

Sabe-se, no entanto, que grande parte das mortes registradas em aves
brasileiras vindas do trafico de animais silvestres sdo causadas por doencas
infecciosas, entre elas a coccidiose (GODOY e MATUSHIMA, 2010). Os relatos de
surtos da coccidiose, entre os animais mantidos em cativeiro estdo associados com a
superlotacdo, confinamento e estresse (GODOQY, 2007).

A relacdo entre a carga parasitaria e a saude individual influenciam no
sucesso da infecgao, os coccidios induzem um consumo maior de energia, disfuncéo
de orgdos internos, reacfes imunes e doencga clinica, mas a infec¢do subclinica é
muito comum, estando associada a superlotacdo e ao estresse, causando
desidratacdo em animais jovens que apresentam diarreia mucoide ou com sangue,
pode também ocasionar destruicdo da mucosa intestinal, ocorrendo ma absorcéo e
anemia, isto em relatos mais intensos (CLYDE e PATTON, 1996; ZINKE et al., 2004).

Tyzzer foi um pioneiro nos estudos sobre a coccidiose nas aves,
estabelecendo conceitos sobre a biologia dos coccidios. Nesses estudos, esses
organismos foram considerados parasitos homoxenos e das células epiteliais da
mucosa intestinal. As descri¢cdes dos ciclos de vida foram confirmadas mais tarde nas
revisdes de Levine (1985) e Ball et al. (1989). Os estudos sobre as espécies do género
Eimeria em Passeriformes eram limitados as descricbes de oocistos. Entretanto, ha
uma escassez de informacdo em relacdo aos ciclos de vida desse género em
Passeriformes (BERTO et al., 2008; 2009).

Considerando outras ordens de Aves, € reconhecido que a maioria das
espécies de Eimeria tem ciclos intestinais (LEVINE, 1985; BALL et al., 1989), no

entanto, ha algumas excecdes (BERTO et al., 2011a).



29

Na ordem passeriformes, somente em 2008 o género Eimeria foi descrito pela
primeira vez infectando passeriformes nas Américas (BERTO et al., 2008; BERTO et
al., 2011a).

4.5. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

O diagnoéstico de parasitas causadores da coccidiose através da dimenséo e
morfologia dos oocistos exige treinamento além de ser uma técnica demorada (LONG
et al., 1976). Espécies de Eimeria podem ser diferenciadas com base na morfologia,
especificidade de hospedeiro, localizac&o e caracteristicas macroscopicas das lesdes
(KAWAZOE, 2000). A discriminacdo das espécies através da visualizacdo de seus
oocistos € restrita a pequenas diferencas e por isso, se torna limitada. Devido a isso,
desde o final da década de 90, a abordagem molecular tem sido utilizada para
identificar as espécies com maior precisao (SCHNITZLER et al., 1999).

A técnica de PCR multiplex pode ser utilizada como uma ferramenta para
identificar simultaneamente as sete espécies conhecidas por infectar galinhas
domésticas (FERNANDEZ et al., 2003). Para que isso seja possivel foram
desenvolvidos 138 marcadores para diagnostico molecular de Eimeria spp. em aves
comerciais (QUEVEDO e GRUBER, 2004). Outra forma de diagndstico € através da
presenca de anticorpos anti-coccidianos especificos que podem ser detectados por
varios métodos sorolégicos, especialmente ELISA, cujos niveis aumentam
significativamente apos a infec¢cdo com varias espécies de Eimeria (KANYARI, 1988;
FABER et al., 2002).

O diagnostico laboratorial da infeccéo por Isospora spp. € feito rotineiramente
pela observacdo e identificacdo microscépica dos oocistos nas fezes. Aspirados
duodenais e biliares, além de biopsia intestinal também podem conter os oocistos.
Essas técnicas rotineiras podem ser empregadas uma vez que 0S 00cCistos sao
visiveis ao microscopio 6ptico com ou sem corante (De CARLI e MOURA, 2001).

A eliminacédo de Oocistos de Isospora spp., em quantidades pequenas nas
fezes, pode-se associar técnicas de coloracdo juntamente com métodos de
concentracdo. Esses métodos correspondem mais comumente a centrifugo-flutuacao
em solugéo de sacarose ou sulfato de zinco, centrifugo-sedimentacdo em sistema
formalina-éter e coloracao derivada de Ziehl-Neelsen (De CARLI e MOURA, 2001).

Para o diagnostico de Cryptosporidium spp. 0 método de coloracado acido
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resistente continua sendo o mais utilizado para a identificacdo de oocistos (FAHEY,
2003), devido ao baixo custo, facil execucdo e utilizacdo de microscopio optico
comum. Duas técnicas de coloracao sao utilizadas: Kinyoun e Ziehl-Neelsen (XIAO e
CAMA, 2006).

4.6. Isospora spp.

Segundo Lindsay e Blagburn (1994), a doenca causada por Isospora spp. €
pouco frequente em primatas ndo-humanos, céaes e gatos, e ndo causa enfermidade
em cavalos, ruminantes domeésticos ou aves domeésticas. No entanto, sdo hospedeiros
especificos e compreendem numerosas espécies queparasitam mamiferos e aves
(BERENGUER, 2006) e ja foram encontradas em Struthioniformes, Falconiformes,
Galliformes, Coraciformes, Charadriiformes e Strigiformes (PATTON, 1993), além de
Passariformes (COELHO et al., 2011).

A doenca causada por Isospora spp. € conhecida como isosporiase e causa
inUmeras alteragcbes na funcdo e estrutura intestinal. As principais alteracdes
observadas sao atrofia das vilosidades intestinais e hipertrofia das criptas (GARCIA
e BRUCKNER, 1997). A infecgéo por este protozoario intestinal € incomum no homem
(DESPORTES-LIVAGE e DATRY, 2005) e esta associado com diarreia severa, em
particular com pessoas HIV positivas (LEWTHWAITE et al., 2005).

4.6.1. Posic¢ao taxondmica

Reino: Protozoa
Filo: Apicomplexa (Levine, 1970)
Classe: Conoidasida (Levine, 1988)
Ordem: Eucoccidiorida (Léger e Duboscq, 1910)
Familia: Eimeriidae (Minchin, 1903)

Género: Isospora (Schneider, 1881)

4.6.2. Aspectos Morfoldgicos e Espécies
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Coccideos do género Isospora sao disporicos tetrazoicos o que significa que
possuem dois esporocistos com quatro esporozoitos cada (GARCIA e BRUCKNER,
1997). Oocistos de Isospora spp. possuem paredes mais uniformes sendo necessério
observar outras caracteristicas tais como corpo de Stieda e Sub-Stieda (CASAS et al.,
1995). Em muitas espécies de mamiferos ndo se observa corpo de Stieda, enquanto
gue em muitas espécies de aves ele esté presente (LINDSAY e BLAGBURN, 1994).

Duas espécies de Isospora foram descritas por Coelho et al. (2011) em S.
flaveola foram identificadas como Isospora cetasiensis e Isospora sicalisi. Os dados
morfologicos e morfométricos podem ser vistos na figura 4 e quadro 1,

respectivamente.

Figura 4. Morfologia de Isospora spp. observados em fezes do canario-da-terra, Sicalis
flaveola (Linnaeus, 1766). Em A Isospora cetasiensis, em B Isospora sicalisi, (a) oocisto
esporulado com suas respectivas variacdes de corpos de Stieda e Substieda (b-d).
Barra de escala = 10 um para oocistos e 5 um para corpos de Stieda e Substieda
(COELHO et al., 2011).

Quadro 1. Dados comparativos da morfologia e morfometria de espécies de
Isospora observados em fezes do canario-da-terra, Sicalis flaveola (Linnaeus,
1766), segundo Coelho et al. (2011).

DADOS COCCIDEOS
Morfolégicos e Morfométricos Isospora cetasiensis Isospora sicalisi
Oocisto
Forma Semiesférico a elipsoidal Semiesférico a elipsoidal
Parede Duas camadas (~ 1,0 um) Duas camadas (~ 1,1 um)
Granulo polar Ausente Ausente
Diametro maior (um) 23,1 (19-27) 27,5 (25-29)

Diametro menor (um) 21,6 (19-26) 25,2 (22-28)



indice morfométrico (um) 1,1 (1,0-1,2) 1,1 (1,0-1,2)
Esporocisto
Forma Ovoide Elipsoidal

Corpo de Stieda

Saliente (forma de bot&o)

Saliente (forma de botao)

Corpo de substieda Arredondada Trapezoidal
Diametro maior (pum) 15,1 (13-19) 17,2 (15-19)
Diametro menor (um) 10,9 (10-13) 11,7 (11-12)
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4.6.3. Ciclo Biolégico

Espécies de Isospora spp. possuem ciclo semelhante ao das espécies de
Eimeira (PAGE e HADDAD, 1995). Apds ingestdo do oocisto esporulado ocorre a
excistacdo no intestino delgado do animal. Os esporozoitos liberados penetram nas
células epiteliais intestinais e ddo inicio a reproducdo assexuada formando muitos
merozoitos. Apés invasdo das células pelos merozoitos, inicia-se a fase sexual e
posterior formacdo do oocisto. Estes oocistos deixam as células epiteliais e séo
liberados nas fezes com uma parede dupla.

Segundo Patton (1993), no ambiente ocorrera esporulacédo deste oocisto se
as condigcdes necessarias de umidade, temperatura e oxigenacdo estiverem
adequadas. Os oocistos de Isospora spp. sdo muito resistentes no meio ambiente,
podendo permanecer viaveis durante meses em locais frescos e umidos (PEREIRA et
al., 2009). Um hospedeiro de transporte ou paratémico pode estar envolvido em seu
ciclo de vida.

As infeccOes mais graves causadas pelo género Isospora envolvem aves
muito jovens ou imunocomprometidas, mas o0 mais comum é que as infeccdes

causadas por este coccideo sejam assintomaticas (PAGE e HADDAD, 1995).

4.7. Eimeria spp.

Os primeiros coccidios foram observados na bile de um coelho por Antoni van
Leeuwenhoek em 1674, utilizando um microscopio rudimentar. Provavelmente, em
1839, Hake foi o primeiro pesquisador a observar 0os oocistos mais detalhadamente;
no entanto, ele os considerava como glébulos de pus. Em 1846, Kloss assinalou a
presencga de coccidios em um caramujo, que foi posteriormente nomeado de Klossia

helicina Schneider, 1875. Quase 20 anos depois, Lindemann, em 1865, ao avaliar
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oocistos presentes na bile de um coelho descreveu a espécie Monocystis stiedae
Lindemann, 1865, considerando-a como uma gregarina (CHISHOLM, 1911;
WENYON, 1926).

Berto at al. (2011b), citam que em 1869, Rivolta deve ter feito a primeira
observacéo de um coccidio em aves, ao recuperar oocistos de coccidios destes em
outros passaros. Estes citam ainda, que embora esse mesmo autor tenha observado
gue havia divisdo em duas massas no conteudo de alguns oocistos, essas nao foram
diferenciadas ou caracterizadas, sendo simplesmente descrito como Psorospermium
avium, Rivolta 1869. Berto at al. (2011b), cogitam que em verdade, Rivolta e Silvestrini
em 1873, também se referiram a esse coccidio, considerando todos coccidios de aves

como pertencentes a esse mesmo taxon.

4.7.1. Posicao taxondmica

Reino: Protozoa
Filo:Apicomplexa (Levine, 1970)
Classe: Coccidea (Leuckart, 1879)
Ordem: Eimeriida (Leger, 1911)
Familia: Eimeriidae (Minchin, 1903)

Género: Eimeria (Schneider, 1875)

4.7.2. Aspectos Morfologicos e Espécies

As espécies de Eimeria séo identificadas com base na dimens&o, morfologia
e tempo minimo de esporulacdo dos oocistos, especificidade do hospedeiro (séo
parasitas espécie-especificos), sitios de colonizacdo, caracteristicas das lesfes,
periodo pré-patente e especificidade imunolégica (LONG e JOYNER, 1984; LONG et
al., 1976).

Estes parametros analisados de forma conjunta permitem a distincdo das
espécies de Eimeria, entretanto, nem sempre o diagndéstico é confiavel; principalmente

guando ha infeccbes mistas. Desta forma, técnicas baseadas em métodos
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moleculares também tém sido utilizadas. Tem se desenvolvido um método de
diagnoéstico de espécies por PCR multiplex baseado num conjunto de marcadores
moleculares denominados SCARs (Sequence - Characterized Amplified Regions), os
guais permitem a diferenciacdo e o diagnéstico de sete espécies simultaneamente
(FERNANDEZ et al., 2003).

4.7.2. Ciclo biolégico

Os parasitas do género Eimeria apresentam um ciclo de vida monoxénico que
se inicia quando um hospedeiro susceptivel ingere um oocisto esporulado
(MCDOUGALD e REID, 1995). O oocisto, ao ser ingerido é rompido na moela por
trituracdo mecanica, liberando os esporocistos. No intestino, devido a acao de sais
biliares e tripsina, 0os esporozoitos saem ativamente do esporocisto e penetram nas
células epiteliais intestinais. Nesta etapa h& varios ciclos intestinais endégenos nos
guais os parasitas se multiplicam por fissdo mdultipla (merogonia ou esquizogonia)
resultando na formacao de esquizontes, os quais contém os merozoitos (NOVAES et
al., 2011).

Em seguida, ha a fase sexuada do ciclo, gamogonia ou gametogonia, onde
0S merozoitos diferenciam-se em macrogametocito, gamonte feminino ou
microgametdécito, gamonte masculino. Apdés a fecundacdo do macrogameta pelo
microgameta ha a formacao do oocisto que € liberado no ambiente juntamente com
as fezes. Sob condi¢cBes favoraveis de temperatura, oxigénio e umidade, 0 oocisto
sofre um processo de esporogonia ou esporulacdo envolvendo meiose e mitose
resultando na formacdo do oocisto esporulado que contém quatro esporocistos com
dois esporozoitos em cada (NOVAES et al., 2011).

4.8. Cryptosporidium spp.

Primeiramente, o coccidio foi encontrado na mucosa gastrica de um
camundongo e denominado Cryptosporidium muris (do latim, Crypto: ausente, oculto;
Sporidium: esporo) por ndo apresentar esporocistos, apenas esporozoitos no interior
de oocistos (TYZZER, 1907). Este género possui mais de 30 espécies e genotipos
gue acometem aves, répteis, anfibios, peixes e mamiferos, incluindo o homem
(HOLUBOVA et al., 2016; LI et al., 2015).
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A criptosporidiose, como € chamada a doenca, € uma das infec¢Oes
parasitarias mais prevalentes na classe das aves, tanto as domesticadas quanto as
silvestres (O'DONOGHUE, 1995; SRETER e VARGA, 2000). Espécies e gendtipos de
Cryptosporidum tém sido registrados em mais de 30 diferentes espécies de aves no
mundo (ZAHEDI et al., 2016).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) caracteriza a criptosporidiose como
uma doenca negligenciada pela falta de iniciativa de controle da circulacédo deste
protozoario e sua estreita relacdo a populagcdo com baixo poder aquisitivo e precarias
condi¢des de saneamento basico (SAVIOLI et al., 2006).

4.8.1. Posicao taxonémica

Reino: Protozoa
Filo: Apicomplexa (Levine, 1970)
Classe: Coccidea (Leuckart, 1879)
Ordem: Eimeriida (Leger, 1911)
Familia: Cryptosporidiidae (Léger, 1911)

Género: Cryptosporidium (Tyzzer, 1907)

4.8.2. Cryptosporidium spp em aves

A infeccéo por Cryptosporidium spp. em aves foi descrito por Tyzzer em 1929,
no epitélio cecal de galinhas jovens (SLAVIN, 1955; CURRENT et al., 1986; RYAN et
al., 2003a)

Diversas espécies de aves pertencentes a varias ordens sao infectadas por
Cryptosporidium spp. Em passeriformes, ha relatos da presenca das seguintes
espécies e genotipos de Cryptosporidium em amostras fecais: C. avium, C. baileyi, C.
galli, C. meleagridis, C. parvum e dos genatipos | e lll de aves. Cryptosporidium baileyi
€ a espécie mais frequentemente diagnosticada em aves, com relatos de enfermidade
clinica ou subclinica em 11 ordens de aves, e é a espécie mais frequente em

Galliformes. Ja C. galli foi encontrado em diversas espécies de cinco ordens de aves,
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com mais frequéncia em Passeriformes e Psitaciformes, enquanto C. meleagridis foi
detectada em quatro ordens de aves, mas infecta preferencialmente perus e galinhas
e esta € a Unica espécie aviaria que infecta mamiferos, em infec¢cdes naturais ou
experimentais (AKIYOSHI et al., 2003; DARABUS, 1997; DARABUS e OLARIU, 2003;
SRETER e VARGA, 2000).

Estudos realizados em diversos paises, com diversas espécies de aves,
relatam prevaléncia de infec¢ao por Cryptosporidium spp. variando de 0,8% a 44,4%
(NAKAMURA e MEIRELES, 2015). Seva et al. (2011) realizaram um estudo em aves
silvestres, onde foi diagnosticado C. galli em sabia-laranjeira (Turdus rufiventris),
trinca ferro (Saltator similis), cigarrinha do norte (Sporophila schistacea), pintassilgo
comum (Carduelis carduelis), canario da terra verdadeiro (Sicalis flaveola); C. baileyi
nas seguintes espécies: pintassilgo comum (Carduelis carduelis), pixoxo (Sporophila
frontalis), cardeal do nordeste (Paroaria dominicana) e canario da terra verdadeiro
(Sicalis flaveola) e Cryptosporidium genoétipo aviario Il em periquito maracana
(Aratinga leucophthalma).

