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RESUMO

Balthazar, Lianna Maria de Carvalho. Diagnostico das espécies do género Isospora
Schneider, 1881 (Apicomplexa: Eimeriidae) em péassaros de gaiola. 2011. 62p.
Dissertacdo (Mestre em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de

Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

A coccidiose por ser de carater limitante, muitas vezes assintomatica, € observada na maioria
das aves de gaiola, causando problemas de salde e prejuizos econdémicos tanto para pequenos
guanto para grandes criadores. Este trabalho teve como objetivo principal verificar a infeccdo
de coccidios em passaros de gaiola do municipio de Teresopolis, localizado na Regido
Serrana . As aves de gaiola s&o mantidas como mascotes tanto pela sua beleza como pelo seu
canto, e em sua maioria pertencem a ordem Passeriformes. Neste trabalho, os oocistos
observados nas fezes desses passaros de gaiola, foram identificados através das caracteristicas
fenotipicas e andlise morfométrica como espécies do género Isospora Schneider, 1881.
Observou-se que a coccidiose em passaros de gaiola no presente estudo ndo foi fator limitante
no sistema de criacdo, apesar da presenca de oocistos de coccidios nas fezes das aves

estudadas.

Palavras chave: Oocistos; Isospora; coccidiose; Eimeriidae; Teresopolis.



ABSTRACT

Balthazar, Lianna Maria de Carvalho. Diagnosis of the species of genus Isospora Schneider,
1881 (Apicomplexa: Eimeriidae) in cage birds. 2011. 62p. Dissertation (Master Science in
Veterinary Sciences, Veterinary Parasitology). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Coccidiosis as being limiting in nature, often asymptomatic, is observed in most of these cage
birds, causing health problems and economic losses for both small and for large breeders.The
principal objective of this research was to describe coccidiosis in cage birds located in the
City of Teresdpolis, from the mountainous region of the State of the Rio de Janeiro. The cage
birds are kept as pets for their beauty as for their singing and mostly belong to the order
Passeriformes In this study, oocysts recovered from feces of cage birds were species of the
genus Isospora Schneider, 1881 identified by the phenotypic and morphometric
characteristics. It could be observed that coccidiosis in cage birds in this study did not
represent a limiting factor in this system of breeding in spite of the presence of coccidian
oocysts in the feces of studied birds.

Keywords: Oocysts; Isospora; coccidiosis; Emeriidae; Teresdpolis
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1. INTRODUCAO

As aves canoras sempre atrairam o interesse do homem para sua criacdo em cativeiro.
Atualmente, muitas dessas aves sdo mantidas como mascotes, gerando um crescente nimero
de criadores.

A ordem Passeriformes € de distribuicdo mundial e com grande grupo de passaros. As
familias de maior interesse sdo: Fringillidae, Estrildidae, Emberizidae e Tyrannidae.

Uma doenca parasitaria, causada por protozoarios dos géneros Eimeria Schneider,
1875 e Isospora Schneider, 1881, a coccidiose, vem a ser direta ou indiretamente responsavel
por mais da metade dos problemas de salde das aves de gaiola. Estas infec¢bes sdo
responsaveis por importantes modificagbes na estrutura das vilosidades intestinais,
acarretando a diminuicdo da absorcdo de nutrientes, podendo causar diarréias sanguinolentas
ou ndo. Aves de todas as idades podem ser acometidas, onde a infeccdo ocasiona prejuizos
econdmicos em pequenas e grandes criacoes.

A coccidiose possui carater limitante, sendo observada na maioria das aves de gaiola,
entretanto na maioria das vezes, assintomatica. Justifica-se, portanto, como objetivo principal
verificar a presenca de coccidios em aves de gaiola no municipio de Teresépolis, localizado
na Regido Serrana , RJ.

Tendo como objetivos especificos identificar os oocistos de Isospora e/ou Eimeria
recuperados das fezes das espécies de aves examinadas, e verificar o envolvimento destes

coccidios como um dos fatores limitantes neste sistema de criacéo.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. COCCIDIOSE EM AVES DE GAIOLA

A coccidiose em aves de gaiola pode ser causada principalmente por protozoarios dos
géneros Eimeria e Isospora. A transmissdo de coccidios do género Isospora ocorre
principalmente por via feco-oral. Os oocistos séo de dificil destruicdo no meio ambiente, pois
possuem parede resistente que os protege da desinfeccdo quimica, favorecendo assim, a sua
viabilidade para infeccdo em criatorios de passaros (BELLI et al., 2006).

Espécies da familia Eimeriidae Minchin, 1903 associados a ordem Passeriformes séo
relatadas ha mais de dois séculos (DUSZYNSKI et al., 2004). Além disso, estes mesmos
autores validaram e agruparam aproximadamente 100 espécies de coccidios as diversas
familias desta ordem e ainda citam que espécies do género Isospora Schneider,1881 sdo
especificas a cada uma das familias.

No Brasil, espécies do género Isospora foram descritas em Passeriformes por
Carvalho Filho et al. (2005), Trachta-e-Silva et al. (2006), Berto et al. (2008a,b) e Balthazar et
al. (2009a,b). Do mesmo modo, muitas das espécies de passaros encontradas podem ser
simpatricas no Brasil (BIRD LIFE INTERNATIONAL, 2007). Sendo assim, a transmisséo de
uma mesma espécie de coccidios pode ser observada entre espécies de passaros simpatricos,
surgindo, portanto, novos hospedeiros (BERTO et al., 2008a,b; 2009a,b; BALTHAZAR et al.,
2009a).

Em péssaros de gaiola, as infeccGes parasitarias sdo pouco consideradas, pois o
parasitismo pode ser confundido com a etiologia de outras doencas devido a similaridade dos
sinais clinicos ou mesmo, devido a dificuldade de diagnostico. Os oocistos podem néo ser
eliminados necessariamente a cada vez que o passaro defeca, esse passaro pode ser
significativo para a infeccdo e ndo ter oocistos identificados em uma determinada amostra
fecal examinada (CLYDE; PATTON, 1996; PAGE; HADDAD, 1995).

Em caso de 6bito, é ideal que seja feita a necropsia, precavendo-se de um diagnéstico
incorreto (DORRESTEIN, 2003; PERRUCI et al., 1998).

As infecgBes por esses coccidios causam modificagdes na estrutura das vilosidades
intestinais, ocorrendo uma diminuicdo no comprimento da vilosidade e na superficie de
absorcdo de sua mucosa. Frequentemente ocorre a destruicdo das células epiteliais do

intestino, impedindo a renovacdo da superficie das vilosidades, levando a perda de fluidos,
2



hemorragia e susceptibilidade a outras infeccbes (CLYDE; PATTON, 1996; DORRESTEIN,
2003; JOSEPH, 2003). Os passaros com esta infeccdo tém desconforto causado pela dor, com
esse problema derrubam muitas sementes para fora do comedouro causando a conhecida
diarréia branca, que na verdade ndo € um quadro de diarréia, pois com a falta de nutrientes
ndo absorvidos na alimentagéo, o organismo ataca as reservas existentes nos tecido adiposo e
muscular, causando perda de peso onde destacard o osso do peito em forma de facéo,
conhecido vulgarmente por peito seco (OLIVEIRA,2004; REIS, 2010).

2.2. ASPECTOS BIOLOGICOS

2.2.1. Ciclo enteroepitelial

Os coccidios desenvolvem um ciclo reprodutivo assexuado (merogonia) e sexuado
(gametogonia) dentro das células do hospedeiro (fase enddgena) e esporogonia no meio
exterior (fase exdgena), produzindo oocistos extremamente resistentes, que sdo eliminados
com as fezes e completam seu desenvolvimento com a esporulagdo fora do hospedeiro. Estes
oocistos ap6s ingeridos pelo hospedeiro, sob acdo das enzimas digestivas e dos sais biliares no
trato digestivo, sofrem ruptura da dupla membrana de protecdo, liberando os esporozoitos.
Cada esporozoito penetra em uma célula intestinal, e dependendo da espécie demonstram
afinidade pelas células do intestino delgado e/ou grosso ou mesmo a alguma outra porcao do
trato digestorio, e se desenvolve em trofozoito, primeiro estagio celular do ciclo assexuado,
processo de merogonia (esquizogonia). Apds o periodo de maturacdo, este trofozoito se
rompe liberando os merozoitos de primeira geracdo, que penetram novamente nas células
intestinais onde geram os esquizontes de segunda geracdo, que ao se romper liberardo novos
merozoitos. ApOs uma, ou mais, geracdes de merontes, o ciclo prossegue com a fase sexuada,
através da gametogonia, ou seja, producdo de gamontes que mais tarde se diferenciam em
macro e microgametdcitos. Estes, por sua vez, originam macro e microgametas
respectivamente, cuja unido produzird oocistos imaturos que romperdo a célula intestinal
sendo eliminados do hospedeiro pelas fezes (TYZZER, 1929; TYZZER et al.,, 1932;
LEVINE, 1985; BALL et al., 1989).



2.2.2. Ciclo Sistémico

Estagios proliferativos de Isospora foram primeiramente descritos por Garnham
(1950) como género Atoxoplasma. Ja Lainson (1958; 1959; 1960) relatou Lankesterella em
pardais Passer domesticus domesticus. Ainda em 1958, o mesmo autor, ao visualizar
gametocitos nas visceras, também argumentou que a infeccdo poderia ser transmitida para 0s
pardais através do acaro Dermanyssus gallinae De Geer, 1778. Box (1966, 1970, 1981)
afirmou que Lankesterella (atoxoplasmoses) de pardais e canarios nao poderiam ser
transmitidos através de transfusdo sanguinea ou através de &caros ingurgitados, mas apenas
através da ingestdo de oocistos esporulados de Isospora. Nessa mesma época, Box (1981)
relacionou estagios viscerais de merogonia com infeccdo intestinal por Isospora.

Com isso, dois ciclos de diferentes desenvolvimentos de espécies de Isospora em
Passeriformes séo conhecidos: Isospora canaria, e Isospora serini.

Isospora canaria restrito ao intestino com trés esquizogonias e uma gametogonia,
onde os estagios enddgenos ocorrem somente no epitélio do intestino delgado. Este tipo de
infeccdo é auto-limitante com auséncia de reinfeccdo. Periodo pré-patente de quatro a cinco
dias e ndo parasita macrdfagos. Por outro lado, Isospora serini produz infeccdo cronica, ciclo
nos macréfagos com cinco merogonias (geracdes assexuadas) e no epitélio intestinal ocorrem
duas merogonias e uma gametogonia (estagio sexual). Periodo pré-patente de nove a dez dias
(BOX, 1977).

As duas formas de coccidioses em canarios podem servir como exemplo geral para a

patogenicidade de coccidios em Passeriformes (ZINKE et al., 2004)



2.4. SANIDADE EM PASSAROS DE GAIOLA

2.4.1. Nutricao

Como modelo de nutricdo, os criadores se baseiam na criacdo de canarios. Os
Passeriformes em sua maioria se alimentam de sementes e sua taxa basal metabdlica é
aproximadamente 65% maior que os nao-Passeriformes (COUTTEL, 2003). A alimentagéo
béasica deve consistir de sementes diversas e um complemento que tenha proteina animal para
substituir os insetos que sdo capturados pelas aves na natureza. A maioria das misturas de
sementes comerciais é deficiente em varias vitaminas, como A, D3, E, K.