Ng et al. (2006) pesquisaram a presenca de Cryptosporidium na Australia e
identificaram quatro espécies: C. galli, C. baileyi, C. andersoni e C. muris em aves das
ordens: Psittaciformes, Passeriformes e Galliformes. Os autores sugeriram que as
aves podem ter um importante papel na epidemiologia de Cryptosporidium e que é
necessario conhecer as adaptacdes entre parasitos e hospedeiros para compreender
possiveis implicacées em saude publica.

Outros autores como Nakamura et al. (2009) estudaram aves mantidas em
cativeiro e identificaram C. baileyi em urubu de cabeca preta (Coragyps atratus), em
galinha doméstica (Gallus gallus domesticus) e em canario da terra verdadeiro (Sicalis
flaveola); C. galli em canario (Serinus canaria), calopsita (Nymphicus hollandicus) e
curié (Oryzoborus angolensis); C. meleagridis em galinha doméstica; C. parvum em
calopsita; gendétipo aviario | em canério e em um pavao-indiano (Pavo cristatus);
genotipo aviario Il em avestruz (Struthio camelus) e gendtipo aviario 1l em calopsita
(Nymphicus hollandicus) e agapornis (Agapornis roseicolis).

Antunes et al. (2008) identificaram C. galli nas ordens Passeriformes (canarios
e curiés). Tanto os passeriformes e psitaciformes apresentaram infeccéo crénica por

C. galli, na maioria dos casos de natureza subclinica.

4.8.3. Morfologia de Cryptosporidium spp.
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A forma infectante de Cryptosporidium spp., 0 oocisto esporulado, possui uma
variagcao entre 3,3 a 8,4 um de didmetro (HARRIS e PETRY, 1999). Possui quatro
esporozoitos no seu interior, sem a presenca de esporocisto (TYZZER, 1907).
Diferente de outros géneros como Toxoplasma, Isospora, Eimeria e Sarcocystis cujos
oocistos variam de 10 a 40um, é dificil a identificacdo da espécie através do tamanho,
formato ou estruturas internas, ja que estas nao sao bem distinguiveis em microscopio
(FAYER et al., 2000; XIAO e FAYER, 2008; MEIRELES, 2010).

Os esporozoitos séo similares aos encontrados em outros coccidios, possuem
um formato de virgula com duas extremidades claramente distintas, nas quais a apical

€ estreita e a posterior é arredondada (TYZZER, 1912).

4.8.4. Ciclo biolégico

Os oocistos infectantes de Cryptosporidium spp. ao serem ingeridos pelo
hospedeiro ap0s exposicdo ao suco gastrico e enzimas pancredticas, ocorre a
excitacdo, liberando quatro esporozoitos infecciosos no intestino delgado do
hospedeiro, invadindo as células epiteliais das microvilosidade, onde todos os
proximos estagios ocorrem (XIAO e FAYER, 2008).

Se inicia entdo a reproducdo assexuada (merogonia), com liberacdo de
merozoitos. Esses dao origem aos estagios sexuais, 0S microgametas e
macrogametas, que se unem dando origem ao zigoto, o qual apés duas divisdes
assexuadas formam o oocisto. A esporulacdo ocorre no interior do hospedeiro com
desenvolvimento de quatro esporozoitos. Assim, sao formados oocistos de parede
delgada (capazes de propiciar a autoinfeccdo) e de parede espessa (altamente
resistentes em condigbes ambientais e eliminados nas fezes). A infecgdo geralmente
permanece localizada no trato gastrintestinal (THOMPSON et al., 2008). O ciclo
destes protozoarios necessita apenas de um hospedeiro para se completar (XIAO e
FAYER, 2008).

4.8.5. Diagnostico parasitolégico
Sé&o utilizadas a coloragdo com Verde Malaquita (ELLIOT et al., 1999),

Kinyoun, Ziehl-Neelsen modificado e Centrifugo-flutuacdo em Solucdo de Sheather

(LEVINE, 1978). Os métodos baseados em microscopia sdo 0os mais usados para o
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diagndstico do protozoario, por serem menos onerosos e de facil execucdo. Embora,
essas ferramentas diagnosticas possam fornecer dados sobre a ocorréncia do
parasito, somente a biologia molecular & capaz de determinar a positividade para o
género Cryptosporidium com posterior sequenciamento para identificacdo da espécie
(NAKAMURA et al., 2009).

A caracterizacdo molecular de Cryptosporidium spp. é realizada por meio da
Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) seguida de sequenciamento dos fragmentos
amplificados. O gene mais utilizado para determinacdo da espécie ou genétipo é o
18S rRNA. O gene da 60kDa glycoprotein (GP60) é utilizado para subtipagem de C.
meleagridis em estudos de epidemiologia molecular. Também, pode ser realizada a
PCR em tempo real, para diagnostico especifico de C. galli e gendtipo 11l de aves
(NAKAMURA et al., 2009).

Considerando a variedade de hospedeiros e ciclos de transmisséao,
juntamente a variacdo genética entre as espécies e genotipos de Cryptosporidium
spp., € de fundamental importancia a caracterizacdo molecular de isolados brasileiros
(MEIRELES, 2010). Outros loci utilizados sao aqueles com maior polimorfismo, como
0s genes da actina (SULAIMAN et al., 2002), da proteina do choque térmico-HSP-70
e da proteina da parede de oocistos-COWP (XIAO et al., 2000a).

4.8.6. Manifestacdes clinicas

As manifestacdes clinicas causadas por C. baileyi, podem variar ocasionando
desde acumulo de muco na traqueia, nos pulmdes e nos sacos aéreos até dispneia,
coriza e Obito (RYAN et al., 2003a), ja C. galli esta associado com alta mortalidade
(PAVLA’SEK, 1999; RYAN et al., 2003b) e C. meleagridis causa enterite e também
mortalidades (SLAVIN, 1955).

Aves como perus, patos, gansos, calopsitas, codorna marrom, avestruzes,
periquitos e falcdes, ja foram afetadas, com a espécie C. baileyi (SRETER e VARGAS,
2000), provocando alteracdes no proventriculo uma vez que o parasito se desenvolve
nas células epiteliais deste 6rgdo e ndo acomete os intestinos e nem o trato
respiratorio, além disso na literatura ressalta alguns relatos de criptosporidiose clinica
em passeriformes (LINDSAY et al., 1991; CLUBB, 1997).

Lesdes por este agente foram descritas em passarinhos, galinhas, papagaios,

flamingos, passaros exoticos e selvagens e a espécie C. baileyi pode relacionar-se
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com o genétipo aviario IV (RYAN, 2010). Cryptosporidium meleagridis € responsavel
por enterite e mortalidade, sendo encontrado no epitélio intestinal e bolsa cloacal.
Relatos de infeccdo em perus, papagaios, galinhas e calopsitas foram descritos
(MORGAN et al., 2000), sendo essa espécie parasitaria também detectada em
humanos (XIAO e FAYER, 2008).

A ocorréncia da infeccdo por C. meleagridis no ser humano é semelhante a
C. parvum (CHALMER e GILES, 2010). Estudos que utilizaram a analise filogenética
constataram a relagéo entre os isolados do homem e de aves, demonstrando que C.
meleagridis possui importancia em Saude Publica (STENSVOLD et al., 2014).

Segundo Antunes et al. (2008) e Nakamura et al. (2009), infec¢des por C. galli
poderiam ser responsaveis por proventriculite crénica em aves, predispondo-as a
infeccBes secundarias por outros patdgenos. Esta parasitose pode ser responsavel
por diarreia e mortalidade das aves (BLAGBURN et al., 1990; MORGAN et al., 2001;
PAVLASEK, 1999; PAVLASEK, 2001).

Relatos de infeccdo por Cryptosporidium nos tratos gastrintestinal, respiratério
e na Bursa de Fabricius, ocasionalmente estéo relacionados a perdas econémicas e
mortalidade (SRETER e VARGA, 2000).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. AMOSTRAGEM

Foram utilizados 60 canérios-da-terra, da espécie S. flaveola, destes 30 eram
criados em gaiolas ou viveiros de criatérios ou de estabelecimentos que o0s
comercializam em Campos dos Goytacazes-RJ, Iltaocara-RG, Cachoeira Alegre-MG,
Eugendpolis-MG e Muriaé-MG ( colocar niumero por cidade). As outras 30 aves viviam
em vida livre e habitavam regifes periurbanas e rurais da cidade de Eugendépolis-MG.
A captura desses animais soO foi possivel devido a autorizacdo para atividades com
finalidade cientifica, pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO), através do protocolo 78016-1.

5.2. COLETA FECAL

5.2.1. Passaros criados em cativeiro

Para o grupo de canario-da-terra, S. flaveola, criados em cativeiro, foram
coletadas amostras fecais depositadas no fundo da gaiola durante o periodo de 24
horas. Em caso de um passaro por gaiola, todas as fezes foram consideradas como
de uma Unica amostra coletada. Previamente as bandejas de recolhimento das fezes
das gaiolas foram lavadas e secas. Em seguida as bandejas foram forradas com duas
camadas de papel, a primeira camada com “Papel absorvente” (toalha) e a segunda
com papel “couché” liso (brilhoso) com gramatura de 90g / m?. Antes de colocar as
bandejas nas gaiolas os forros foram umedecidos, com agua de torneira, utilizando um
borrifador caseiro.

Decorridos 24 horas as bandejas foram recolhidas e as fezes coletadas
utilizando um pincel de ponta fina e acondicionadas em pote coletor estéreo de 50 mL.
As amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo, identificadas e
posteriormente, processadas no Nucleo de Pesquisas Avancadas em Parasitologia
(NUPAP), pertencente ao Laboratério de Sanidade Animal (LSA), localizado no
Hospital Veterinario da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(HV-UENF).
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5.2.2. Passaros de vida livre

Os canérios-da-terra, S. flaveola, de vida livre, que vivem em Regides urbanas
e Periurbanas em simpatria com o homem e que frequentam comedouros colocados
em instalacfes para alimentacdo de passaros de vida livre, foram capturados com
armadilhas do tipo “algapao automatico para passaros”. Os passaros de vida livre e
gue vivem em descampados em regides afastadas das cidades, foram capturados
com redes de neblina ornitolégicas modelo “mist net” (12 m de comprimento por 2,5
m de altura e malha 17,5 mm) e com 3 “Shalves” (prateleiras). As redes foram
armadas ao amanhecer até as 10 horas e a tarde das 16 horas até o anoitecer e foram
vigiadas a distancia e a medida que os passaros se prendiam as redes estes foram
recolhidos imediatamente.

Estas aves foram imediatamente colocadas em gaiolas com bandejas de
recolhimento de fezes forradas conforme descrito anteriormente para as aves cativas.
As aves de outras espécies que se prenderam nas redes foram imediatamente soltas.
Foram alocadas individualmente uma ave por gaiola com alimento (mistura de gréos
proprias para passaros) e agua de facil acesso e estas gaiolas receberam uma
cobertura de tecido de algoddo branco de maneira que permita a entrada de ar e
luz, mas que impedia viséo externa da ave, evitando que a mesma se ferisse tentando
escapar, diminuindo assimo estresse do confinamento.

Decorridas 24 horas as bandejas foram recolhidas e as aves soltas, no
mesmo local de captura, independentemente, da quantidade de fezes coletadas.
Todo o processo de coleta, acondicionamento e transporte das amostras seguiram o

mesmo processo descrito anteriormente para as aves cativas.
5.3. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Todas as amostras foram processadas no mesmo dia, quando isso nao foi
possivel, estas foram armazenadas sob temperatura de refrigeracéo, entre 4e 8 °C e
permaneceram dentro dos tubos plasticos de 50 mL, onde foi colocado uma pequena

guantidade de agua de torneira para impedir 0 ressecamento até o processamento.

5.3.1. Contagem de Oocistos por Grama de Fezes (OoPG)
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Para OoPG foi utilizado todo o contetdo de fezes contido no frasco plastico
coletor, previamente pesado, estas foram maceradas com um bastdo de vidro,
adicionando agua de torneira aos poucos, para total dissolucéo das fezes, em seguida
foi adicionado 4gua até completar volume de 50 mL. A solu¢do resultante foi filtrada
em tamis com gaze dupla e transferido para dois tubos tipo Falcon de 50 mL,
completando-se o volume com agua até atingir os 50 mL dos tubos. Em seguida, estes
tubos foram centrifugados (CENTRIFUGA SPINLAB MOD. SL-5M) a 3000 rpm por 5
minutos. O sedimento de um dos tubos foi ressuspenso em 10 mL de solugcéo saturada
de acucar (0,8 g / ml) e transferido para tubo tipo Falcon de 15 mL completando o
volume com a solucdo saturada de acucar até atingir 14 mL, seguida de nova
centrifugacédo, em mesma centrifuga, por 10 minutos a 3000 rpm.

Com o auxilio de uma pipeta de Parteur 1000 uL foi adicionada solucao
saturada de acucar até obter a formagdo de um menisco, sobre o qual foi colocada
uma laminula de 18 x 18 mm por 5 minutos. Em seguida, a laminula foi retirada e
rapidamente colocada sobre uma lamina de vidro prépria de microscopia e observada
ao microscopio oOptico sob objetiva de 40x. O numero de OoPG foi aferido
multiplicando-se por 2 a contagem de todos 0s oocistos presentes em toda a extensao
da laminula, dividido pelo peso em grama da amostra coletada, conforme férmula
abaixo. O sedimento do outro tubo foi utilizado para esporulacdo e contagem

gualitativa dos oocistos.

OoPG= 2x numero de oocistos contados

Peso das fezes em grama

5.3.2. Esporulagéao

A esporulacéo foi feita somente com as amostras sabidamente positivas para
coccideos e para isto, se utilizou o sedimento do segundo tubo que foi centrifugado
junto com o utilizado na contagem quantitativa de OoPG. O sedimento deste segundo
tubo foi ressuspenso em uma solucéo de dicromato de potassio 2,5 % e colocado em
uma placa de Petri formando uma fina camada da suspenséo no fundo da placa. A
cada 24 horas uma aliquota foi transferida para um tubo tipo Falcon de 10 mL, esse
tubo foi completado com agua destilada e centrifugado por 5 minutos a 3000 rpm e o
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sobrenadante descartado. O sedimento do tubo foi ressuspenso em 10 mL de solugéo
saturada de acucar (0,8 g / mL).

Esse material foi transferido para tubo tipo Falcon de 15 mL e adicionada
solucdo saturada de acucar até atingir 14 mL, seguida de nova centrifugacédo, em
mesma centrifuga, por 10 minutos a 3000 rpm. Com o auxilio de uma pipeta de 1000
uL foi adicionada solugcédo saturada de acucar até obter a formacdo de um menisco,
sobre o qual foi colocada uma laminula de 18 x 18mm por 5 minutos. Em seguida, a
laminula foi retirada e rapidamente colocada sobre uma lamina de vidro propria de
microscopia e observada ao em objetiva de 40 x. Foram contados oocistos presentes
em toda a extensao da laminula ou o limite de 100 oocistos observando o percentual
dos oocistos esporulados e ndo esporulados. Foi considerado o processo de

esporulacéo encerrado quando se atingiu 80 % de esporulacao.

5.3.3. Morfologia e Morfometria dos Oocistos

A observacao dos oocistos para a diferenciagcdo morfologica e morfométrica
foi feita conforme proposto por Duszynski e Wilber (1997) utilizando-se microscopio
Optico Eclipse i80 (Nikon, Japao), equipado com contraste interferencial e em objetivas
de 10 x, 40 x com ampliacdo, conforme conveniéncia. Para a captura de imagens, foi
utilizada camera digital Coolpix 5700 (Nikon, Japéo) e software NIS Elements auxiliou
na analise morfométrica.

Os oocistos presentes nas laminas foram entdo, submetidos a analise
morfologica observados no oocisto: forma; caracteristica da parede; presenca de
micropila, capuz polar, residuo e granulo polar. No esporocisto: residuo e corpo de

Stieda, Substieda e Parastieda. No esporozoito: presenca de corpo refratil e nucleo.

5.3.4. Contagem Qualitativa dos Oocistos

O OoPG qualitativo foi feito utilizando toda a suspensdo de oocistos
esporulados contidos nas placas de Petri, para tanto, as suspensdes foram
transferidas, individualmente, para tubos tipo Falcon de 50 mL e centrifugado
(CENTRIFUGA SPINLAB MOD. SL-5M) a 3000 rpm por 5 minutos. O sedimento de
cada tubo foi ressuspenso em 10 mL de solucdo saturada de acucar (0,8 g / mL).

Esse material foi homogeneizado e transferido para tubo tipo Falcon de 15 mL e
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adicionada solucdo saturada de acgUcar até atingir 14 mL, seguida de nova
centrifugacédo, em mesma centrifuga, por 10 minutos a 3000 rpm.

Com o auxilio de uma pipeta de 1000 pL foi adicionada solucao saturada de
acucar até obter a formacao de um menisco, sobre o qual foi colocada uma laminula
de 18 x 18 mm por 5 minutos. Em seguida, a laminula foi retirada e rapidamente
colocada sobre uma lamina de vidro prépria para microscopia e observada ao
microscopio optico sob objetiva de 40 x. Foram contados oocistos presentes em toda
a extensdo da laminula ou o limite de 100 oocistos observando o percentual dos
oocistos esporulados de acordo com a diferenciacao proposta por Coelho et al. (2011)
e presentes no quadro 1. Foi entdo feita a proporcdo das espécies presentes

considerando nas fezes de cada passaro de acordo com o0 OoPG aferido de cada ave.

5.3.5. Anélise molecular

Amostras fecais de seis aves de cativeiro foram submetidas a extracao de
DNA e nested PCR, para analise molecular onde se verificou a presenca de oocistos
de Cryptosporidium spp. em microscopia de luz e confirmacao pela Técnica de Ziehl

Neelsen (Anexo IlI).