Basicamente a mistura de sementes se constitui de: alpiste (50%); pain¢o (30%); senha
(10%) e niger (10%), e, como complemento fub& grosso ou quirera de milho; farinhada: ovo
cozido, flocos de milho pré-cozidos e farelo de soja (com nivel de proteinas entre 19 a 23%),
complexos de vitaminas e de aminoacidos. Lembrando que a dieta vai variar dependendo do
periodo em que a ave se encontra: reproducdo, manutencdo e muda. A atencdo maxima deve
ser dada a alimentacdo no periodo em que as fémeas estdo tratando de suas ninhadas. Elas,
gue em sua maioria ndo apreciam alimentos vivos, nesse periodo devoram grande quantidade
de larvas Tenebrio molitor (besouro da farinha) ou larvas Palembus dermestoides (besouro do
amendoim), pois constituem uma grande fonte de proteina bruta. O pepino se aceito, € um
otimo complemento alimentar, pois é rico em colageno, um importante componente dos
tecidos de revestimento, conferindo elasticidade e resisténcia as penas, evitando que elas se
quebrem facilmente e as mantendo bonitas por mais tempo, principalmente as penas
originadas na muda mais recente. Para o fornecimento de calcio, a farinha de ostra ou 0 0sso
de ciba sdo boas alternativas, especialmente para as fémeas, que utilizam grandes quantidades
deste mineral na composicéo da casca dos ovos (OLIVEIRA, 2004; ANONIMO, 2010; REIS,
2010).

A 4gua deve ser filtrada, renovada diariamente, e os bebedouros bem limpos,
principalmente no caso dos trinca-ferros, que possuem o héabito de levar o alimento para o
bebedouro, criando assim um ambiente propicio para o surgimento de bactérias e fungos
(REIS, 2010).



2.4.2. Coccidioses em aves mantidas como animais de companhia em gaiolas

Diversos estudos tém indicado que coccidios intestinais podem ter uma forte
influéncia na saude e fisiologia de seus hospedeiros, determinando com isso que podem inibir
a absorcdo de carotendides, um hidrocarboneto lipossollvel e potente imunoestimulante e
antioxidante. Quanto ao género Isospora, por ser mais especifico ao hospedeiro é o género
mais frequente entre Passeriformes. Segundo Zinke et al. (2004), interacdes entre a carga
parasitaria e a saude individual tém sugerido influenciar no sucesso da infeccdo, e
endoparasitos, como 0s coccidios podem induzir um maior consumo de energia, reacdes
imunes, disfuncdo de 6rgdos internos e doenca clinica. Porém, a infeccéo subclinica é a mais
comum, sendo associada ao estresse, a superpopulacdo e principalmente em animais jovens
onde se pode observar a presenca de diarréia mucoide ou com sangue, resultando com isso em
desidratagdo. Em casos graves, observa-se destruicdo da mucosa intestinal o que pode induzir
a méa absorcdo, anemia e hipoproteinemia (PAGE; HADDAD, 1995; CLEYDE; PATTON,
1996)

2.4.3. Diagnostico da coccidiose em aves de gaiola

A estimativa da intensidade de infec¢do por coccidios em aves de estimacao é essencial
para o diagndstico da doenca mesmo subclinica e consiste sempre na observacdo de oocistos
ndo esporulados nas fezes. Nos casos graves, a associagdo com os sintomas clinicos sempre
sera importante (PAGE; HADDAD, 1995; CLEYDE; PATTON, 1996).

A observacdo dos oocistos € realizada através de métodos de flutuacdo (DORRESTEIN,
2003). As identificaces das espécies far-se-do sempre com base na morfometria dos oocistos
esporulados (DUSZINSKI; WILBER, 1997).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. LOCAL DE COLETA

O local selecionado por conveniéncia foi 0 municipio de Teresdpolis localizado na
regido serrana, RJ, onde existe um namero expressivo de passaros de gaiola considerados

como animais de companhia.

3.2. COLETA DAS AMOSTRAS

A coleta das amostras foi feita por conveniéncia em diversas propriedades onde 0s
passaros eram mantidos como animais de companhia. Sendo assim, as amostras foram
coletadas do fundo das gaiolas onde previamente foi forrado com papel toalha de folha dupla,
onde cada uma das amostras foi recolhida ao se recortar as areas onde se observava o material
defecado (Figuras 1 e 2). A seguir, esta amostra foi colocada em um frasco de vidro com
tampa rosqueada, devidamente identificado com o nome da espécie do passaro, local da
coleta, estado clinico, idade do animal e data da coleta. Ao conteudo fecal foram adicionadas
cinco partes solucdo aquosa de dicromato de potassio (K.Cr,0O7) a 2,5% (w/v). Um total de

155 amostras foi obtido nessa regido (Figuras 1-7).
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Figura 1. Sanhago-cinzento Traupis sayaca, familia Traupidae.
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Figura 2. Tico-tico Zonotrichia capensis, familia Emberizidae.



Figura 4. Curid Sporophila angolensis, familia Emberizidae.



S oL e 4 T

Figura 5. Coleiro Sporophila caerulescens, familia Emberizidae.

Figura 6. Trinca-ferro-verdadeiro Saltator similis, familia Cardinalidae.

10



LATIITO

R B & 50 5

B i e

= N et s e vt Yooy

IRB BN eSS

LTIy

D311

Figura 7. Gaiolas dos passaros mantidos como animais de companhia.

11



3.3. LOCAL DE TRABALHO

Este projeto foi desenvolvido em sua totalidade no Laboratério de Coccidios e
Coccidioses — Projeto Sanidade Animal (Embrapa/UFRRJ), Departamento de Parasitologia
Animal, Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ.

Figura 8. Procedimento de forragem do fundo da gaiola com papel toalha de folha dupla onde posteriormente
foram coletadas as amostras de fezes.
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Figura 9. Papel toalha de folha dupla do fundo da gaiola com amostras de fezes para coleta.

3.4. PROCEDIMENTO LABORATORIAL

3.4.1. Processamento das amostras

No laboratério, o conteido de cada amostra foi vertido em uma placa de Petri e
mantido em temperatura ambiente até a verificacdo de no minimo 70% dos oocistos
esporulados em cada amostra, sendo que este percentual foi avaliado com auxilio de um
microscopio binocular (Karl Zeiss, RFA) (Figura 10).

Apos a esporulacdo dos oocistos, estes foram lavados e concentrados pela técnica
descrita por Duszynski e Wilber (1997) e modificada atraves de flutuagdo em solucdo
saturada de acUcar (5009 sacarose, 350ml agua, 5ml fenol), via centrifugacdo por cinco
minutos, a 447 x G. O sedimento foi suspenso em agua destilada em tubos de ensaio e
centrifugado, repetidamente, até a retirada do excesso de dicromato de potassio. Apds esse
procedimento, o sedimento foi novamente centrifugado em solucéo saturada de agucar (Figura
11).
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Figura 10 Amostras em placas de Petri e mantidas em temperatura entre 20°C a 23°C para esporulacdo dos
00Cistos.
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Figura 11. Técnica de flutuagdo em solucéo saturada de aglcar modificada por Duszynski e Wilber (1997).
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Depois da centrifugagdo, ao sedimento do tubo de ensaio foi acrescentada mais
solucdo saturada de agUcar até o limite da abertura para formar um menisco convergente, onde
foi depositada uma laminula 12 x 24cm e mantida por um periodo entre 5 a 10 min. Apoés este
periodo, a laminula foi retirada e colocada cuidadosamente na superficie de uma lamina de

vidro para microscopia.

3.4.2. Visualizacao dos oocistos

Para visualizagdo dos oocistos esporulados foi utilizado o mesmo microscopio
binocular citado acima com auxilio de uma ocular micrométrica K-15X PZO (Pol6nia), em
objetiva de 100X. Com isso foi caracterizado morfometricamente cada oocisto encontrado

com base na proposta de Duszynski e Wilber (1997).

3.4.3. Identificacdo das espécies

Para identificacdo dos oocistos recuperados nas fezes dos passaros foram utilizados os
aspectos morfolégicos como base as caracteristicas fenotipicas, destacadas por Tenter et al.
(2002) e, previamente ja utilizadas na identificacdo e classificacdo de coccidios por Duszynski
e Wilber (1997). Onde estes ultimos autores consideraram o conceito de especificidade em
nivel de familia, quando sugeriram que os oocistos recuperados de um hospedeiro fossem
comparados com outras espécies de coccidios previamente descritas em passaros de uma

mesma familia.

3.4.4. Identificagéo de novos hospedeiros
Apos a identificacdo de cada espécie de coccidio, esta foi relacionada com o seu

hospedeiro. Quando esta for observada em mais de um hospedeiro, caso ndo tenha sido

previamente descrita, sera considerado como um novo hospedeiro.
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3.5. TESTES ESTATISTICOS
O estudo estatistico realizado consistiu inicialmente de medidas de tendéncia central

para os didmetros maior e menor, indice morfométrico ou teste de comparacdo de médias

conforme Sampaio (2002).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras de fezes examinadas positivas, procedentes de aves de companhia e
mantidas em gaiolas, pode-se considerar que somente espécies dispdricas tetrazoicas foram
encontradas, e portanto consideradas do género Isospora durante o periodo de avaliacdo. Nao
foram diagnosticados oocistos nas amostras de fezes de 25 passaros das familias Icteridae,

Fringilidae e Turdidae.

4.1. AVES DE GAIOLA E AMOSTRAS POSITIVAS PARA COCCIDIOS.

Das aves identificadas, ocorreu predominancia de seis familias encontradas na regiao
serrana ou mais precisamente no municipio de Teresopolis. A familia com maior nimero de
passaros positivos para coccidios, sendo assim a mais representativa, foi a Cardinalidae
seguida da familia Emberizidae e finalmente pela familia Thraupidae (Tabela 1) na
quantidade de espécies observadas como animais de companhia. Porém, a que teve um maior
namero de espécies infectados foi a familia Emberizidae, seguida da familia Cardinalide e
Thraupidae respectivamente (Tabela 2) onde a espécie Sporophila frontalis, S. caerulencens,
Zonotrichia capensis e S. schistacea foram parasitadas por espécies do género Isospora.
Apesar das familias Cardinalide e Thraupidae terem um numero maior de passaros
examinados, foi representado cada uma por somente uma espécie de passaro. Em condicdes
naturais ndo se observou esta relacdo sendo representativa a familia Thraupidae com um
maior nimero de espécies positivas, seguida das familias Tyranidae e Coerebidae, onde na
maioria das vezes ndo foram representadas por passaros canoros (BERTO, 2010). O que nao

seria 0 caso para aves de gaiola por serem considerados como animais de companhia.