5.3.5.1. Extragdo do DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o DNeasy Tissue Kit (Qiagen®), com
algumas modificaces em relacéo 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 uL 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 homogeneizacéo e incubada a 70°C por 10 minutos.

Posteriormente, foram adicionados 200 yL de etanol (96 — 100%) em cada
tubo de amostra, que foram homogeneizados e o contetdo transferido para uma
coluna DNeasy Mini spin, colocada em tubo de 2 mL. Cada coluna foi centrifugada a
6000g (8000 rpm) por um minuto e logo apds todo o contedado do tubo de 2 mL foi

descartado. As colunas DNeasy Mini spin foram entdo colocadas em um novo tubo de
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2 mL, adicionados 500 uyL de Tampao AW1, e submetidas a nova centrifugacao por
um minuto a 6000 g (8000 rpm) e novamente descartado o conteudo do tubo de 2 mL.
Cada coluna foi colocada em um novo tubo de 2 mL, adicionados 500 uL de Tampéao
AW2, e centrifugados dessa vez por trés minutos a 20000 g (14000 rpm) com a
finalidade de secar a membrana da coluna DNeasy. O contetudo 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 Tampéo AE diretamente da membrana da coluna
DNeasy com a finalidade de aumentar a concentracdo de DNA. Ap4s um minuto de
incubacao em temperatura ambiente, foram entdo centrifugadas por um minuto a 6000
g (8000 rpm) e levadas para refrigeracdo. Todas as centrifugagcdes foram feitas na

microcentrifuga Eppendorf MiniSpin®/ Alemanha.

5.3.5.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase

Foi utilizada a técnica de nested PCR para o diagnéstico Cryptosporidium
spp., com amplificacdo em duas etapas de um fragmento do gene 18S rRNA. Para
reacdo primaria com amplificacdo de um produto com aproximadamente 1325 pb
foram utilizados os primers CRYPTOF (5" TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG 3') e
CRYPTOR (5 CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA 3’), e para reagao secundaria com
amplificagéo de um produto de aproximadamente 826 pb foram utilizados os primers
AL1598 (5 GGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG 3’) e AL3032 (5" AAG GAG
TAA GGA ACA ACC TCC A 37), nas seguintes condicGes de reacdo: preparacao de
25 pL de solugao contendo 2,5 uL de tampéo para PCR 1 x, 2,5 mM MgCI2, 0,5
unidade (U) de Taqg DNA polimerase, 200 micromolar (uM) de cada
desoxiribonucleotideo, 100 nanomolar (nM) de cada oligonucleotideo (primer), 5 yL
de DNA alvo na reacédo primaria e 2,5 yL de DNA na reag&o secundaria. As amostras
foram submetidas a desnaturacédo inicial de DNA a 94° C por 3 minutos, seguida de
34 ciclos, cada um consistindo em desnaturacdo a 94° C por 45 segundos, 45 s de
anelamento a 50° C e 60 s de extens&o a 72° C, com extenséo final a 72° C por 7
minutos (XIAO et al., 1999).

5.3.5.3. Eletroforese em gel de agarose
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O produto da PCR foi analisado em gel de agarose a 1,5% e visualizado ap0s
coloracdo com UniSafe Dye (Uniscience®). No mesmo gel, foi carregado o marcador
molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen®), além do controle positivo ja existente
no laboratério e controle negativo. Os produtos amplificados foram visualizados na
fotodocumentadora (Gel Logic 200 Imaging System, EUA) e software Carestream

Molecular Imaging apds a corrida eletroforética.

5.4. ANALISE ESTATISTICA

O numero médio de oocistos observados e as medidas médias e os indices
morfométricos dos oocistos foram submetidos a analise descritiva, e as médias
comparadas através dos Testes T de Student para os grupos de aves de cativeiro e
de vida livre. Todos os célculos foram feitos com auxilio Sofware Microsoft Excel 2013
e considerado intervalo de confianca de 95%.

Os valores observados de diametro maior (DM), diametro menor (dm) e indice
morfométrico (IM) dos oocistos foram representados graficamente em histogramas de
acordo com Sampaio (2002), onde a reta Y representou as frequéncias, enquanto que
a reta X representou os intervalos de classes de medidas de oocistos. O valor do
intervalo de classe foi obtido através da razdo da amplitude dos valores obtidos na
amostra pelo numero ideal de classes que é representado pelo produto da
multiplicagdo da raiz quarta do numero total de amostras por 2,5.

A andlise de regresséo linear simples avaliou as medidas do dm sobre o0 DM
de oocistos esporulados pertencentes a uma unica espécie (NORTON e JOYNER,
1981). As medidas de dm foram organizadas na reta Y e as medidas de DM na reta
X. Os gréficos com os residuos, bem como os coeficientes de inclinagdo das retas de
regresséo foram obtidos através do software Microsoft Excel® (NORTON; JOYNER,
1981; SAMPAIO, 2002).
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6. RESULTADOS

Foram examinadas fezes de 30 canarios-da-terra, S. flaveola, criados em
gaiolas em estabelecimentos comerciais e em criatorios legalizados para reproducao
e destes, 26 apresentavam dimorfismo sexual, onde foi constatado 21 (70 %) machos
e cinco (17 %) fémeas, no entanto, quatro (13 %) destas aves ndo apresentavam
dimorfismo e, portanto, ndo foi possivel determinar o sexo (Tabela 1).

Analisou- se também fezes de 30 desta espécie de ave de vida livre (Figura
5) e destas nove (30 %) foram identificadas como machos, 14 (47 %) como fémeas e
em sete (23 %) nao foi possivel identificar o género da ave capturada (Tabela 2).

Sete canarios-da-terra, S. flaveola, oriundos de uma loja que comercializa
passaros, apresentaram oocistos compativeis morfologicamente a Cryptosporidium
spp. pela técnica de centrifugo flutuacdo e microscopia de luz. Estes oocistos quando
corados pela técnica de Ziehl-Neelsen, também apresentaram caracteristica do
protozoario. Estes parasitas foram confirmados através da biologia molecular como
pertencentes ao género Cryptosporidium e através do sequenciamento foi constatado
gue todos os passaros estavam infectados com Cryptosporidium galli e apenas um

desses passaros também apresentava a espécie Cryptosporidium andersoni (ANEXO

).

Figura 5. Canérios-da-terra, Sicalis flaveola, de vida livre capturados em Eugenopdlis,

estado de Minas Gerais, Brasil. Em A, espécime macho e em B, espécime fémea.
Fonte: (ELIZEU, 2022).
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6.1. OOCISTOS POR GRAMA DE FEZES

6.1.2. Aves de cativeiro

Destas aves foi possivel coletar de 2,2 a 12,55 e média de 5,48 gramas de
fezes, com uma contagem total de oocistos variando de quatro a 16.886 e média de
2.660 excretados em 24 horas por aves. A contagem de OOPG variou de dois a 4.311
com média de 862 (Tabela 1).

6.1.3. Aves de Vida Livre

Das aves de vida livre mantidas por 24 horas em gaiolas foi possivel coletar
de um a 12 e média de 4,09 gramas de fezes. A partir destas fezes foram contados
de cinco a 10.049 oocistos por ave com média de 2003 oocistos excretados. Para este

grupo de aves o OOPG variou de trés a 3.377 com média aferida de 985 (Tabela 2).

6.1.4. Diferenca relacionada ao sexo

N&o foram observadas diferencas significativas na contagem de OOPG de
canario-da-terra, S. flaveola, em relacédo ao sexo das aves criadas em cativeiro e de
vida livre ou quando foram analisadas as frequéncias de todas as aves como um unico
grupo, P =0,0967; 0,3731 e 0,7683, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 1. Oocisto por Grama de Fezes (OOPG) de canarios-da-terra, Sicalis flaveola,

de cativeiro em relagéo ao dimorfismo sexual.

Aves Género Gramas de fezes  Contagem total OOPG
C1 Macho 6,48 1.334 412
C2 Macho 6,80 39 11
C3 Fémea 6,39 186 58
C4 Fémea 3,92 4 2
C5 Fémea 7,29 530 145
C6 Macho 3,83 2.881 1.504
C7 Macho 5,02 1.296 516
C8 Macho 3,06 146 95
C9 Macho 3,07 2.866 1.867

C10 - 6,45 5.535 1.716
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Cl1 - 8,08 6.616 1.638
C12 - 8,81 2.210 502
C13 Macho 3,41 264 155
Cl14 Macho 3,36 200 119
C15 Macho 3,56 930 522
C16 Macho 3,00 1.556 1.037
C17 Macho 2,82 1.755 1.245
C18 Macho 4,39 3.026 1.379
C19 Macho 3,85 251 130
C20 - 5,17 2.224 860
Cc21 Macho 9,44 16.886 3.578
C22 Macho 10,42 2.001 384
C23 Macho 5,00 133 53
C24 Macho 3,50 691 395
C25 Macho 4,65 10.022 4,311
C26 Macho 12,55 15.005 2.391
Cc27 Macho 3,28 46 28
C28 Fémea 4,90 34 14
C29 Macho 2,20 781 710
C30 Fémea 9,57 348 73
MEDIA 5,48 2.660 862
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Tabela 2. Oocisto por Grama de Fezes (OOPG) de canérios-da-terra Sicalis flaveola

de vida livre em relacdo ao dimorfismo sexual.

Aves Género Gramas de fezes Contag_;em total OOPG
VL1 Fémea 4,50 6 3
VL2 Fémea 3,25 739 455
VL3 - 5,23 4.817 1.842
VL4 - 3,00 1.086 724
VL5 - 4,95 1.026 415
VL6 - 4,88 69 28
VL7 - 3,45 677 392
VL8 Fémea 6,00 10.049 3.350
VL9 Fémea 7,40 1.126 304

VL10 Macho 6,90 1.420 412

VL11 Macho 12,00 619 103

VL12 Fémea 7,60 67 18

VL13 - 4,87 8.223 3.377

VL14 Fémea 3,50 2.336 1.335

VL15 Fémea 3,70 5 3

VL16 - 4,00 5.435 2.718

VL17 Fémea 3,00 3.281 2.187

VL18 Fémea 3,90 6.298 3.230

VL19 Macho 3,97 5.921 2.983

VL20 Fémea 3,80 3.085 1.624

VL21 Fémea 1,56 690 885

VL22 Macho 1,51 377 499

VL23 Macho 1,21 794 1.312

VL24 Fémea 3,90 116 59

VL25 Macho 2,81 62 44

VL26 Fémea 1,00 49 98

VL27 Macho 3,02 38 25

VL28 Macho 2,45 63 51

VL29 Fémea 3,05 1.523 999

VL30 Macho 2,36 78 66

MEDIA 4,09 2.003 985
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Tabela 3. Oocistos por grama de fezes (OOPG) de machos e fémeas de

canarios-da-terra, Sicalis flaveola.

OOPG Valor
Aves nl
Média Desvio-padrdo Minimo Maximo de p?
Cativeiro
Machos 21 992 1.189 11 4.311
0,0967
Fémeas 5 58 2 145
Vida livre
Machos 9 610 981 25 2.983
0,3731
Fémeas 14 1.039 1.171 3 3.350
Cativeiro e Vidalivre
Machos 30 878 1.128 11 4.311
0,7683
Fémeas 19 781 1.090 2 3.350

INUmero de animais.
2Teste t de Student com intervalo de confianga de 95%.

6.1.5. Diferenca em relacdo a origem das aves

N&o foi observada diferenca significativa nas contagens de OOPG (P=0,6689)

de canario-da-terra, S. flaveola, quanto a origem das aves se de cativeiro ou de vida

livre (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia de oocistos por grama de fezes (OOPG) em relacéo a origem

de Canarios-da-terra, Sicalis flaveola.

OO0OPG Valor
Aves nt
Média Desvio-padrdo Minimo Maximo de p?
Cativeiro 30 862 1054 2 4311
0,6689
Vida livie 30 985 1125 3 3377

'NUmero de animais.
2Teste t de Student com intervalo de confianca de 95%.

6.2. FREQUENCIA
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Em 14 aves foram feitas analise morfol6gica de 514 oocistos presentes nas
fezes das aves de cativeiro e vida livre. Foram identificadas duas espécies de Isospora
ja relatadas com prevaléncia de 9 % para I. sicalisi e 47 % para |. cetasiensis e 7 %
para uma nova espécie denominada Isospora bertoi. Foi observado também 37 % de
oocistos do género Eimeria, também sem relato na literatura e aqui denominada

Eimeria flaveola. (Tabela 5).
6.2.1. Isospora sicalisi

Foram identificados oocistos de I. sicalisi com prevaléncia de 32 % nas aves
de cativeiro e 1 % nas de vida livre. Nas aves de vida livre observou-se 2 % de oocistos
com granulo polar, caracteristica morfolégica ainda nédo relatada para a espécie
(Tabela 5).
6.2.2. Isospora cetasiensis

Foram diagnosticados oocistos de I. cetasiensis com prevaléncia de 68 % nas
aves de cativeiro e 39 % nas de vida livre. Nas aves de vida livre observou-se 2 % de
oocistos com granulo polar, caracteristica morfoldégica ainda néo relatada para a
espécie (Tabela 5).

6.2.3. Isospora bertoi (Descricdo no anexo I)

Foram diagnosticados oocistos de I. bertoi n. sp. com prevaléncia de 9 % nas

aves de vida livre. (Tabela 5).

6.2.4. Eimeria flaveola (Descrig&do no anexo lIl)

Foram diagnosticados oocistos de E. flaveola n. sp. com prevaléncia de 48 %

nas aves de vida livre. (Tabela 5).

6.2.5. Cryptosporidium spp. (Descri¢cdo no anexo lll)
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Das sete aves que apresentaram oocistos caracteristico de Cryptosporidium
spp., somente p6de ser confirmado através da PCR (Figura 6) o género em seis
destes, visto que um dos passaros foi vendido e néo foi possivel novas coletas para a
confirmagéo através da biologia molecular. Assim consideramos a frequéncia de

100% dos passaros desta loja como positivas para o parasita em pauta.

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose (1 %) com os produtos da nested PCR do
gene 18S rRNA de oocistos de Cryptosporidium. Controle positivo (C+); controle
negativo (C-), amostras 1, 2, 3, 4, 5, 6 positivas e Marcador de peso molecular (MM).

A seta indica a posic¢éao relativa de um produto de PCR de aproximadamente 800 pb.



Tabela 5. Frequéncia de oocistos encontrados em canarios-da-terra Sicalis flaveola de cativeiro e vida livre.

OOCISTOS
AVES nt Isospora sicalisi Isospora cetasiensis Isospora bertoi Eimeria flaveola
sem GP? com GP sem GP com GP nova especie nova espeécie
Cativeiro
1 22 100% 0% 0% 0% 0% 0%
6 18 28% 0% 72% 0% 0% 0%
11 18 17% 0% 83% 0% 0% 0%
12 16 38% 0% 62% 0% 0% 0%
18 16 6% 0% 94% 0% 0% 0%
21 15 0% 0% 100% 0% 0% 0%
26 15 7% 0% 93% 0% 0% 0%
TOTAL 120 32% 0% 68% 0% 0% 0%
Vida Livre
3 13 0% 8% 92% 0% 0% 0%
8 22 0% 0% 100% 0% 0% 0%
13 58 0% 0% 97% 3% 4% 0%
17 22 14% 27% 36% 23% 0% 0%
20 223 0% 0% 0% 0% 12% 72%
21 13 0% 0% 100% 0% 0% 12%
29 43 0% 0% 100% 0% 0% 0%
TOTAL 394 1% 2% 39% 2% 9% 48%
TOTAL GERAL 514 8% 1% 46% 1% 7% 37%

NUmero de oocistos.
2Granulo polar.
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6.3. MORFOMETRIA
6.3.1. Sicalis flaveola de cativeiro
Para as aves de cativeiro foi possivel aferir os dados morfométricos de

oocistos esporulados, esporocistos, corpo de Stieda e Substieda. Estes dados podem

ser visualizados na Tabela 6.

Tabela 6. Morfometria em micrébmetros de oocistos esporulados de espécies de

Isospora isoladas em fezes de canario-da-terra Sicalis flaveola de cativeiro.

MEDIDAS CATIVEIRO

nt Isospora sicalisi N Isospora cetasiensis
Oocisto
Diametro maior 25 26,84+2,38 (23,21-32,68) 99 22,37+1,44 (19,04-27,72)
Diametro menor 25 25,08+2,41 (21,34-31,38) 99  21,20+1,36 (18,7-24,88)
indice morfométrico 25 1,07+0,06 (1,00-1,24) 99 1,06+0,05 (1,00-1,39)
Parede 25 1,19+0,20 (0,84-1,56) 54 1,04+0,11(0,80-1,44)
Esporocisto
Diametro maior 42 17,54+1,40 (15,23-21,57) 136 15,63+1,13 (11,07-18,73)
Diametro menor 42 12,14+1,20 (10,41-16,56) 136 10,80+0,80 (9,05-14,44)
Corpo de Stieda
Largura 34 2,15+0,53 (1,22-4,38) 57 2,04+0,37 (1,34-2,96)
Altura 34 1,11+0,35 (0,45-2,68) 57 0,94+0,20 (0,60-1,54)
Corpo de Substieda
Largura 32 4,54+0,72 (2,37-5,88) 24 2,93+0,97 (2,10-6,23)
Altura 32 2,73+0,46 (1,09-3,48) 24 1,77+0,67 (1,03-3,88)

INUmero de oocistos mensurados.