4.2. FAMILIAS DE PASSAROS DE COMPANHIA MAIS FREQUENTES NA REGIAO
ESTUDADA.

As principais familias parasitadas por coccidios isospordides foram da parvordem

Corvida, infraordem Passeri: familias Cardinalidae, Emberizidae, e Thraupidae. Classificacdo
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esta ja apresentada previamente para passaros capturados na llha da Marambaia, Estado do
Rio de Janeiro, RJ (BERTO, 2010).

Tabela 1. Presenca de coccidios nas familias de passaros de gaiola na regido Serrana, RJ.

NuUmero de passaros Oocistos
Familia examinados

Positivos %
Cardinalidae 45 34 76
Emberizidae 81 25 31
Icteridae 8 0 0
Fringilidae 11 0 0
Thraupidae 4 2 50
Turdidae 6 0 0
Total 155 61 39

4.3 DISTRIBUICAO DAS ESPECIES DO GENERO lIsospora ENCONTRADAS EM
CARDINALIDAE

Na familia Cardinalidae, das 45 amostras examinadas 76 % foram positivas sendo as
espécies encontradas pertencentes somente ao género Isospora com as espécies . chanchaoi,
. saltatori e I. ticoticoi, sendo que I. saltatori e I. trincaferri foram originalmente descritas no
trinca-ferro (BERTO et al., 2008b), I. ticoticoi em Z. capensis (BALTHAZAR et al., 2009a) e
I. chanchaoi em S. frontalis (BERTO et al., 2009a). As espécies |. saltatori e I. trincaferri
foram as mais representativas para o trinca-ferro conforme suas descri¢fes originais (Tabela
3)
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Tabela 2. Frequéncia de coccidios do género Isospora em passaros de gaiola na regao

Serrana, RJ.
Hospedeiro Oocistos
Nome
Examinados Positivos %
Comum Cientifico
Emberizidae:
) Sporophila
Pixanxao ) 25 16 64
frontalis
Coleiro S. caerulencens 20 3 15
Cigarrinha- ]
S. schistacea 3 2 67
do-norte
Zonotrichia
Tico-tico ) 10 4 40
capensis
Sub-total: 58 25 43,10
Cardinalidae:
Trinca-ferro Saltator similis 45 34 76
Thraupidae:
Sanhaco )
_ Thraupis sayaca 4 2 50
cinzento
Total: 107 61 57

4.4 DISTRIBUICAO DAS ESPECIES DO GENERO lIsospora ENCONTRADAS EM
EMBERIZIDAE

Na familia Emberizidae (Tabela 4), foram observadas uma alta diversidade de espécies
onde a mais parasitada por coccidios foi o pixanxdo (Sporophila frontalis), seguido do coleiro
(Sporophila caerulescens), tico-tico (Zonotrichia capensis) e finalmente da cigarrinha-do-
norte (Sporophila schistacea).
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Tabela 3. Distribuicdo do género Isospora por espéecie de passaro de gaiola da familia

Cardinalidae na regido Serrana, RJ.

Hospedeiro Oocistos
NUmero de
Nome Examinados Espécies hospedeiros por
encontradas espécie
Comum Cientifico Total positivos negativos positivos %
Trinca- Saltator 45 Isospora 2 59
ferro similis chanchaoi
. saltatori 27 79,4
l. 1 2,94
teresopoliensis
. trincaferri 16 47,05
I. ticoticoi 1 2,94

No pixanxdo foi assinalada uma maior distribuicdo de espécies de coccidios entre 0s

membros desta familia, onde espécies foram originalmente descritas como I. chanchaoi, I.

frontalis, e I. teresopoliensis em S. frontalis (BERTO et al., 2009a). Com excegdo de |I.

ticoticoi, descrita previamente por Balthazar et al. (2009b) em Z. capensis, 0s outros coccidios

foram assinalados em novos hospedeiros dentro da propria familia Emberizidae: I. chanchaoi,

na cigarrinha-do-norte; e I. teresopoliensis em Z. capensis, o que corrobora com as colocagoes

de Duszynski e Wilber (1997). Entretanto, esta teoria € confrontada quando se encontra em

espécies desta familia oocistos de |. saltatori em S. caerulencens descrita previamente em

trinca-ferro, da familia Cardinalidae, por Berto et al. (2008b).
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Tabela 4. Distribuicdo do género Isospora por espécie de passaro de gaiola da familia
Emberizidae na regido Serrana, RJ.

Hospedeiro Oocistos

NUmero de
Nome Examinados Espécies hospedeiros
encontradas por espécie
Comum Cientifico Total positivos negativos positivos %
Cigarrinha-  Sporophila 3 2 1 Isospora 2 100

do-norte schistacea chanchaoi
Pixanx&o S. frontalis 25 16 9 I. chanchaoi 12 75
. saltatori 10 62,5
. frontalis 1 6,25
. teresopoliensis 2 12,5
Coleiro S. caerulencens 20 3 17 . saltatori 3 100
Tico-tico Zonotrichia 10 4 6 |. ticoticoli 4 100

capensis

. teresopoliensis 1 25

45 DISTRIBUICAO DAS
THRAUPIDAE

ESPECIES DO GENERO lIsospora ENCONTRADAS EM

Nesta familia (Tabela 5) das quatro amostras examinadas 50% foram positivas, onde

I. sanhaci foi observada em duas amostras, enquanto |. sayacae e I. silvasouzai em um

passaro cada, consideradas como um novo hospedeiro, visto que estas espécies foram

descritas por Berto et al. (2009b) e somente foram encontradas neste trabalho em Thraupis

sayaca.
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Tabela 5. Distribuicdo do género Isospora por espécie de passaro de gaiola da familia
Thraupidae na regido Serrana, RJ.