6.3.2. Sicalis flaveola de Vida livre

Para as aves capturadas de vida livre foi possivel observar alguns oocistos
com a presenca de granulo polar em I. sicalisi e |. cetasiensis. Esta caracteristica
morfologica foi também observada em I. bertoi n sp.. Os dados morfométricos de
oocistos esporulados, esporocistos, corpo de Stieda e Substieda e granulo polar das
trés espécies de Isospora isoladas em fezes de canéario-da-terra, de vida livre podem

ser visualizados nas Tabela 7. Os mesmos dados morfométricos observado em
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Isospora exceto corpo de Substieda, além das medidas de residuo do esporocisto,
esporozoita, nucleo e corpo refratil referentes a E. flaveola n sp. estdo descritas na
Tabela 8.

6.3.3. Frequéncia na distribuicdo de oocistos esporulados de Isospora sicalisi

Oocistos de |I. sicalisi, apresentaram maior frequéncia e consequentemente
uma maior tendéncia a terem suas dimensodes entre 25 a 26 um de diametro maior e
23 a 25 um de diametro menor (Figura 7a, b) e indice morfométrico entre 1,0 e 1,1
mostrando uma alta tendéncia de os oocistos desta espécie possuirem forma esférica

a subesférica (Figura 7c).

6.3.4. Distribuicdo das dimensdes dos oocistos esporulados de Isospora sicalisi

Foi verificado que na regressao linear simples os pontos apresentaram-se
préximos da reta com valor de R? maior que 0,5, caracterizando que 0S 00cCistos
morfologicamente semelhantes a 1. sicalisi, apresentam também semelhancas

morfométricas, confirmando o diagndstico da espécie (Figura 8).
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Tabela 7. Morfometria em micrémetros de oocistos esporulados de espécies de Isospora isoladas em fezes de canario-da-terra
Sicalis flaveola de vida livre.

VIDA LIVRE
MEDIDAS Isospora sicalisi Isospora cetasiensis Isospora bertoi
n! Sem GP? N Com GP n Sem GP N Com GP n nova espécie
Oocisto
Diametro maior 2 26,21#0,97 (25,24-27,18) 6 26,44+0,67 (25,31-27,40) 75  22,50+1,48 (18,66-26,58) 7 21,48+1,51 (19,23-23,45) 32 23,61+1,20 (21,14-26,54)
piémetro menor 2 24,50+2,53 (21,97-27,03) 6 24,14+0,72 (22,79-25,22) 75 21,29+1,62 (17,80-25,33) 7 20,90+1,36 (18,66-22,70) 32 22,04+1,24 (19,41-24,56)
indice morfométrico 2 1,08+0,07 (1,01-1,15) 6  1,10+0,05 (1,00-1,17) 75 1,06+0,05 (1,0-1,26) 7 1,030,02 (1,00-1,06) 32 1,07£0,05 (1,00-1,20)
Parede - - 1 0,96 17 1,190,13 (0,92-1,39) 3 1,29+0,07 (1,2-1,36) 18 1,12+0,10 (0,92-1,29)
Esporocisto
Diametro maior 4 17,59+0,77 (16,32-18,29) 9 16,48+0,81 (15,23-17,76) 116  15,01#1,07 (10,42-17,92) 8 15,12+0,86 (13,85-16,52) 37  16,17+1,25 (13,61-17,86)
Diametro menor 4 11,50+0,65 (10,92-12,53) 9 11,63+0,74 (10,55-13,16) 116 10,58+0,73 (9,08-13,68) 8 10,30+0,58 (9,60-11,32) 37 10,0740,71 (8,94-12,43)
Corpo de Stieda
Largura 1 1,99 3 2,30+0,66 (1,61-3,19) 13 2,23+0,39 (1,49-2,9) 1 2,70 - -
Altura 1 0,93 3 0,93%0,22 (0,61-1,1) 13 0,88+0,11 (0,6-1,03) 1 1,17 - -
Corpo de Substieda
Largura 1 3,46 2 4,17+0,87 (3,30-5,04) 6 2,83:0,28 (2,35-3,18) 1 3,00 - -
Altura 1 1,93 2 2,34%0,43 (1,91-2,76) 6 1,5620,10 (1,39-1,68) 1 1,62 - -
Granulo Polar
Diametro maior - - 2 3,64%1,32 (2,32-4,95) - - 3 2,55$0,22 (2,18-2,74) 24 2,96+0,59 (1,90-4,06)
Didmetro menor - - 2 1,87+1,02(0,85-2,89) - - 3 2,00£0,49 (1,36-2,73) 24 2,23:0,63 (1,12-3,64)

INUmero de oocistos mensurados
2Granulo polar



Tabela 8. Morfometria em micrémetros de oocistos esporulados de Eimeria flaveola n

sp. isoladas em fezes de canério-da-terra Sicalis flaveola de vida livre.

Medidas nt Eimeria flaveola n. sp.
Oocisto
Diametro maior 150 22,67+£1,57 (18,47-26,48)
Diametro menor 150 21,19+1,42 (16,69-24,91)
indice morfométrico 150 1,07+0,05 (1,00-1,25)
Granulo polar
Diametro maior 71 2,94+0,44 (1,83-3,96)
Diametro menor 71 2,13+0,55 (1,20-3,68)
Esporocisto
Diametro maior 104 14,24+1,71 (9,02-19,33)
Diametro menor 104 9,98+1,02 (6,80-12,87)
indice morfométrico 104 1,43+£0,16 (0,74-2,11)
Residuo do esporocisto
Diametro maior 04 5,98+0,66 (5,12-6,82)
Diametro menor 04 5,67+0,47 (5,15-6,20)
Corpo de Stieda
Largura 3 1,40+0,26 (1,19-1,77)
Altura 3 0,59+0,12 (0,50-0,76)
Esporozoito
Diametro maior 1 11,53
Diametro menor 1 2,84
Nucleo
Diametro maior 1 2,04
Diametro menor 1 1,91
Corpo refratil
Diametro maior 2 3,66+0,50 (3,16-4,15)
Diametro menor 2 3,14+0,72 (2,42-3,85)

INUmero de oocistos mensurados
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Figura 7. Histogramas das dimensdes dos oocistos esporulados de Isospora sicalisi:

didmetro maior (a), diametro menor (b) e indice morfométrico (c).
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sicalisi.

6.3.5. Frequéncia na distribuicdo de oocistos esporulados de Isospora

cetasiensis

Oocistos de I. cetasiensis, apresentam maior frequéncia e consequentemente
maior tendéncia a possuirem 21 a 23 pum de diametro maior e 20 a 22 um de diametro
menor (Figura 9a, b). No histograma de indice morfométrico, observa-se que a maioria
dos oocistos estdo inseridos entre os valores de 1,0 a 1,1 o que caracteriza a

tendéncia de os oocistos terem a forma esférica a subesférica (Figura 9c).

6.3.6. Distribuicdo das dimensdes dos oocistos esporulados de Isospora

cetasiensis

Os oocistos de |. cetasiensis possuiram certa proporcionalidade entre as
dimensdes de diametro maior e menor, uma vez que, a regressao linear resultou em

um valor de R? acima de 0,5 (Figura 10).
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6.3.7. Frequéncia na distribuicdo de oocistos esporulados de Isospora bertoi

Analisando a Figura 11 que se refere aos histogramas das mensuragdes dos
oocistos de Isospora bertoi n. sp., observa-se que as frequéncias nas classes
aumentaram e diminuiram indicando que as medidas dos oocistos estdo em menor
guantidade nos limites dos valores e em maior quantidade nos valores medianos e,
portanto, pode ser caracterizada apenas uma espécie nos oocistos mensurados.

Para I. bertoi n. sp. observa-se que 0s oocistos apresentam maior tendéncia
a possuirem 23,8 a 24,7 um de DM e 22 a 23 um de dm (Figura 11a, b), uma vez que
se obteve maior frequéncia de oocistos nestas classes de valores. No histograma de
IM (Figura 11c) nota-se que as frequéncias sdo maiores nas trés primeiras classes de
valores inferiores e diminuem consideravelmente nas classes de valores superiores.
Este resultado sustenta a alta tendéncia de os oocistos dessa espécie possuirem

forma esférica a subesférica, ou seja, IM entre 1,0 a 1,1.
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6.3.8. Distribuicéo das dimensdes dos oocistos esporulados de Isospora bertoi

Na regressao linear das dimensfes dos oocistos de |. bertoi n. sp. obteve-se
valor de R? préximo de 0,5 (Figura 12). Neste sentido, pode-se afirmar que a espécie
ndo é polimérfica, porém houve algumas variacbes de dm sobre DM que

impossibilitaram estabelecer um padrdo para a espécie.
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Figura 12. Regresséo linear das dimensfes dos oocistos esporulados de Isospora

bertoi n. sp.

6.3.9. Frequéncia na distribuic&o de oocistos esporulados de Eimeria flaveola

Nos histogramas (Figura 13a, b) de diametro maior (DM) e diametro menor
(dm), observa-se que os oocistos possuem maior frequéncia entre os valores de 22,5
a 23,5 um de DM e 20,7 a 21,7 um de dm e no histograma (Figura 13c) de indice

morfométrico maioria dos oocistos estao inseridos entre os valores de 1,0 a 1,1.
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6.3.10. Distribuicdo das dimensfes dos oocistos esporulados de Eimeria

flaveola

A regresséo linear das dimensdes dos oocistos esporulados de Eimeria
flaveola n. sp. pode ser visto na Figura 14.
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y =0,7013x + 5,2915
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[ J
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Figura 14. Regresséao linear das dimensdes dos oocistos esporulados de Eimeria
flaveola n. sp.

6.4 MORFOLOGIA

Os oocistos esporulados da espécie |. sicalisi encontrados no presente estudo
foram caracterizados como subesférico a elipséide, parede lisa e dupla. Micrépila e
residuo do oocisto estdo ausentes. Granulo polar ausente na maior parte dos oocistos
(Figura 15a, b), mas em alguns oocistos de aves de vida livre, foi observado a
presenca de granulo polar elipsoidal (Figura 15c, d). Esporocistos sdo elipsoidais.
Corpo de Stieda possui formato tipo botdo e corpo de Substieda é trapezoidal.
Residuo do esporocisto é composto de granulos esféricos espalhados e de diferentes

tamanhos. Esporozoitas séo vermiformes com um corpo refréatil e um ndcleo.
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Figura 15. Micrografia 6tica de oocistos esporulados de Isospora sicalisi sem granulo
polar (A e B) isolados de fezes de canario-da-terra, Sicalis flaveola, de cativeiro e vida
livre e com granulo polar (C e D) isolados de fezes de S. flaveola de vida livre. Seta

indica o granulo polar. Barra: 10 um.

Os oocistos esporulados da espécie |. cetasiensis também possuem formato
subesfeérico a elipsoidal, parede lisa e dupla. Micropila e residuo do oocisto estdo
ausentes. Assim como na espécie descrita anteriormente, o granulo polar esta
ausente na maioria dos oocistos (Figura 16a, b), mas foi visualizado um granulo polar
subesférico a elipsoidal em alguns oocistos isolados das fezes de aves de vida livre
(Figura 16c, d). Esporocistos sdo ovoides. Corpo de Stieda possui formato tipo botéao

e corpo de Substieda é arredondado. Residuo do esporocisto € composto de muitos
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granulos arredondados e dispersos de variados tamanhos. Esporozoitas sé&o

vermiformes com um corpo refratil e um nucleo.

Figura 16. Micrografia Otica de oocistos esporulados de Isospora cetasiensis sem
granulo polar (A e B) isolados de fezes de canério-da-terra, Sicalis flaveola, de
cativeiro e vida livre e com granulo polar (C e D) isolados de fezes de S. flaveola de

vida livre. Seta indica o granulo polar. Barra: 10 pm.
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7. DISCUSSAO

O diagnostico de coccidiose através da dimensao e morfologia dos oocistos
requer treinamento, além de ser uma técnica demorada. Para Dolnik et al., (2010), a
avaliacdo de fezes para evidéncia de parasitas em pequenas aves é um desafio, por
isso, no presente estudo, os coccidios foram diagnosticados e comparados em
detalhes com espécies de coccideos ja relatados em Sicalis flaveola, visto que ha
poucos estudos relacionados a coccidios nesse passaro. Além da comparagdo com
as duas espécies ja existentes de coccideos nessa ave, outras comparagdes foram
realizadas com os parasitas de aves passeriformes do Novo Mundo também
pertencentes a familia Emberizidae, ja que, segundo Berto et al. (2009), existe maior
probabilidade de transmissdo de coccidios entre aves simpatricas.

Em relacéo ao sexo das aves, ndo foram observadas diferencas significativas
na contagem de OOPG de canario-da-terra, ao analisar sua relagcdo com o dimorfismo
sexual, tanto em cativeiro (Tabela 1), quanto de vida livre (Tabela 2), ou mesmo
guando foram analisadas as frequéncias de todas as aves em um Unico grupo ou
isoladamente (Tabela 3). Resultados que podem ser comprovados através dos
estudos realizados por Brown et al (2010), os quais concluiram também que a
prevaléncia geral da infeccdo nédo parece ser influenciada pelo sexo do hospedeiro,
uma vez que a infecgéo é significativamente afetada pelo contato direto com as fezes,
tipo de alimentacédo, uso de parasiticidas, tipo de recinto e a frequéncia que ocorre a
limpeza das gaiolas. Ja em passaros de vida livre, a infec¢do pode ser influenciada
pela perda de habitats naturais, acumulo de populacdes, apreensdes ilegais,
disponibilidade de alimentos e abrigo (IUCN, 2002; FRIEND e FRANSON, 1999).

Além disso, no presente estudo, também ndo foram observadas diferencas
significativas nas contagens de OOPG (P=0,6689) de canario-da-terra, S. flaveola,
guanto a origem das aves, se de cativeiro ou de vida livre (Tabela 4). Pesquisas
realizadas por Costas et al. (2010) também demostraram que os animais de vida livre
e de cativeiro possuem comumente coccideos, nao relatando uma prevaléncia
significativa entre ambos. Outros autores, como Quiroga et al. (2000) e Mcquistion
(2000), relatam que os passeriformes de cativeiro e de vida livre podem ser infectados
por coccidios independentemente de sua origem. Porém, mesmo ndo apresentando

uma diferenca significativa em relacdo a origem, é fundamental conhecer o impacto
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sobre as infec¢gbes causadas em aves de vida livre, pois a morfologia dos oocistos
dessas aves ainda € pouco conhecida (GREINER, 2008).

O passaro Sicalis flaveola de cativeiro possui duas espécies de coccideos ja
descritas na literatura por Coelho et al. (2011), que sé&o; Isospora sicalisi e Isospora
cetasiensis. No trabalho de 2011 desses autores, foram capturados 26 passaros, em
que 69 % (18 aves de 26) dos animais apresentavam |. cetasiensis e 12 % (3 aves de
26) apresentavam |. sicalisi, tendo, assim, uma maior prevaléncia de |. cetasiensis nos
passaros. O presente trabalho realizou o estudo com 30 aves de cativeiro, que
apresentaram também uma maior prevaléncia para |. cetasiensis com 68 % e . sicalisi
com 32 % (Tabela 5), comprovando que a espécie |. cetasiensis é comumente mais
encontrada do que a . sicalisi em canario-da-terra de cativeiro.

Essas espécies, ja descritas na literatura, também foram encontradas nas 30
aves de vida livre mencionadas nesse trabalho, as quais representaram 39 % para |.
cetasiensis e 1 % para |. sicalisi (Tabela 5), mostrando, também, que ha uma maior
prevaléncia de |. cetasiensis em relacdo I. sicalisi em animais de vida livre. Desse
modo, houve a comparacdo de medidas morfométricas (diametro maior, diametro
menor do oocisto e esporocisto, largura e altura do Corpo Stieda e Corpo Substieda)
das espécies aqui citadas, com as medidas descritas por Coelho et al. (2011). Tais
dados apresentaram semelhanca, comprovando, realmente, a existéncia, em canario-
da-terra de cativeiro (Tabela 6), das duas espécies ja mencionadas. Além das
espécies mencionadas, foram encontradas espécies semelhantes a essas, mas com
uma caracteristica diferente, presenca de granulo polar, visto que essas
peculiaridades nao foram descritas por Coelho et al. (2011). Desse modo, nao foi
possivel determinar se tais caracteristicas sdo um diferencial das espécies ja descritas
ou uma variacao fenotipica (Tabela 5; Figura 15 e 16).

Outras duas novas espécie foram encontradas, nomeadas de Isospora bertoi
e Eimeria flaveola. A Isospora bertoi apresentou 9 % de oocistos (Tabela 5) nas
amostras, apresentando morfologia e morfometria diferente das outras ja descritas por
Coelho et al. (2011), além de outras espécies de coccidios em diferentes familias da
ordem passeriformes do Novo Mundo (E. hochatownensis, E. atlapetesi, E.
divinolimai, E. sicki). As diferencas nas caracteristicas morfolégicas desse coccidio
foram significativas o suficiente para atribui-las como uma nova espécie. Desta forma,

€ possivel afirmar que um padréo pode ser estabelecido para ela.
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As descri¢cdes do género Eimeria na ordem Passeriformes séo escassas. De
acordo com (DUSZYNSKI et al., 1997), uma nova espécie de coccidio precisa ser
comparada em detalhes com espécies de coccidios que possuam caracteristicas
similares e pertencam a mesma familia do hospedeiro, por isso, a espécie encontrada
de Eimeria foi comparada com 12 espécies de Eimeria spp. descritas na literatura,
com caracteristicas morfolégicas e morfométricas. Destas, oito (E. balozeti, E. anili, E.
malaccae, E. depuytoraci, E. paradisaeai, E. saubenovae, E. lucknowensis, E.
roscoviensis), foram encontradas em aves passeriformes pertencentes a diferentes
familias encontradas no Velho Mundo, sendo todas elas comparadas
morfologicamente e morfométricamente com a nova espécie encontrada, mostrando
gue tais espécies sdo diferentes da Eimeria flaveola. As outras quatro espécies
restantes do Novo Mundo (E. hochatownensis, E. atlapetesi, E. divinolimai e E. sicki)
BERTO et al.,, 2008; BERTO et al., 2009; SORIANO-VARGAS et al., 2015, 2017,
MCALLISTER e HNIDA, 2019), também serviram para a diferenciacdo da nova
espécie. Apenas uma foi descrita na familia Emberizidae, em que S. flaveola esta
inserido. Tal espécie, chamada de Eimeria atlapetesi, foi descrita em Atlapetes
pileatus Wagler no México, apresentando oocistos (16,5 x 14,1 um) e esporocistos
(9,0 x 5,4 um) elipsoides e menores dos descritos em Eimeria flaveola oocistos
(18,47x 26,48 um) e esporocistos (9,02x19,33) ovoéides. Além disso, a espécie E.
atlapetesi possui corpo de Stieda, que varia de achatado a formato de meia-lua, e
possui corpo de Substieda, diferente da E. flaveola, que possui Stieda em forma de
botdo, auséncia de Substieda (tabela 8), granulo polar e residuo do esporocisto.
Segundo Fortes (2004), as caracteristicas de uma espécie sdo essenciais para a
identificacdo. Na Tabela 5, ela apresenta maior prevaléncia (48%) do que Isospora
bertoi.