Hospedeiro Oocistos

NUmero de

Nome Examinados Espécies hospedeiros

encontradas por espécie

Comum Cientifico Total positivos negativos positivos %

Sanhago Thraupis 4 2 2 I. sanhaci 2 50
cinzento sayaca

|. sayacae 1 25

. silvasouzai 1 25

4.6 INFECCAO CRUZADA ENTRE ESPECIES DE COCCIDIOS DENTRO DE UMA
MESMA FAMILIA DE PASSAROS.

Ao se observar a tabela 4 encontra-se a mesma espécie de Isospora assinalada em
mais de uma espécie de hospedeiros da mesma familia onde se observa que cada espécie do
género Isospora encontrada em um maior nimero de espécies de péassaros estd em
concordancia com as descrigdes originais (BERTO et al., 2009b) a excecdo de I. chanchaoi
que foi também encontrada na cigarrinha-do-norte S. schistacea. Estas observacGes foram
compativeis com Duszynski e Wilber (1997) que mencionaram ser compativel a presenca de
uma Unica espécie de Isospora em mais de uma especie de passaro de mesma familia. Esta
afirmacéo pode ser verificada na tabela 6 onde se verifica que ndo ha diferenca entre os
oocistos esporulados de I. chanchaoi recuperados das fezes do pichanchéo e da cigarrinha-do-

norte.
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Tabela 6. Medidas para uma espécie de Isospora diagnosticada em duas espécies de passaros
da familia Emberizidae

Ooocistos (um)

Isospora chanchaoi

Média
Sporophila frontalis S. schistacea
Pixanxao Cigarrinha-do-norte
Oocistos:
Diametro maior 22,0 (21-23)* 22,4 (22-23)*
Diametro menor 24,2 (23-26)° 24,7 (23-26)°
indice morfométrico 1,10 (1.0-1.1) 1,10 (1,0-1,2)
Esporocistos:
Diametro maior 10,3 (10-11)® 11,0 (10-12)
Diametro menor 16,1 (15-17)* 16,6 (16-17)*
indice morfométrico 1,56 (1,5-1,.6)* 1,52 (1,4-1,6)

#Letras iguais em linha significa médias estatisticamente equivalentes (p>0,01) pelo teste t de Student

4.7 INFECCAO CRUZADA ENTRE ESPECIES DE COCCIDIOS EM HOSPEDEIROS DE
DIFERENTES FAMILIAS DE PASSAROS.

Estas observacGes foram feitas com passaros de gaiolas onde haviam mais de uma
espécie e de familias diferentes (Tabelas 7 e 8), porém duas situacGes sdo observadas. Na
primeira observa-se que as medidas dos oocistos esporulados foram diferentes para I. saltatori
procedente de S. similis e S. frontalis onde o primeiro estd classificado na familia
Cardinalidae e o segundo na familia Emberizidae (Tabela 7), enquanto que em 1. ticoticoi ndo
houve diferencas morfométricas entre os oocistos esporulados recuperados de duas espécies
de passaros, S. similis e Z capensis, onde o primeiro esta classificado na familia Cardinalidae
e 0 segundo na familia Emberizidae. Situacdo esta que pode ser observada em outras espécies
de hospedeiros onde, em muitas das vezes, uma sO espécie de coccidio pode ser encontrada

em espécies diferentes como é o caso da Eimeria capraovina (LIMA, 1980) frequentemente
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encontrada em caprinos e ovinos e as espécies do género Eimeria que até o presente momento

tem sido descritas em dois hospedeiros distintos, como seria neste Gltimo caso em bovinos e

bafalos (LEVINE; IVENS, 1970; MARQUARDT, 1973; LEVINE, 1985)

Tabela 7. Comparacdo das medias dos oocistos esporulados de Isospora saltatori
diagnosticados de Saltator similis e Sporophila frontalis.

Média

Ooocistos (um)

Isospora saltatori

Saltator similis

Trinca-ferro

Sporophila frontalis

Pixanxao

Oocistos:
Diametro maior
Diametro menor

indice morfométrico

Esporocistos:
Diametro maior
Diametro menor

Iindice morfométrico

17,9 (16-20)°
18,3 (17-20)°

1,02 (1.0-1.1)

8,9 (8-10)°
13,4 (12-15)°

1,52 (1,4-1,7)°

21,6 (20-23)*
20,6 (18-22)*

1,05 (1,0-1,1)*

9,2 (9-10)°
14,6 (14-16)°

1,60 (1,5-1,7)

%Letras iguais em linha significa médias estatisticamente equivalentes (p>0,01) pelo teste t de

Student
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Tabela 8. Comparacdo das médias dos oocistos esporulados de Isospora ticoticoi
diagnosticados de Saltator similis e Zonotrichia capensis.

Ooocistos (um)

Isospora ticoticoi

Média
Saltator similis Zonotrichia capensis
Trinca-ferro Tico-tico

Oocistos:

Diametro maior 22,2 (21-23)* 22,6 (20-24)*

Diametro menor 23,6 (23-25)° 23,4 (20-25)*

indice morfométrico 1,06 (1.0-1.1)* 1,04 (1,0-1,1)
Esporocistos:

Diametro maior 10,6 (10-11) 10,8 (10-11)

Diametro menor 16,4 (15-17) 17,2 (16-18)

indice morfométrico 1,54 (1,4-1,6)* 1,59 (1,5-1,7)*

%Letras iguais em linha significa médias estatisticamente equivalentes (p>0,01) pelo teste t de
Student
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Tabela 9. Morfometria dos oocistos das espécies do género Isospora diagnosticadas de
passaros de gaiola na regido Serrana , RJ.