Além dos coccideos de Isospora e Eimeria, encontrou-se Cryptosporidium,
outro coccidio que estd presente em aves de diversos continentes (RYAN, 2009),
guatro espécies ja foram descritas e 21 genotipos. Mais de 30 aves ja foram
diagnosticadas com algum tipo de genétipo de Cryptosporidium (RYAN, 2010). Além
disso, um gendtipo 1l foi sugerido como uma nova espécie nomeada de
Cryptosporidium proventriculi.

As técnicas comuns usadas para diagnosticar infec¢cdo de Cryptosporidium
spp. sdo andlise microscopica e n-PCR. Conforme discutido por Nakamura et al.

(2009), fazer a PCR em amostras previamente positivas pela microscopia implica em
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menor custo (JEX et al., 2008). No presente trabalho, foram usadas as técnicas
descritas pelos autores acima, em que foi possivel observar, microscopicamente,
pequenos oocistos em 7 aves cativas de uma loja que comercializava passaros que,
apos coloracao pela técnica de Ziehl Neelsen, confirmou-se diagnéstico do género
Cryptosporidium. Através de PCR e sequenciamento, a espécie Cryptosporidium galli
foi encontrada em todas as amostras, e uma das aves estava com infeccdo mista,
sendo também detectada a espécie Cryptosporidium andersoni.

Dentre os resultados obtidos através da biologia molecular, a espécie de
Cryptosporidium galli prevaleceu em 100% das amostras examinadas, (Figura 6),
positividade alta, porém o namero de amostras coletadas e analisadas foi baixo,
dificultado a comparacdo de prevaléncia com a maioria dos estudos de
Cryptosporidium em aves. Apenas C. baileyi e C. galli, foram identificadas em Sicalis
flaveola em estudos anteriores. Até o momento, a co-infeccdo de C. galli e C.
andersoni ocorreu apenas em uma das aves deste estudo, embora monas nfeccbes
tenham sido encontradas em S. flaveola em estudos anteriores com outros
Cryptosporidium (NAKAMURA et al., 2009; SEVA et al., 2011; NAKAMURA et al.,
2014). Porém os C. andersoni s&o mais comuns em bovinos e humanos (CHALMERS
e KATZER, 2013; RYAN et al., 2014), tal contaminacédo em Sicalis flaveola pode ter
sido uma infeccdo real ou uma contaminacdo acidental por transporte mecanico,
porém ja foi relatada anteriormente na ave Podargus strigoides em um estudo
australiano (NG et al., 2006) e em um avestruz Struthio camelus de um zoologico no
sudoeste da Franca (OSMAN et al., 2017). Infec¢do evidencia que cuidados sanitérios
devem ser tomados, pois 0s passaros, na loja, estavam proximos a gaiolas de outra
aves e animais, o que pode ter contribuido para disseminacdo do mesmo. Tais aves
apresentavam sintomas como: penas arrepiadas e sujas de fezes, porém nao foi
possivel saber qual era o agente causador, pois essas aves que foram diagnosticas
com Cryptosporidium também apresentavam Isospora.

Para Berto et al. (2011b), os histogramas podem ser produzidos para
identificar espécies sem diferencas morfologicas, mas com possiveis tendéncias
morfométricas. Na Figura 7, observa-se os histogramas das dimensdes dos oocistos
esporulados de I. sicalisi. Na regresséo linear, avaliando as dimensdes de oocistos
esporulados de I. sicalisi., em que o valor calculado de R? foi maior que 0,5 e, sendo
assim, 0s pontos mantiveram-se proximos, como € possivel observar na reta de

regressao no grafico da Figura 8. Com isso, os resultados encontrados estdo em



73

concordancia aos obtidos por Berto et al. (2011b), que afirmam que poucas variagdes
ocorreram de dm sobre DM. O mesmo pode ser observado na regressao linear das
dimensdes de oocistos esporulados de Isospora cetasiensis (Figura 10).

Os oocistos e/ou esporocistos com indices de forma maiores que um devem
sempre ser descritos com atencdo a sua forma, segundo Berto et al., (2011b). Na
Figura 9c, pode-se observar que os indices aqui encontrados ficaram todos maiores
gue um. No IM, de acordo com observacgdes de (2016), a maior quantidade de valores
entre 1,0 e 1,1 pode ser explicada pela forma subesférica dos oocistos.

Os oocistos de |. cetasiensis possuiram certa proporcionalidade entre as
dimensdes de diametro maior e menor, uma vez que a regressao linear resultou em
um valor de R? acima de 0,5 (Figura 10). A andlise de regresséo linear de medidas de
parcelas de largura sobre comprimento de oocistos € um método estatistico ha muito
estabelecido que pode ser usado para relacionar medidas de oocistos da mesma ou
de diferentes espécies e hospedeiros (HAUCK e HAFEZ, 2012).

Os oocistos de |. cetasiensis, apresentam maior frequéncia e,
consequentemente, maior tendéncia a possuirem 21 a 23 um de diametro maior e 20
a 22 um de diametro menor (Figura 9a, b). Ja os oocistos de |. bertoi possuiram certa
proporcionalidade entre as dimensdes de diametro maior e menor (Figura 11). De
acordo com Coelho et al. (2011), o oocisto de Isospora sicalisi possui corpo de
Substieda trapezoidal, o que nao foi observado no de I. bertoi n. sp.

Quando se atenta a Figura 12, considera-se valor de R? préximo de 0,5 para
regressao linear das dimensdes dos oocistos esporulados de Isospora bertoi n. sp.
Nesse sentido, pode-se afirmar que a espécie ndo é polimérfica. Para Coelho et al.
(2011), por vezes, ocorrem ligeiras variacfes devido ao processo de esporulacéo e a
posicao dos oocistos que sdo examinados ao microscépio.

As frequéncias nas classes aumentam e diminuem gradativamente, indicando
que as medidas dos oocistos estdo em menor quantidade nos limites dos valores e
em maior quantidade nos valores medianos e, portanto, pode ser caracterizada
apenas uma espécie nos oocistos mensurados (Figura 13a). No histograma (Figura
13c), nota-se que as frequéncias sdo maiores nas primeiras classes de valores
inferiores e diminuem consideravelmente nas classes de valores superiores. De
acordo com Coelho et al. (2011), esse resultado sustenta a alta tendéncia de os
oocistos dessa espécie possuirem forma esférica a subesférica, ou seja, IM entre 1,0

a 1,1. A regressao linear das dimensfes de oocistos esporulados de Isospora
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cetasiensis possui certa proporcionalidade entre as dimensdes de DM e dm, uma vez
gue, segundo Berto et al. (2009), a regressao linear resultou em um valor de R2 acima
de 0,5 (Figura 14).
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8. CONCLUSAO

As andlises realizadas identificaram duas novas espécies de coocidios em
Sicalis flaveola de vida livre na cidade de Eugendpolis, sendo elas nhomeadas de
Isospora bertoi e Eimeria flaveola. Além disso, se observou que o sexo e a origem das
aves nao tém importancia quanto a frequéncia de coccideos em canario-da-terra, S.
flaveola, no entanto, ha uma maior circulacdo qualitativa de coccideos nas aves de
vida livre, inclusive com parasitismo de pelo menos trés espécies de Isospora e uma
espécie do género Eimeria.

Estudos bioldgicos, morfolégicos e moleculares sdo necessarios para
determinar se a presenca de granulo polar em oocistos morfologicamente
semelhantes a I. sicalisi e |. cetasiensis sdo caracteres de variacao intraespecifica ou
aspectos morfoldgicos de diferenciacéo interespecificas.

Embora com baixa frequéncia, o diagnéstico de C. andersoni em aves cativa,
acende um alerta para os cuidados sanitarios com que estas aves devem ser criadas
uma vez que esta espécie de coccideo é mais comum parasitando bovinos e

humanos.
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RESUMO

Uma nova espécie de coccidio (Protozoa: Apicomplexa: Eimeriidae) obtida do
tentilhdo de acafréo, Sicalis flaveola, é relatada no Brasil. Oocistos esporulados de
Isospora bertoi n. sp. sdo esféricas a subesféricas; 23,61+1,20 (21,14-26,54) X
22,04+1,24 (19,41-24,56) um; indice de forma de 1,07+0,05 (1,00-1,20) pum; com
parede lisa e bicamada, ~1,12 ym. Uma micrépila e um residuo de oocisto estao
ausentes, mas granulos polares estdo presentes. Os esporocistos sao elipsoidais
alongados, 16,17+1,25 (13,61-17,86) x 10,07+0,71 (8,94-12,43) um; indice de forma
de 1,61+0,12 (1,33-1,90). O corpo da Stieda € em forma de botdo; Corpo Substieda e
para-Stieda ausente. O residuo do esporocisto € compacto e composto por centenas
de granulos espalhados entre os esporozoitos. O esporozoito é claviforme com corpo

refratil posterior alongado e nucleo.

Palavra-chave: Isospora bertoi; oocistos esporulados, tentilhdo de acafrdo, coccidio
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INTRODUCAO

O canario-da-terra, Sicalis flaveola, € um passaro pertencente a ordem
Passeriforme e subordem Oscine, caracterizados por aves com dimensdes
diminutas e siringe mais complexa e desenvolvida, concedendo-lhes maior
capacidade e habilidade canora (SILVEIRA e MENDEZ, 1999). Espécie
principalmente granivora, inclui também em sua dieta, frutos e insetos que obtém no
solo, estrato herbaceo, galhos e folhagens de até cinco metros de altura (ZOTTA,
1940; DE LA PENA; PENSIERO, 2003; DE LA PENA, 2011). Sua distribuic&o
estende-se desde a América Central a América do Sul, com introducdo no Havai,
Panama, Porto Rico e Jamaica (RIDGELY e TUDOR 1989). Dentre as doencas que
acometem passaros, a coccidiose é considerada uma importante causa de enterite
e morte das espécies (DE FREITAS et al., 2003) e segundo GALLO et al., (2014),
diversas espécies de coccideos ocorrem em uma mesma espécie de ave e a maioria
dessas espécies ndo € patogénica, demonstrando a importancia nao apenas
quantitativa, mas também qualitativa de seu diagnostico (TEIXEIRA et al., 2014).

Até a presente data, duas espécies de Isospora foram descritas em S. flaveola
de cativeiro no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil e foram
identificadas como Isospora cetasiensis e Isospora sicalisi (COELHO et al., 2011). O
presente estudo descreve uma nova espécie de Isospora encontrada em S. flaveola

de vida livre com habitat na cidade de Eugendpolis no Estado de Minas Gerais, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras fecais foram coletadas de 30 aves capturadas em rede de neblina
ornitolégicas modelo “mist net” no municipio de Eugendpolis no Estado de Minas
Gerais, Brasil. Depois de capturadas, as aves foram alojadas por 24 horas em gaiolas
com agua e alimento ad libitum. As fezes presentes no fundo da gaiola foram
acondicionadas em tubos de 15 mL, identificadas, colocadas em caixa isotérmicas
com gelo e imediatamente transportadas ao Nucleo de Pesquisas Avancadas em
Parasitologia (NUPAP) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF). As fezes foram filtradas em gaze dupla, misturadas com dicromato de
potassio 2,5% (K2Cr207), colocadas em placa de Petri e incubadas a 23-28°C até que

70% dos oocistos estivessem esporulados. Oocistos foram recuperados pelo método


http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0123-30682017000200101&lang=pt&B43
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0123-30682017000200101&lang=pt&B43
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0123-30682017000200101&lang=pt&B6
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0123-30682017000200101&lang=pt&B6
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0123-30682017000200101&lang=pt&B5
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de flutuacdo Sheather com solucdo de sacarose e examinados microscopicamente
usando o método descrito por DUSZYNSKI e WILBER (1997). Observacbes
morfolégicas e mensuracdes, dadas em micrébmetros, foram feitas usando
microscoépio optico Eclipse i80 (Nikon, Japao). Fotomicrografias foram tiradas usando
camera digital Coolpix 5700 (Nikon, Japédo) e os desenhos foram feitos por meio de
sobreposicdo de imagens em diferentes focos com auxilio do software CoreDRAW
versado 2020. Intervalos de tamanho foram fornecidos entre parénteses, seguidos pela

média, desvio padrao e razdo morfométrica (comprimento/largura).

RESULTADOS

Trinta Canérios-da-terra de vida livre foram capturados e nas fezes de dois
destes passaros foram observados oocistos com caracteristicas morfoldgicas
diferentes de I. sicalisi e | cetasiensis. ApOs o quarto dia, mais de 70% destes oocistos

estavam com esporulacdo completa sob as condi¢cdes usadas nesse estudo.

Isospora bertoi

Hospedeiro-tipo: Sicalis flaveola Linnaeus (Aves: Passeriformes: Emberizidae)
Material-tipo: Fotosintipos e desenhos lineares de oocistos esporulados estéao
depositados e disponiveis (http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na Colecdo de
Parasitologia do Laboratério de Biologia de Coccidios, da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizado em Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.
Fotografias dos espécimes do hospedeiro tipo (simbiotipos) estdo depositadas na
mesma cole¢do. O numero do repositorio é P-126/2021.

Localidade-tipo: Eugendpolis (21°05'56" S e 42°11'13" O), Minas Gerais, Brasil.
Prevaléncia: 2/30 (6,7%)

Tempo de esporulacéo: 3 a 4 dias sob temperatura 23-28 °C.

Sitio de infeccdo: Desconhecido. Oocistos coletados de amostras fecais.

Etimologia: O nome especifico € derivado do ultimo nome do Professor Doutor Bruno
Pereira Berto do Departamento de Biologia Animal, Instituto de Ciéncias BiolOgicas e
da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, Rio
de Janeiro, Brasil, concedido em sua homenagem por descrever as duas espécies de

Isospora de S. flaveola e diversas outras espécies de coccidios em aves.


http://r1.ufrrj.br/labicoc/colecao.html
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Descricao (Figuras 1 e 2)

Oocisto esporulado

Oocistos subesféricos a elipséides (n=32), 23,61+1,20 (21,14-26,54) x 22,041, 24
(19,41-24,56); com indice morfométrico de 1,07+0,05 (1,00-1,20). Parede dupla,
1,12+0,10 (0,92-1,29) de espessura (n=18), superficie externa lisa representando 2/3
da espessura total; Micropila e residuo do oocisto ausentes; 1-2 granulos polares de
variados formatos e tamanho podendo ser bilobado (n=24), 2,96+0,59 (1,90-4,06) x
2,23+0,63 (1,12-3,64).

Esporocisto e esporozoitos

Esporocistos em formato de elipsoide alongado e afinando em ambas extremidades
(n=37), 16,17+1,25 (13,61-17,86) x 10,07+0,71 (8,94-12,43) com indice morfométrico
de 1,61+0,12 (1,33-1,90); Corpo de Stieda presente em forma de botdo, Corpo de
Substieda e para-Stieda ausente. Residuo do esporocisto compacto, composto de
centenas de granulos espalhados entre os esporozoitos. Esporozoito claviforme com

um corpo refratil posterior alongado e um nucleo.
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Figura 1. Fotomicrografias de Isospora bertoi n. sp. encontrado em canario da terra

Sicalis flaveola de vida livre. Escalas: 10 um.
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Figura 2. Desenho esquematico de Isospora bertoi n. sp. encontrado em canario da

terra Sicalis flaveola de vida livre. Barra: 10 um.

DISCUSSAO

O coccidio do presente estudo foi comparado em detalhes com espécies de
coccidios ja relatados em Sicalis flaveola como sugerido por Duszynski e Wilber
(1997) para descri¢cado de uma nova espécie. Além disso, foi comparado com coccidios
parasitas de aves passeriformes do Novo Mundo também pertencentes a familia
Emberizidae, uma vez que € maior a probabilidade de transmissao de coccidios entre
aves simpatricas (CARVALHO-FILHO et al., 2005; BERTO et al., 2009).

Duas espécies de Isospora foram descritas em Sicalis flaveola (Saffron finch)
no Estado do Rio de Janeiro, Brasil (COELHO et al., 2011). Isospora cetasiensis difere
de I. bertoi n. sp. por ndo possuir granulo polar, seu esporocisto € ovoide com corpo
de Substieda arredondado e corpo residual difuso (Tabela 1). O oocisto de Isospora
sicalisi possui 0 maior tamanho (27,5 x 25,2 um) dentre as espécies descritas em S.
flaveola e ndo possui granulo polar (Tabela 1). Possui corpo de Substieda trapezoidal
(Tabela 1) o que nédo foi observado na nova espécie descrita nesse trabalho e o
residuo do esporocisto € difuso, diferente do oocisto compacto de |. bertoi n. sp.