Oocisto Esporocisto
o Diametros (um) indice Diametros (um) indice
Coccidios
morfomé morfome-
Maior Menor . Maior Menor .
-trico trico
Isospora 17,9 18,3 1,02 8,9 13,4 1,52
saltatori (16200 (1720) (1.0-1.1) 10 oum) (147)
I. trincaferri 23,6 26,2 1,1 11,5 17,5 1,5(1,3-1,6)
(22-25)  (24-29) (1,0-1,2) (10-13) (17-18)
I. chanchaoi 22,0 24,2 1,10 10,3 16,1 1,56
(21-23)  (23-26)  (1,0-1,1)  (10-11)  (15-17) (1,5-1,6)
(25-28)  (27-29)  (1,0-1,1) (10-12) (19-21)
(20-24)  (20-25) (1,0-1,1)  (10-11) (16-18) (1,5-1,7)
21,0 22,1 1,0 9,9 17,0 1,7(1,5-1,9)
I. sanhaci (17-23) (19-24) (1,0-1,1) (9-11) (15-19)
27,4 28,9 1,1 11,8 23,4 2,0(1,9-2,2)
|. sayacae (24-29) (28-30) (1,0-1,1) (11-12) (23-25)
22,6 25,5 1,1 10,5 17,6 1,7(1,6-1,8)
|. silvasouzai (19-25)  (22-28)  (1,0-1,2) (10-11) (17-18)
l. 24,3 25,7 1,1 11,2 18,8 1,7(1,6-1,7)

teresopoliensis (23-25) (24-27) (1,0-1,1) (10-12) (18-20)
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5. CONCLUSAO

Ap0s a obtencdo destes resultados pode-se concluir que:

- Do total de 155 animais estudados, foram encontrados oocistos das espécies do
género Isospora, onde nove foram identificadas como novas espécies parasitando aves da
ordem Passeriformes procedentes da regido serrana Fluminense, Estado do Rio de Janeiro;

- Péssaros de gaiola criados na regido serrana do Rio de Janeiro sdo parasitados por
coccidios do género Isospora ;

-A presenca das espécies de Isospora I. saltatori, I. trincaferri, 1. chanchaoi, I.
frontalis, I. teresopoliensis, I. sanhaci, |. sayacae, I. silvasouzai, I. ticoticoi nos passaros
Saltator similis (trinca-ferro), Sporophila frontalis (pixanx&o), Thraupis sayaca (sanhaco), e
Zonotrichia capensis (tico-tico) coloca estas espécies de passaros como hospedeiros para as
especies em questdo;

- A presenca de espécies de coccidios em mais de um hospedeiro estd em
concordancia com 0s conceitos preconizados para espécies de uma mesma familia, entretanto,
isto ndo pode ser levado a risca tendo em vista as mudangas que ocorrem com a nova
sistematica empregada para identificacdo da ordem Passeriforme o que foi observado neste
trabalho o que necessita de biologia molecular quando esta espécie aparece em passaros de
mais de uma familia e

- Em aves de gaiola da regido serrana, a doenca coccidiose diagnosticada, teve carater

subclinico.
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7.1. ANEXO A

Acta Protozool. (2008) 47: 263-267
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PROTOZOOLOGICA

Two New Coccidian Parasites of Green-Winged Saltator (Saltator similis)
from South America

Bruno P. BERTO!, Lianna M. C. BALTHAZAR?, Walter FLAUSINO? and Carlos W. G. LOPES?

1Curso de Pés-Graduacio em Cicncias Veterinarias, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ REUNI scholarship);
Clinica Veterinaria Sio Francisco, Teresopolis, RJ, Brasil; *Departamento de Parasitologia Animal. Instituto de Veterinaria,
UFRRJ, Seropédica, RJ, Brazil - CNPq fellowship

Summary. Two new coccidian (Apicomplexa: Eimerudae) species are reported from the green-winged saltator Saltator similis in Brazil.
Qocysts of [sospera saltatori n. sp. are spherical to sub-spherical. 18.3 = 17.9 um, with smooth, bi-layered wall. ~1.1 pm_ and a shape-index
of 1.0; nucropyle, oocyst residuum and polar granule are absent. Sporocyst are ovoidal, 13.4 %8 9 um. Stieda body 15 small and flattened
and the substieda body 1s small. Sporocyst residunum 1s present, and sporozoites present large and elongated refractile bodies at one end.
Qocysts of Isospora trincaferri n. sp. are sub-spherical to ellipsoidal. 26.2 =23 6 ym, with smooth. bi-layered wall. ~1.2 pm. and a shape-
-index of 1.1; no micropyle or cocyst residuum. but one polar granule 1s present. Sporocysts are ovordal. 17.5%11.5um. Stieda body 1s
bubble-shaped and the substieda body 1s large and promunent. Sporocyst restduum 15 composed of scattered granules and the sporozoites
present sub-spherical refractile bodies at both ends.

Key words: Isospora saltatori n. sp., Isospora trincaferr n. sp.. oocysts, coccidiosis, Passeriformes, Embenzidae, Rio de Janeiro, Brazil.

INTRODUCTION Coccidiosis associated with the genus Isospora
(Schneider 1881) was first reported by Boughton et al.
(1938) in bird’s species of the Cardinalidae family, in
grosbeaks and cardinals.