Em 1985, UPTON e colaboradores descreveram Isospora paroariae

encontrada em Paroaria coronata (Red-crested cardinal) na Argentina. Essa espécie
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além de possuir a parede do oocisto bem mais espessa do que a espécie descrita no
presente estudo, ndo possui granulo polar e seu esporocisto é ovoide com corpo de
Substieda proeminente.

Nas ilhas de Galapagos em 1988, Mcquistion e Wilson descreveram quatro
espécies de Isospora em Camarhynchus parvulus (Small tree finch) denominados
Isospora rotunda, Isospora fragmenta, Isospora exigua e Isospora temeraria. Todas
essas espécies descritas possuem parede simples e corpo de Substieda, 0 que as
tornam diferentes de I. bertoi n. sp.. Isospora exigua ndo possui granulo polar e seu
tamanho médio (20,4 x 20,1 pum) é menor do que |. bertoi n. sp.. Isospora fragmenta
e |. temeraria possuem granulos polares de formato diferente e em maior quantidade
guando comparada com a nova espécie de Isospora encontrada em Sicalis flaveola e
descrita neste estudo.

No ano seguinte os mesmos autores descreveram lIsospora geospizae em
Geospiza fuliginosa (Small ground finch) e Geospiza fortis (Medium ground finch)
também no arquipélago de Galapagos. O oocisto (15,5 x 14,5 um) e esporocisto (10
X 7,5 um) dessa espécie possuem um tamanho médio bem menor do que I. bertoi n.
sp. além do oocisto possuir parede simples e o0 esporocisto corpo de Substieda.

Ainda no arquipélago de Galapagos, MCQUISTION em 1990 descreveu
oocistos da espécie Isospora daphnensis em G. fortis. Esses oocistos além de
possuirem medidas médias (27,3 x 23,6 pm) maiores que |. bertoi n. sp. também
possuem a parede mais espessa (~1,5 um). O esporocisto é ovoide com corpo de
Stieda mamiliforme e corpo de Substieda pequeno.

Em 1997 na Venezuela, BALL e DASZAK descreveram oocistos de Isospora
tiaris em Tiaris fuliginosa (Sooty grassquit) com medidas médias (27,1 x 23,8 um)
maiores que I. bertoi n. sp. Os esporocistos sao ovoides com corpo de Substieda
proeminente e residuo difuso, caracteristicas que destoam dos oocistos descritos no
presente estudo.

Trés novas espécies de Isospora foram descritas em Sporophila caerulescens
(double-collared seedeater) por Carvalho-Filho em 2005 no estado do Rio de Janeiro,
Brasil. Os oocistos dessas espécies nomeados como Isospora sporophilae, Isospora
flausinoi e Isospora teixeirafilhoi sdo menores que os de I. bertoi n. sp.. Os
esporocistos dessas espécies possuem formatos diferentes dos relatados na nova

espécie de Isospora aqui descrita. Assim como 0S 00cistos, 0s esporocistos também
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possuem valores médios menores, com destaque para |. teixeirafilhoi que possuem
esporocistos bem pequenos (11,7 x 8,1 pum).

No ano seguinte Silva e colaboradores descreveram trés novas espécies de
Isospora encontradas em Oryzoborus angolensis (Lesser seed-finch) no estado de
Mato Grosso do Sul, Brasil. A parede do oocisto de Isospora curio € mais espessa
guando comparada com I. bertoi n. sp. e ndo possuem granulo polar. Os esporocistos
sdo ovoides e possuem tamanhos médios bem menores (13,2 x 10,9 um) que 0s
descritos em Sicalis flaveola da presente pesquisa e o residuo do esporocisto é difuso.
Os oocistos de Isospora braziliensis s&o menores (17,8 x 16,9 um) que os de |. bertoi
n. sp., assim como os esporocistos (13,2 x 10,8 um). A parede do oocisto é simples,
granulo polar ausente e residuo do esporocisto difuso. Os oocistos de Isospora
paranaensis também possuem parede simples e sua espessura média € de
aproximadamente 1,5 pum. Os esporocistos sdo ovoides e possuem corpo de
Substieda.

Em 2009, Berto e colaboradores descreveram trés novas espécies de Isospora
em Sporophila frontalis (Buffy-fronted seedeater) de Teresopolis, estado do Rio de
Janeiro, Brasil. Os oocistos (27,9 x 26,9 um) e esporocistos (19,6 x 11,1 ym) de
Isospora frontalis possuem tamanhos médios maiores que os encontrados em |. bertoi
n. sp. A parede do oocisto difere de I. bertoi n. sp. por ser mais espessa (~1,4 um) e
os granulos polares possuem formato de virgula. Outras caracteristicas como
presenca de corpo de Substieda e residuo do esporocisto difuso diferenciam essas
espécies. A espécie Isospora teresopoliensis difere de I. bertoi n. sp. pela falta de
granulo polar e pela presenca de corpo de Substieda e residuo do esporocisto difuso.
Os oocistos de Isospora chanchaoi diferem morfologicamente da espécie descrita na
presente pesquisa, com presenca de corpo de Substieda, esporocisto de formato
diferente e residuo do esporocisto compacto, porém com granulos de formato,
tamanho e distribuicéo distintos.

No mesmo ano, Balthazar e colaboradores descreveram a espécie Isospora
ticoticoi em Zonotrichia capensis (rufous-collared sparrow) também na cidade de
Teresopolis, Rio de Janeiro, Brasil. Ela possui corpo de Substieda
compartimentalizado e residuo do oocisto difuso, o que nao foi observado em I. bertoi
n. sp.

Oocistos de Isospora bocamontensis foram descritos em Gubernatrix cristata
(Yellow cardinal) por PEREIRA et al., (2011) na cidade de Santa Maria, Estado do Rio



102

Grande do Sul, Brasil. Os oocistos dessa espécie sdo consideravelmente maiores
(32,1 x 28,9 um) que os descritos em |. bertoi n. sp. além de possuirem parede mais
espessa (~1,5 um). Os esporocistos possuem um formato distinto do observado em I.
bertoi n. sp. e um corpo de Substieda proeminente o que néo foi observado na espécie
descrita neste estudo.

Em 2014, oocistos de Isospora nigricollis foram descritos em Sporophila
nigricollis (Yellow-bellied Seedeater) na cidade de Belo Horizonte, estado de Minas
Gerais, Brasil por Barreto (2014). Tanto os oocistos (18 x 17 pm) gquanto 0s
esporocistos (12 x 8 um) possuem dimensdes bem menores que as observadas em I.
bertoi n. sp.. Além disso, 0 oocisto ndo possui granulo polar e o esporocisto nao é
composto por residuo.

Baseado nas caracteristicas morfol6gicas e morfométricas, Isospora bertoi é
considerada como nova espécie para ciéncia, representando a terceira espécie de

Isospora descrita em Sicalis flaveola.

Tabela 1. Morfologia e morfometria de espécies do género Isospora encontradas em

canarios-da terra, Sicalis flaveola.

Espécies Isospora bertoi n. sp. Isos_porg IS.OSp.Orf
cetasiensis sicalisi
Hospedeiro Sicalis flaveola Linnaeus S'Ca.l's flaveola S'Ca.l's flaveola
(Familia) (Emberizidae) Linnaeus Linnaeus
(Emberizidae) (Emberizidae)
. . Coelho et al. Coelho et al.
Referéncias Presente Pesquisa (2011) (2011)
Oocisto
= Subesférico a Subesférico a Subesférico a
ormato N o oo
elipsoidal elipsoidal elipsoidal
Diametro maior 23,61+1,20 (21,14-26,54) 23,1 (19-27) 27,5 (25-29)
Diametro menor 22,04+1, 24 (19,41-24,56) 21,6 (19-26) 25,2 (22-28)
indice morfométrico 1,07+0,05 (1,00-1,20) 1,1(1,0-1,2) 1,1(1,0-1,2)
Dupla Dupla Dupla
Parede 1,12+0,10 (0,92-1,29) 1,0 (0,7-1,2) 1,1 (0,9-1,3)
Micropila Ausente Ausente Ausente
Granulo polar 1-2 Ausente Ausente
(formatos variados)
Residuo do oocisto Ausente Ausente Ausente
Esporocisto
Formato Elipsoide alongado Ovoide Elipsoide
Diametro maior 16,17+41,25 (13,61-17,86) 15,1 (13-19) 17,2 (15-19)
Diametro menor 10,07+0,71 (8,94-12,43) 10,9 (10-13) 11,7 (11-12)
indice morfométrico 1,61+0,12 (1,33-1,90) 1,4 (1,3-1,6) 1,5(1,3-1,6)
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Corpo de Stieda Botio Botao Botdo
(LXA) (2,5x1,0) (2,0x1,5)
Corpo de Substieda Ausente Arredondado Trapezoidal
(LXA) (2,5x1,5) (6,0x2,5)
Residuo do Granular Granular Granular
esporocisto Compacto Difuso Difuso
Esporozoito

Diametro maior - - -
Diametro menor - - -
Corpo refratil 1 1 1
Nucleo 1 1 1
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ANEXO Il

Uma nova espécie de Eimeria Schneider, 1875 denominada Eimeria flaveola
(Apicomplexa: Eimeriidae) de Canério-da-Terra, Sicalis flaveola
(Passeriformes: Emberizidae) do Brasil
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RESUMO

Eimeria flaveola do tentilhdo de acafréo, Sicalis flaveola (Passeriformes: Emberizidae)
foi descrita no Brasil. Os oocistos esporulados sdo subesféricos; 22,67+1,57 (18,47-
26,48) x 21,19+1,42 (16,69-24,91); indice de forma de 1,07+0,05 (1,00-1,25) um; com
parede lisa e bicamada, ~1,09 ym. Uma micrépila e um residuo de oocisto estdo
ausentes, mas um granulo polar esta presente. Os esporocistos sao ovoides,
14,24+1,71 (9,02-19,33) x 9,98+1,02 (6,80-12,87) um; indice de forma de 1,43+0,16
(0,74-2,11). O corpo da Stieda € em forma de botdo; Corpo Substieda e para-Stieda
ausente. O residuo do esporocisto € formado por uma massa compacta e

arredondada de granulos. O esporozoito é claviforme, com 11.

Palavra-chave: Eimeria flaveola; oocistos esporulados, tentilhdo de acafrédo, coccidio.
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INTRODUCAO

O tentilhdo acafrdo (Sicalis flaveola) € um dos iniUmeros exemplos de aves
pertencentes a ordem Passeriforme e subordem Oscine, medindo entre 11 e 15cm e
apresentando acentuado dimorfismo sexual (RIDGELY e TUDOR, 1989). Em relagao
ao seu comportamento alimentar, as S. flaveola brasiliensis sdo aves do campo
aberto e forrageiam proximo ao solo (SICK, 1997). Sdo encontrados em toda a
América do Sul em areas abertas com éarvores, incluindo pastagens, plantacfes e
fazendas (GWYNNE et al., 2010).

S&o poucos os relatos de coccideos do género Eimeria em passeriformes, no
entanto, desde 1893 ja havia descricdo deste género parasitando esta ordem de
passaros no Velho Mundo (LABBE, 1893 a,b). Nas Américas, o relato de
passeriformes infectados com coccideos deste género é mais recente (BERTO et al.,
2008; BERTO et al., 2009). Em canario-da-terra, Sicalis flaveola, ainda ndo foram
relatadas, até a presente data, a presenca de oocistos do género Eimeria, mas ha
relatos de péassaros da familia Emberizidae infectados com Eimeria atlapetesi
(SORIANO-VARGAS et al., 2017). O presente estudo descreve uma nova espécie de
Eimeria encontrada em S. flaveola de vida livre com habitat na cidade de Eugenépolis

no Estado de Minas Gerais, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras fecais foram coletadas de 30 aves capturadas em rede de neblina
ornitolégicas modelo “mist net” no municipio de Eugendpolis no Estado de Minas
Gerais, Brasil. Depois de capturadas, as aves foram alojadas por 24 horas em gaiolas
com agua e alimento ad libitum. As fezes presentes no fundo da gaiola foram
acondicionadas em tubos de 15 mL, identificadas, colocadas em caixa isotérmicas
com gelo e imediatamente transportadas ao Nucleo de Pesquisas Avancadas em
Parasitologia (NUPAP) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF). As fezes foram filtradas em gaze dupla, misturadas com dicromato de
potéssio 2,5% (K2Cr207), colocadas em placa de Petri e incubadas a 23-28°C até que
70% dos oocistos estivessem esporulados. Oocistos foram recuperados pelo método
de flutuacdo Sheather com solucéo de sacarose e examinados microscopicamente

usando o método descrito por Duszynski e Wilber (1997). Observagdes morfologicas
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e mensuracdes, dadas em micrémetros, foram feitas usando microscopio Optico
Eclipse i80 (Nikon, Japéo). Fotomicrografias foram tiradas usando camera digital
Coolpix 5700 (Nikon, Japao) e os desenhos foram feitos por meio de sobreposicao de
imagens em diferentes focos com auxilio do software CoreIDRAW versdao 2020.
Intervalos de tamanho foram fornecidos entre parénteses, seguidos pela média,

desvio padréo e razao morfométrica (comprimento/largura).

RESULTADOS

Dois dos trinta canarios da terra de vida livre examinados, eliminaram oocistos
de Eimeria sp. nas fezes. Inicialmente, os oocistos ndo estavam esporulados, mas
aproximadamente 70% dos oocistos esporularam no terceiro e foi verificado que no
quarto dia mais de 80% destes j& apresentavam esporulagdo completa sob as

condicfes usadas nesse estudo.

Eimeria flaveola

Hospedeiro-tipo: Sicalis flaveola Linnaeus (Aves: Passeriformes: Emberizidae)
Material-tipo: Fotosintipos e desenhos lineares de oocistos esporulados estdo
depositados e disponiveis (http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na Colecdo de
Parasitologia do Laboratorio de Biologia de coccideos, da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizado em Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.
Fotografias dos espécimes do hospedeiro tipo (simbiotipos) sdo depositadas na
mesma colecdo. O namero do repositério é P-125/2021.

Localidade-tipo: Eugenopolis (21°05'56" S e 42°11'13" O), Minas Gerais, Brasil.
Prevaléncia: 2/30 (6,7%)

Tempo de esporulagéo: 3 a 4 dias sob temperatura de 23 & 28 °C.

Sitio de infec¢do: Desconhecido

Etimologia: O nome especifico é derivado do nome da espécie do hospedeiro tipo.

Descricao (Figuras 1 e 2)

Oocisto esporulado

Oocistos subesféricos (n=150), 22,67+1,57 (18,47-26,48) x 21,19+1,42 (16,69-24,91);
com indice morfométrico de 1,07+0,05 (1,00-1,25). Parede dupla, 1,09+0,14 (0,77-

1,59) de espessura (n=90), superficie externa lisa representando 2/3 da espessura
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total; Microépila e residuo do oocisto ausente; 1 granulo polar esférico a subesférico
presente (n=71), 2,94+0,44 (1,83-3,96) x 2,13+0,55 (1,20-3,68).

Esporocisto e esporozoitos

Esporocistos ovoides (n=104) 4, 14,24+1,71 (9,02-19,33) x 9,98+1,02 (6,80-12,87);
com indice morfométrico de 1,43t0,16 (0,74-2,11) com extremidade final
arredondada; Corpo de Stieda (n=3) em forma de bot&o, 1,40+0,26 (1,19-1,77) de
largura x 0,59+0,12 (0,5-0,76) de profundidade. Corpo de Substieda e para-Stieda

ausente. Residuo do esporocisto (n=4) presente formando uma massa compacta de
granulos, 5,98+0,66 (5,12-6,82) x 5,67+0,47 (5,15-6,20). Esporozoito claviforme com
11,53 de comprimento e 2,84 de largura, com um corpo refratil (n=2) de 3,66+0,5
(3,16-4,15) por 3,14+0,72 (2,42-3,85) e um nucleo arredondado medindo 2,04 por
1,91.

Figura 1. Fotomicrografias de Eimeria flaveola n. sp. encontrado no canario da terra
Sicalis flaveola. Em A, esporozoito (seta); em B, granulo polar (seta); em C, residuo
do esporocisto (seta), granulo polar (asterisco) e parede dupla do oocisto (cabeca de
seta); em D, corpo de Stieda (seta); em E, residuos dos esporocistos (setas) e em F,

granulo polar (asterisco). Escalas: 10 um.
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Figura 2. Desenho esquematico de Eimeria flaveola n. sp. encontrado no canario da

terra Sicalis flaveola. Barra:10 um.

DISCUSSAO

As descricfes do género Eimeria na ordem Passeriformes sdo escassas. De
acordo com (DUSZYNSKI e WILBER, 1997), uma nova espécie de coccidio precisa
ser comparada em detalhes com espécies de coccidios que possuem caracteristicas
similares e pertencam a mesma familia do hospedeiro. Existem na literatura 12
espécies de Eimeria spp. descritas na ordem Passeriformes com caracteristicas
morfolégicas e morfométricas (LABBE, 1896; DUSZYNSKI et al., 1999; BERTO et al.,
2008; BERTO et al., 2009; SORIANO-VARGAS et al., 2015, 2017; McALLISTER e
HNIDA, 2019). Destas, oito foram encontradas em aves do Velho Mundo
(DUSZYNSKI et al., 1999) e quatro relatadas em aves do Novo Mundo (BERTO et al.,
2008; BERTO et al., 2009; SORIANO-VARGAS et al., 2015, 2017; MCALLISTER e
HNIDA, 2019). Além dessas, existe a Eimeria grallinida encontrada na ave Grallina

cyanoleuca em Victoria na Australia por (REECE, 1989) que relatou apenas estagios
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de desenvolvimento hepatico. Os oocistos esporulados tinham tamanho médio de
15x10 pm mas néao foram fornecidos dados morfologicos.

Em 2019, Mcallister e Hnida, em OKLAHOMA, Estados Unidos, descreveram
oocistos e esporocistos de Eimeria hochatownensis em Hirundo rustica da familia
Hirundinidae.como elipséides. A média do diametro menor (15,2 um) dos oocistos é
inferior ao relatado na presente pesquisa, 0 que justifica seu formato. Da mesma
forma, a média do diametro menor do esporocisto (6,5 pm) é a metade da média do
didmetro maior (12,8 um), o que caracteriza seu formato elipsoide diferente do
relatado em E. flaveola n. sp.. Possui granulos bilobados que variam de 1 a 3
diferenciando-se da presente espécie que possui um uUnico granulo polar simples.
Outras caracteristicas que distinguem essa espécie € o corpo de Stieda mamiliforme
e esporozoita sem ndcleo.

Apenas uma espécie foi descrita na familia Emberizidae, onde S. flaveola esta
inserido (SORIANO-VARGAS et al., 2015, 2017). Eimeria atlapetesi foi descrita em
Atlapetes pileatus Wagler no México sendo os oocistos (16,5 x 14,1 um) e
esporocistos (9,0 x 5,4 um) elipsoides e menores dos descritos em nossa pesquisa.
Possui corpo de Stieda que varia de achatado a formato de meia-lua e possui corpo
de Substieda, o que néo foi descrito neste trabalho. Além disso, 0 esporozoito nao
apresenta nucleo que esta presente em E. flaveola n. sp..

As outras duas espécies de Eimeria descritas também em aves do Novo Mundo
pertencem a familia Tyrannidae. Eimeria divinolimai foi encontrada em Casiornis rufus
(Vieillot) em Minas Gerais, Brasil (BERTO et al., 2008) e seu oocisto é diferente do
descrito neste trabalho porque é menor (17,84 x 15,90 um), sua parede dupla é mais
grossa (2,13 um), o corpo de Stieda € proeminente e o residuo do esporocisto é
granular, porém difuso. Além disso, o esporozoita ndo apresenta ndcleo. Eimeria sicki
foi descrita em Myiarchus ferox (Gmelin) no Rio de Janeiro, Brasil (BERTO et al., 2009)
e diferencia-se de E. flaveola n. sp. por serem oocistos bem maiores (30,3 x 28,5 um)
e nao possuirem granulo polar. Apesar do diametro menor do esporocisto possuir o
mesmo tamanho médio (10 um) dos encontrados na presente pesquisa, o diametro
maior possui média superior (18,4 um) o que caracteriza o formato elipsdide do
esporocisto diferente de E. flaveola n. sp. que tem caracteristica ovoide. Eimeria sicki
também se diferencia de E. flaveola n. sp. por ter o corpo de Stieda achatado e mais
largo (2,8 um), possuir corpo de Substieda proeminente, o residuo do esporocisto ser

difuso e o esporozoita ndo apresentar nucleo.



113

Devido a escassez de descricbes de parasitos eimerianos da familia
Emberizidae e do Novo Mundo, E. flaveola n. sp. também foi comparada com Eimeria
balozeti, Eimeria anili, Eimeria malaccae, Eimeria depuytoraci, Eimeria paradisaeai,
Eimeria saubenovae, Eimeria hochatownensis, Eimeria lucknowensis e Eimeria
roscoviensis de aves passeriformes pertencentes a diferentes familias e encontradas
no Velho Mundo.

Eimeria balozeti (YAKIMOFF e GOUSEFFE, 1938) foi encontrada na Russia
em Sturnus vulgaris Linnaeus da familia Sturnidae e seu oocisto é oval e nao
apresenta granulo polar. Além disso, o esporocisto ndo apresenta corpo de Stieda e
residuo, e 0 esporozoita ndo possui nucleo.

Eimeria anili (HALDAR et al., 1982) foi descrita na india em Sturnus contra
Linnaeus que pertence a mesma familia de S. vulgaris Linnaeus. O oocisto é oval com
tamanho médio do oocisto (15,7 x 12,8 um) e esporocisto (8,2 x 5,2 um) menor que
os relatados em E. flaveola n. sp.. Possui micrdpila, mas ndo possui granulo polar e o
esporozoita (7,0 x 1,7 um) € menor quando comparado ao do presente estudo e nao
possui nucleo.

Ainda na india, (CHAKRAVART e KAR, 1944) descreveram Eimeria malaccae
em Lonchura malacca (Linnaeus) da familia Estrildidae como oval com presenca de
micropila e auséncia de granulo polar. O corpo de Stieda é pontiagudo e o corpo de
Substieda possui formato de botéo. O residuo do esporocisto € difuso e o esporozoita
além de ser menor (8,3 x 2,1 um), ndo possui corpo refratil.

Eimeria depuytoraci (CERNA, 1976) foi encontrada na Republica Tcheca em
Sylvia curruca (Linnaeus) pertencente a familia Sylviidae. As dimensfes dos oocistos
(17-19 x 12-17um) e esporocistos (8,0-9,0) sdo consideravelmente menores que 0s
relatados em E. flaveola n. sp.. O corpo de Stieda do esporocisto € relatado pelo autor
como indistinto ndo sendo possivel sua visualizacdo no desenho esquematico. Os
esporozoitas ndo possuem nucleo e corpo refratil.

No ano seguinte em Papua Nova Guiné, (VARGHESE, 1977) descreveu
Eimeria paradisaeai em Paradisae raggiana Sclater da familia Paradisaeidae como
oocistos ovais com diametros, tanto de oocistos (30 x 26 pm) quanto de esporocistos
(17 x 6 um), superiores aos encontrados na presente pesquisa. O corpo de Stieda
encontrado no esporocisto é relatado como distinto, porém, no desenho esquematico,

se assemelha a forma achatada. Os esporozoitas ndo possuem nucleo.
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Eimeria saubenovae da familia Laniidae foi descrita em Lanius collurio
Linnaeus no Cazaquistdo por Dzerzhinskii e Kairullaev (1989). Os oocistos,
esporocistos e esporozoitas dessa espécie possuem dimensdes muito pequenas,
além de possuirem parede simples. Ndo possuem corpo de Stieda e residuo do
esporocisto.

Outras duas espécies do género Eimeria foram descritas em Motacilla alba
Linnaeus da familia Motacillidae. Eimeria lucknowensis foi encontrada por MISRA
(1946) na india como oocisto de formato oval sem granulo polar. Os esporocistos sdo
menores (8,5 x 6,0 um) dos encontrados em E. flaveola n. sp. e ndo possuem corpo
de Stieda. E 0 esporozoita além de ser menor (7 um) ndo possui corpo refréatil. Eimeria
roscoviensis LABBE (1893a, b;1896) foi relatada na Russia com oocistos e
esporocistos de formato piriforme. Esses oocistos (16-18 x 14-16 pm) s&o bem
menores dos encontrados na presente pesquisa além de possuirem uma
pseudomicropila e dois granulos polares. Nao foram fornecidos dados morfométricos
de esporocistos e morfologicos de esporozoitas.

Baseado nas caracteristicas morfologicas e morfométricas, consideramos E.
flaveola uma nova espécie para ciéncia. Ela representa a quinta espécie descrita em
aves passeriformes do Novo Mundo e também a segunda espécie descrita em ave da

familia Emberizidae.
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Tabela 1. Morfologia e morfometria comparativa de Eimeria spp. relatadas de aves passeriformes do Novo Mundo.

Espécies Eimeria flaveola h Eimeria . Eimeria atlapetesi* Eimeria divinolimai Eimeria sicki
ochatownensis
Hospedeiro Sica!is flaveola Hirundo rustica  Atlapetes pileatus Casio.rn.is rufus Myiarchug ferox
(Familia) Lmna_lelus .Llnna_le.us Waglgr (Vlelllpt) (Gmellm)
(Emberizidae) (Hirundinidae) (Emberizidae) (Tyrannidae) (Tyrannidae)
A : McAllister e Soriano-Vargas et Berto et al.
Referéncias Presente Pesquisa Hnida (2019) al. (2015, 2017) Berto et al. (2008) (2009)
Oocisto
Formato Subesferoidal Elipsoidal Elipsoidal Subesferoidal Esferoidal a
subesferoidal
Diametro maior 22,67+1,57 (18,47-26,48) 25,5 (20-30) 16,5 (15-20) 17,84+1,52 (15,61-20,00) 30,3 (29-32)
Diametro menor 21,19+1,42 (16,69-24,91) 15,2 (12-17) 14,1 (13-15) 15,90+0,99 (14,15-17,80) 28,5 (26-30)
indice morfométrico 1,0740,05 (1,00-1,25) 1,7 (1,5-2,0) 1,17 (1,1-1,3) 1,12+0,05 (1,01-1,20) 1,1 (1,0-1,2)
Parede Dupla Dupla Dupla Dupla Dupla
1,0940,14 (0,77-1,59) 1,0 (0,8-1,5) 1,0 (0,9-1,1) 2,13+0,16 (2,00-2,38) 1,3 (1-2)
Micropila Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Granulo polar _ Presente _ Bilobado Presente Present_e Ausente
(esférico a subesférico) (1 até 3) (Lou?2) (subesférico)
Residuo do oocisto Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Esporocisto
Formato Ovdide Elipsoide Elipsoide Ovéide Elipséide
Diametro maior 14,24+1,71 (9,02-19,33) 12,8 (10,0-16,0) 9,0 (8-9) 14,98+0,85 (13,81-16,19) 18,4 (18-19)
Diametro menor 9,98+1,02 (6,80-12,87) 6,5 (5,0-8,0) 5,4 (5,0-6,0) 7,50+0,44 (6,76-8,09) 10 (9-11)
indice morfométrico 1,4340,16 (0,74-2,11) 2,0 (1,6-2,3) 1,67 (1,5-1,9) - 1,8 (1,7-2)
. Botédo Mamiliforme Achatado a formato . Achatado
Corpo de Stieda (LXA) (1,40x0,59) (1,1x2.2) meia-lua (0,5x1,5) Proeminente (0,5%2,8)
. Retangular a .
g&r%) de Substieda Ausente Ausente arredondado Ausente Pr(oze;fr)](lg %r)]te
(1,0x2,0) e
Residuo do Granular C Granular Granular Granular Granular
esporocisto Compacto ompacto ou Compacto Difuso Difuso
irregular
Esporozoito
Diametro maior 11,53 - - - -
Diametro menor 2,84 - - - -
Corpo refratil 1 1 1 1 1
Nucleo Presente Ausente Ausente Ausente Ausente

*Qriginalmente descrita como Eimeria pileata (ver Soriano-Vargas et al., 2015); nome de substituicdo acima (ver Soriano-Vargas et al., 2017).
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Espécies Eimeria flaveola Eimeria balozeti Eimeria anili Eimeria malaccae Eimeria . Elm_erla . Eimeria Eimeria . E'm?”a .
depuytoraci paradisaeai saubenovae lucknowensis roscoviensis
. Sicalis flaveola Sturnus vulgaris ~ Sturnus contra  Lonchura malacca Sylvia curruca Paradisae Lanius collurio Motacilla alba Motacilla alba
Hospedeiro . . . ; ) h ) : :
(Familia) L|nna}e_us L|nna_eus Llnna_eus (L|nr_1a(_eus) (L|nn§eus) raggiana S(_:Iater L|nn_§eus L|nnqgus Llnnge_us
(Emberizidae) (Sturnidae) (Sturnidae) (Estrildidae) (Sylviidae) (Paradisaeidae) (Laniidae) (Motacillidae) (Motacillidae)
. Dzerzhinskii .

R . Yakimoff e Haldar et al. Chakravarty e Kar . : . Labbé (1893a,b;
Referéncias Presente Pesquisa Gouseffe (1938) (1982) (1944) Cerna (1976) Varghese (1977) e K(Téglglsaev Misra (1946) 1896)
Oocisto
Formato Subesferoidal Oval Oval Oval Esferoidal ou oval Oval Esferoidal Oval Piriforme

A . 22,67+1,57 Esferoidal: 13-14
Diametro maior (18,47-26.48) 19,52-30,60 15,7 (14,1-17,4) 26,8-30,9 Oval: 17-19 30,0 (28,0-31,0) 10,1 21,4-24,5 16,0-18,0
Diametro menor (1261'613_1'21";21) 17,08-26,60 12,8 (12,3-13,3) 16,4- 18,5 Oval: 12-17 26 (24 a 28) 10,1 17,4-18,8 14,0-16,0
P o 1,07+0,05 ) ) ) ) ) ) ) )
Indice morfométrico (1,00-1,25) 1 (0,70-0,87) 1-11

Dupla .
Simples
Parede 1,09+0,14 Dupla Dupla Dupla Dupla Dupla 05 Dupla Dupla
(0,77-1,59) '
Micrépila Ausente Ausente Presente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Pseudomicrépila
Presente Presente Presente
Granulo polar (esférico a Ausente Ausente Ausente (1ou?) Presente Presente Ausente 5
subesférico)

Residuo do oocisto Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Esporocisto
Formato Ovoide Ovoide Ovoide Ovoide Ovoide Ovoide Ovoide Ovoide Piriforme

A . 14,24+1,71
Diametro maior (9,02-19.33) 12,20-14,40 8,2 (7,3-9,1) 12,4 8,0-9,0 17,0 (14,0-18,0) 5,8 8,5 -

A 9,98+1,02 . . R -
Diametro menor (6,80-12,87) 7,20-8,54 5,2 (5,0-5,5) 10,3 6,0 2,9 6,0
P - 1,43+0,16
Indice morfométrico (0.74-2.11) - 1,2 - - - - - -
Corpo de Stieda Botéo . L - =
(LXA) (1,400,59) Ausente Presente Pontiagudo Indistinto Distinto Ausente Ausente Botéo
g&rﬁ()) de Substieda Ausente Ausente Ausente Botéao Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Residuo do Granular Granular Granular Granular Granular Granular Granular

; Ausente - Ausente

esporocisto Compacto Compacto Difuso Compacto Compacto Compacto Compacto
Esporozoito
Diametro maior 11,53 - 7,0 (6,7-7,3) 8,3 - - 2,9 7,0 -
Diametro menor 2,84 - 1,7 (1,7-1,7) 2,1 - - 1,45 - -
Corpo refréatil 1 1 1 Ausente Ausente 1 - Ausente -
Nicleo Presente Ausente Ausente Presente Ausente Ausente - Presente -
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RESUMO

Cryptosporidium € o protozoario mais comum que pode infectar uma ampla
variedade de animais, incluindo mamiferos e aves. Amostras fecais de canérios-da-
terra Sicalis flaveola provenientes de um estabelecimento comercial foram rastreadas
para presenca de Cryptosporidium pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada e nested
PCR do gene 18S rRNA seguido de sequenciamento do fragmento amplificado. Foi
identificado a espécie C. galli nos seis canarios-da-terra além de C. andersoni em uma
das aves caracterizando uma infecgdo mista. Apenas duas aves apresentaram penas
ericadas e sujas de fezes. Infeccdo concomitante com Isospora spp. foi observada em
todas as aves. Conclui-se que este € o terceiro relato de parasitismo por C. galli em

S. flaveola e que esta ave € uma possivel hospedeira de C. andersoni.

Palavra-chave: Cryptosporidium galli, Cryptosporidium andersoni, tentilhdo de

acafrdo, coccidio.
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INTRODUGCAO

Os protozoarios do género Cryptosporidium pertencem ao filo Apicomplexa,
classe Coccidea, ordem Eucoccidiorida e familia Cryptosporidiidae (FAYER, 2007).
Cryptosporidium € um dos mais importantes protozodrios parasitas que podem ser
transmitidos através da contaminacéo de alimentos e agua e é reconhecido como um
dos principais contribuintes para a morbidade e estima-se que cause uma perda global
anual de 13 milhGes de anos de vida ajustados por incapacidade (DALYs) (KHALIL et
al., 2018).

Cryptosporidium €& caracterizado por extensa variacdo genética e
patogenicidade. Até 0 momento, existem 44 espécies validas e cerca de 60 gendtipos
relatados em todo o mundo (CONDLOVA et al., 2018; HOLUBOVA et al., 2020; WANG
et al., 2017; XIAO et al., 2004). Existem 8 espécies de Cryptosporidium que infectam
aves: Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium baileyi, Cryptosporidium galli,
Cryptosporidium ornithophilus, Cryptosporidium proventriculi, Cryptosporidium avium,
Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium andersoni (RYAN et al., 2021, WANG et
al., 2021).

Cryptosporidium baileyi infecta o epitélio de uma grande variedade de 6rgaos,
como a traqueia e a bolsa de Fabricius, enquanto C. meleagridis esta localizada no
intestino delgado e ceco (ZHA E JIANG, 1994; BERMUDEZ et al., 1987).
Cryptosporidium galli causa alteracdes no proventriculo a medida que o parasita se
desenvolve nas células epiteliais deste 6rgdo e ndo afeta nem os intestinos nem o
trato respiratorio (PAVLASEK, 1999).

O objetivo do presente estudo foi identificar e caracterizar molecularmente
espécies de Cryptosporidium em amostras fecais de tentilhbes de acafrdo, Sicalis
flaveola, de uma fazenda comercial na cidade de Campos dos Goytacazes, estado do

Rio de Janeiro, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras fecais e método de Ziehl-Neelsen

Foram coletadas amostras fecais de seis canarios-da-terra, Sicalis flaveola,

adultos de um estabelecimento comercial na cidade de Campos dos Goytacazes, Rio
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de Janeiro, Brasil. As seis aves estavam em gaiolas separadas e todo conteudo fecal
depositado no fundo da gaiola durante o periodo de 24 horas foi coletado e
acondicionado em tudo coletor estéril. Os tubos foram identificados e transportados
em caixas isotérmicas com gelo ao Nucleo de Pesquisas Avancadas em Parasitologia
(NUPAP) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). Uma
parte do conteudo fecal foi examinada quanto a presenca de oocistos de
Cryptosporidium spp. por microscopia de esfregacos fecais corados pela técnica de

Ziehl-Neelsen modificada de acordo com Angus (1987).

Extracdo de DNA e nested PCR

Da outra parte do contetdo fecal foi extraido o DNA genémico usando o kit
DNA and Tissue (QIAGEN) com algumas modificagbes do protocolo do fabricante
(SANTIN et al., 2004). As amostras de DNA foram estocadas a -20°C e todas as
amostras foram submetidas a triagem de Cryptosporidium por meio da nested PCR
(n-PCR) para amplificagéo de fragmentos da subunidade 18S do gene rRNA (XIAO et
al., 1999, 2000), com sequenciamento subsequente de fragmentos amplificados. Os
iniciadores P1: 5-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3, P2: 5-
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3 e P3: 5-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3,
P4. 5-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3 foram usados para as reacdes primarias
(~1325 bp) e secundarias (~830 bp), respectivamente. Além disso foram utilizados
como controles positivos 0 DNA de Cryptosporidium parvum e negativa agua

ultrapura.

Sequenciamento e analise filogenética

O fragmento amplificado (~830 pb) resultante da reacdo secundaria da n-PCR
foi purificado, utilizando o kit “GFX PCR DNA band purification®” (GE Health Sciences,
Champain, IL, EUA), e sequenciado com o auxilio do kit DYEnamic®ET dye
terminador Cycle Sequencing® (GE Health Sciences, Champain, IL, EUA) no
sequenciador MegaBACE® (GE Health Sciences, Champain, IL, EUA). Reacdes de
sequenciamento foram realizadas no minimo trés vezes em ambas dire¢cdes com 0s
primers da reacao secundaria da n-PCR. A sequencia consensus foi analisada usando

o software CodonCode Aligner v.2.0.4 (CodonCode Corp., Dedham, MA) e alinhadas
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com sequencias de referéncia de Cryptosporidium publicadas no GenBank
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) usando o software MEGA X (Kumar et al.,
2018), pelo método Neighbor-Joining (SAITOU e NEI, 1987), apds estimativa da
distancia utilizando o modelo Kimura de 2 parametros (KIMURA, 1980). Todas as
posicdes contendo lacunas e dados ausentes foram eliminadas do conjunto de dados
(opgéo de exclusdo completa). Na construcdo da arvore filogenética, Eimeria tenella
(KT184354) foi utilizada como grupo externo. A confianca dos grupos foi avaliada por
valores de bootstrap usando 1000 réplicas.

As seguintes sequéncias foram usadas para construir a arvore filogenética:
MK311144 (C. baileyi) de Erythrura gouldiae, GQ227475 (C. baileyi) de Sicalis
flaveola, MK311145 (C. baileyi) de Carduelis psaltria, MK311141 (Aviaria genotipo 1)
de Serinus canaria, GQ227479 (gendtipo aviario I) de Serinus canaria, HM116381
(gendtipo aviario V) de Nymphicus hollandicus, DQ650341 (genétipo aviario 1) de
Eolophus roseicapilla, DQ002931 (gendtipo aviario 1) de Struthio camelus, HM116382
(C. meleagridis) de Columba liviagridis , HM116383 (C. meleagridis) de Bombycilla
garrulus, HM116384 (C. meleagridis) de Streptopelia orientalis, DQ650344 (gendtipo
aviario 1IV) de Zosterops japonica, MK311135 (C. proventriculi) de Poicephalus
gulielmi, MK311136 (C. proventriculi) de Agapornisico rosellis , GU816048 (C. galli) de
Sicalis flaveola, GU816049 (C. galli) de Saltator similis, GU816054 (C. galli) de
Sporophila angolensis, KT175411 (C. andersoni) de aguas residuais de matadouro,
MT648437 (C. andersoni) fr om Cygnus sp., KJ939306 (C. parvum) de Accipiter nisus,
MH636820 (C. parvum) de uma ave nao especificada, KU058877 (C. avium) de
Melopsittacus undulatus, KU058878 (C. avium) de Cyanoramphus novaezelandiae,
MN969963 (C. ornithophilus) de Nymphicus hollandicus e MN969962 (C

ornithophilus) isolado de Anser anser.
Numero de acesso as sequencias de nucleotideos

As sequencias de nucleotideos do gene 18S rRNA foram depositadas no
banco de dados GenBank sob os nimeros de acesso OM436006-OM436011 (C. galli)

e OM491513 (C. andersoni).

RESULTADOS
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Oocistos de Cryptosporidium foram detectados em todas as amostras fecais
através da analise microscopica dos esfregacos corados pela técnica de Ziehl Neelsen
(Figura 1).

A andlise molecular revelou amplificagdo do DNA de Cryptosporidium em
todas as amostras analisadas. Ao sequenciar o fragmento amplificado por n-PCR, a
espécie C. galli foi identificada em todas as amostras, mas em uma das aves foi
detectada uma infec¢cdo mista, pois em uma das corridas de sequenciamento foi
identificada a espécie C. andersoni. Os isolados de C. galli do presente estudo
compartilharam 99,71-100% de similaridade com outros isolados de C. galli de acordo
com a andlise nBlast, e o isolado de C. andersoni de uma das aves compartilhou 100%
de identidade com C. andersoni isolado de mamiferos e aves . A caracterizacéo
molecular das sete amostras de Cryptosporidium foi realizada com reconstrucdes
filogenéticas do gene 18S rRNA usando um total de 343 posi¢fes no conjunto de
dados final. A reconstrucéo filogenética de isolados de Cryptosporidium de S. flaveola
pode ser vista na Figura 2.

Os oocistos esporulados de C. galli (n=117) mediram em média 5,81+0,78
(3,97-8,09) por 4,86+0,66 (3,3-7,23) um com relacdo comprimento/largura de
1,20+0,12 (0,95-1,50). Nao foram mensurados oocistos de C andersoni. Na andlise
microscopica também foi detectado oocistos de Isospora spp.. Duas aves

apresentaram penas ericadas e sujas de fezes.
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Figura 1. Oocistos esporulados de Cryptosporidium galli corados pela técnica de Ziehl

Neelsen modificada. Barras: 5 um.
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Figura 2. Andlise filogenética de Cryptosporidium spp. usando método estatistico
Neighbor-Joining modelo Kimura-2 parametros baseado nas sequencias isoladas do
gene 18S rRNA de Cryptosporidium desse experimento e outras espécies de

Cryptosporidium.

DISCUSSAO

As técnicas comuns usadas para diagnosticar infeccdo de Cryptosporidium
sdo analise microscépica e n-PCR (JEX et al., 2008). Apesar da microscopia ser um
trabalho intensivo que demanda tempo e experiéncia, a extracdo de DNA das
amostras fecais de S. flaveola s6 foi realizada mediante microscopia prévia. Conforme
discutido por Nakamura et al. (2009), fazer a PCR em amostras previamente positivas

pela microscopia implica em menor custo, pois sdo reagentes caros. A microscopia €
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uma técnica barata e rapida; porém, nado identifica espécies de Cryptosporidium e &
menos sensivel e especifica. Diante disso, foi realizada a n-PCR por possibilitar a
identificacdo da espécie apos 0 sequenciamento do amplicon.

No presente estudo, identificamos apenas 2 das 8 espécies de
Cryptosporidium ja encontradas em aves. A positividade de 100% dos canarios-da-
terra, familia Emberizidae, foi alta, mas o numero de amostras coletadas e analisadas
foi baixo dificultando a comparacédo da prevaléncia com a maioria dos estudos de
Cryptosporidium em aves de cativeiro e silvestres. Um fator que pode interferir na taxa
de infeccéo por Cryptosporidium € a diferenca na idade dos animais (GRAAF et al.,
1999; NICHOLS, 2008), embora quase todos os relatos de infeccbes por
Cryptosporidium em aves de cativeiro ou selvagens ndo especifiguem a faixa etaria
dos animais examinados.

Silva et al. (2010) realizou um estudo onde foram coletadas 480 amostras de
fezes de passeriformes de Aracatuba, S&o Paulo. Dessas amostras, 105 estavam
positivas para Cryptosporidium sendo identificado por n-PCR e seguenciamento
apenas a espécie C. galli. Similarmente, Antunes et al. (2008), detectou a espécie C.
galli em todas as amostras estudadas através de analise molecular, sendo quatro
canarios (Serinus canaria) e oito calopsitas (Nymphicus hollandicus) de cativeiro.
Estes trabalhos corroboram com o presente estudo que detectou a espécie C. galliem
todas as amostras positivas por PCR.

O tamanho médio dos oocistos de C. galli obtidos no presente estudo foi
menor do que o tamanho médio de C. galli relatado por Ryan et al. (2003) e por Qi et
al. (2011). A coloracdo acido-resistente causa encolhimento e deformacdo dos
oocistos e isso poderia explicar o menor tamanho dos oocistos neste estudo em
comparacdo com outros estudos. Como os tamanhos dos oocistos de diferentes
espécies de Cryptosporidium sdo muito semelhantes, a morfometria dos oocistos por
si sO ndo é suficiente para distinguir as espécies, tornando necessarios estudos
moleculares para uma identificacao precisa.

Dentre as espécies/genotipos de Cryptosporidium em aves, apenas duas
espécies, nomeadas, C. baileyi e C. galli, foram identificadas em canarios-da-terra S.
flaveola em estudos anteriores (NAKAMURA et al., 2009; SEVA et al., 2011;
NAKAMURA et al.,, 2014). Nakamura et al. (2009) realizou um estudo com 966
amostras de fezes de aves pertencentes a 18 familias. Essas aves de cativeiro ou

selvagens eram provenientes de trés estados brasileiros: Goias, Parana e Sao Paulo.
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Em um exemplar de S. flaveola foi diagnosticado através de PCR e sequenciamento
do gene 18S rRNA, a espécie C. baileyi (GQ227475). Em 2012, Seva e colaboradores
analisaram 242 amostras fecais de aves selvagens apreendidas pela agéncia de
controle ambiental do Estado de S&o Paulo. Quatro S. flaveola estavam positivos para
Cryptosporidium sendo que trés aves albergavam a espécie C. galli (GU816048,
GU816069, HM126668) e uma a espécie C. baileyi (GU816042). Nakamura et al.
(2014) coletou um total de 1027 amostras fecais de aves das ordens Psittaciformes e
Passeriformes. Essas aves eram de cativeiro ou selvagens e provenientes da Divisao
Técnica de Medicina Veterinaria e Manejo da Fauna Silvestre — DEPAVE-3 de Séo
Paulo. Das 108 amostras positivas, 40 foram sequenciadas e uma delas era de S.
flaveola e estava positiva para C. galli através do sequenciamento da n-PCR (nimero
de acesso néo disponibilizado no GenBank). Mesmo a nossa pesquisa ser o terceiro
relato de diagndstico de C. galli em S. flaveola ainda se faz necessario mais estudo
sobre espécies ou genadtipos de Cryptosporidium que podem infectar essa espécie de
passeriformes.

Uma co-infeccdo de C. galli e C. andersoni ocorreu em uma das aves do
presente estudo, embora apenas mono infec¢des foram previamente encontradas em
S. flaveola em estudos anteriores (NAKAMURA et al., 2009; SEVA et al., 2011;
NAKAMURA et al., 2014).

De acordo com Maca e Pavlasek (2016), a criacdo intensiva de aves em
criadouros pode ser problematica, pois esta associada a um grande namero de aves
em uma area relativamente pequena, aumentando assim a possibilidade de doencas
bacterianas, virais e parasitarias e sua rapida dissemina¢do em comparacao com aves
selvagens. As aves do presente estudo viviam em gaiolas separadas, porém dispostas
no mesmo ambiente e préximas umas das outras. Assim como exposto por Nakamura
et al. (2014), isso pode resultar na disseminacdo da infeccdo por meio do contato
direto com fezes ou no transporte humano de oocistos durante o manejo rotineiro
relacionado a limpeza. Além disso, as gaiolas dos canarios-da-terra ficavam préximas
de gaiolas de aves de outras espécies o que pode contribuir para disseminacao
interespecifica de infeccdes por Cryptosporidium.

As infeccdes por C. galli, especificamente, estdo associadas a outros
patégenos (LINDSAY et al, 1991) e estas associacbes com outros agentes
patogénicos podem gerar perda de peso, claudicacdo, edema das articulacbes de

membros pélvicos e alta mortalidade em aves de cativeiro (ANTUNES et al., 2008).
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Apesar das aves do presente estudo estarem infectadas com oocistos de Isospora,
elas ndo demonstraram nenhuma dessas sintomatologias clinicas.

Devido a associacao de infeccdes por C. galli e Isospora nas aves do presente
estudo, ndo foi possivel determinar qual foi 0 agente responsavel pelas penas ericadas
e sujas de fezes observadas em duas das aves, uma vez que ambas infecgdes podem
ocasionar as caracteristicas observadas. Segundo Cox et al. (2001), em infec¢des
mistas, a carga de um ou ambos os agentes infecciosos podem ser aumentados, um
ou ambos podem ser suprimidos ou um pode ser aumentado e 0s outros suprimidos.

Passeriformes infectados por C. gali podem eliminar oocistos
intermitentemente por 12-13 meses (ANTUNES et al., 2008; SILVA et al., 2010). A
determinacao de eliminacdo intermitente e prolongada de oocistos de C. galli em
amostras fecais além de demonstrar que essa espécie causa infec¢do cronica em
aves, também mantém a espécie presente entre geracdes das aves pelo contato de
genitores e progénie. Diante disso, se faz necessario a ado¢do de medidas rigorosas
de manejo sanitario para prevenir a ocorréncia de infeccbes em criatdrios,
estabelecimentos comerciais e ONGs que recebem aves silvestres de apreenséo.

O isolado de C. andersoni de S. flaveola (Isolado 4b) se agrupou com os
outros isolados da mesma espécie de estudos anteriores (MT648437 e KT175411)
com alto suporte (80%) de bootstrap (Figura 2). O ramo da espécie C. andersoni se
agrupou com os isolados de C. galli que também é um parasita gastrico sugerindo que
essas duas espécies de Cryptosporidium sdo parentes préoximos. Cryptosporidium
andersoni é uma espécie encontrada principalmente em bovinos e humanos
(CHALMERS e KATZER, 2013; RYAN et al., 2014) mas ja foi relatada anteriormente
na ave Podargus strigoides em um estudo australiano (NG et al., 2006) e em um
avestruz Struthio camelus de um zooldgico no sudoeste da Franca (OSMAN et al.,
2017). Assim como relatado por Ng et al. (2006), ndo conseguimos determinar se a
presenca de oocistos de C. andersoni na amostra fecal das aves analisadas no
presente estudo foi devido a uma infeccao real ou a uma contaminacao acidental por
transporte mecanico, visto que as aves do presente estudo possuem estreito contato
com humanos. Além disso, os animais também podem ser infectados indiretamente
apos a ingestdo de &gua contaminada por Cryptosporidium. Diante do exposto,
estudos sdo necessarios para desvendar se aves sdo hospedeiras naturais ou apenas

portadoras de C. andersoni, uma vez que estudos ja relataram que uma espécie de
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Cryptosporidium pode ter um alcance de hospedeiro mais amplo do que originalmente
assumido (WIDMER e SULLIVAN, 2012).

Podemos concluir que alta carga parasitaria de C. galli em todos as aves desta
pesquisa determina que canario-da-terra, S. flaveola, é hospedeiro desta espécie de
protozoario, embora este seja o terceiro relato de parasitismo nesta espécie de
passaro. Além disso, S. flaveola pode contribuir para a manutencdo da infeccéo
intraespecifica e interespecifica em ambientes com grande namero de aves. Também
podemos concluir que C. andersoni parasita S. flaveola, no entanto, a baixa
prevaléncia em nossos estudos e 0s poucos relatos desta espécie de coccideo em
aves nao permite inferir que esta espécie de passeriforme seja um bom hospedeiro
ou se sdo apenas portadores do protozoario em ambientes com alta contaminacao

fecal.
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Namero: 78016-1 l Data da Emissdo: 14/04/2021 15:59:13 I Data da Revalidagdo*: 14/04/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacio tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira J CPF: 547.278.047-00

Titulo do Projeto; COCCIDIOS PARASITAS DE CANARIO DA TERRA, Sicalis flaveola, DE VIDA SILVESTRE E CRIADOS EM CATIVEIRO

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO ICNPJ: 04.809.688/0001-06

Destino do material biolégico coletado

# |Nome local destino Tipo destino
1 |UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY Laboratério
RIBEIRO
Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de icagdo abaixo, qualquer cidad&o
poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste d por meio da péagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 78016-1 ] Data da Emissdo: 14/04/2021 15:59:13 [ Data da Revalidagéo’: 14/04/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagio do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira | CPF: 547.278.047-00

Titulo do Projeto: COCCIDIOS PARASITAS DE CANARIO DA TERRA, Sicalis flaveola, DE VIDA SILVESTRE E CRIADOS EM CATIVEIRO

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO [CNPJ: 04.809.688/0001-06

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugao Normativa n&ordm;03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasiao

da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biolégico ou
do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotagdo. O material
biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituigao cientifica e, depositado, preferencialmente, em
colecédo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxonémico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a icidade ou regularidade deste doct to, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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