Isospora vanviperorum (Levine 1982) was described
in the northern cardinal Cardinalis cardinalis (Linnasus
1758). This species was originally described as I car-
dinalis by Levine er al. (1980): however, as this name
was preoccupied for Gottschalk (1972). it was later re-

The green-winged saltator Saltator  similis
(D’Orbigny, Lafresnaye 1837) (Cardinalidae) is found in
Argentina, Bolivia. Brazil. Paraguay. and Uruguay, and
ranges into the southem cerrado and the pantanal (Stotz
et al. 1996, AOU 1998). The natural habitats of this bird
species are subtropical or tropical moist lowland forests

and heavily degraded former forest (Sick 1997).

Adress for correspondence: Carlos W. G. Lopes, Laboratério de
Coccidios e Coccidioses, Projeto Sanidade Animal (Embrapa/
UFERJ), BR-465 km 7, 23890-000 Seropédica, RJ, Brazil; E-mail:
lopescwg(@ufrr).br / bertobp@ufrry.br

named (Levine 1982).

Isospora pityli (MeQuistion, Capparella 1992) and
I formarum (MeQuistion, Capparella 1992) were de-
seribed in the slate-coloured grosbeak S. grossus (Lin-
nacus 1766) in Ecuador. Recently. Lopes et al. (2007)
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described I vanriperorum in S. similis (McQuistion and
Capparella 1992).

This paper deseribes two new species of Isospora
which infect the green-winged saltator S. similis in
Teresopolis City, Rio de Janeiro State, Brazil.

MATERIAL AND METHODS

Feral samples were collected from 15 caged birds from a single
breeder of the green-winged saltator located in Teresopolis City
(22°25°S and 42°59°W), Rio de Janeiro State, Brazil These sam-
ples were collected immediately after defecation and placed into
plastic vials containing potasstum dichromate solution (K,Cr,0.) at
2.5% 1:6 (v/v), and transported to Laboratério de Coceidios e Coc-
cidioses located at Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Samples were placed in a thin layer of 2.5% K,Cr,0, solution (-5
mm), in Petri plates, and mcubated at 23-28°C for ten days until
70% of oocysts were sporulated. Oocysts were recovered by flota-
tion m Sheather’s sugar solution (sp. g. 1.20) and examined under
a light microscope using the technique described by Duszynski and
Wilber (1997). Morphological observations and measurements, in
um, were performed by using a binocular microscope Carl Zeiss
with apochromatic oil immersion objective and ocular micrometer
K-15X PZO (Poland). Line drawings were prepared using a bin-
ocular microscope Wild M-20 with drawing tube. Pictures were
prepared using a digital camera model CD Mavica MVC-CD250
Sony®. Size ranges are in parenthesis followed by average. standard
dewviation. and shape mdex (length/width).

RESULTS

Of the 15 caged birds, green-winged saltator. exam-
ined 13 of them shed oocysts of two distinet species.
Initially. the oogysts were unsporulated; however, 70%
had sporulated by day five.

Isospora saltatori n. sp.

Description of oocysts: Sporulated oocysts are
spherical to sub-spherical (Figs 1A, 2A. B). and mea-
sure 18.3=0.9 (17-20)x17.9+1.0 (16-20) (n=15).
They present shape-index of 1.0 (1.0-1.1): are smooth,
with a bi-layered wall, and are 1.1=0.1 (1.0-1.2) thick.
Micropyle, ococyst residunm and polar granule are ab-
sent. Sporocysts are ovoidal, measuring 13.4=0.7 (12—
—15)%8.9£0.6 (8-10) (n=15). They present shape-index
of 1.5 (1.4-1.7): are smooth. thin, single-layered wall.
Stieda body is small and flattened. ~0.5 high = 1.5 wide,
The substieda body 1s small, ~0.7 high 1.8 wide. Spo-
roeyst residuum forms a mass of granules, Sporozoites
present large and elongated refractile bodies at one end.

Type-host: Saltator similis (D" Orbigny. Lafresnaye
1837) (Aves: Passeriformes: Cardinalidae).

Type-specimens: Oocysts were kept in 10% aque-
ous (v/v) buffered formalin, and deposited at the Par-
asitology Collection, in the Department of Animal
Parasitology. at UFRRJ, located in Seropédica. Rio de
Janeiro, Brazil. The repository number is P-20/2008,
ineluding phototypes and line drawings.

Type-locality: Teresépolis City (22°25 Sand42° 59°W),
Rio de Janeiro, Brazil.

Site of infection: Not investigated.

Etymology: The specific name is derived from the
generic name of the host type.

Isospora trincaferri n. sp.

Description of oocysts: Sporulated oocysts are sub-
spherical to ellipsoidal (Figs 1B, 2C. D). and measure
262=1.5 (24-20)x23.6=0.8 (22-25) (n=15). They
present shape-index of 1.1 (1.0-1.2): are smooth, with
a bi-layered wall. and are 1.2=0.1 (1.0-1.3) thick. Mi-
cropyle and oocyst residuum are absent, but one polar
granule is present. Sporocysts are ovoidal. and measure
17.520.6 (17-18)»11.5=0.6 (10-13) (n=15). They
present shape-index of 1.5 (1.3-1.6): are smooth. thin.
single-layered wall. Stieda body is bubble-chaped,
~1.7 high % 2.7 wide. The substieda body is large and
prominent, ~2.8 high * 4.2 wide. Sporocyst residuum is
composed of scattered granules. The sporozoites pres-
ent sub-spherical refractile bodies at both ends.

Tvpe-host: Saltator similis (D’ Orbigny. Lafresnaye
1837) (Aves: Passeriformes: Cardinalidae).

Tyvpe-specimens: Qocysts were kept in 10% aque-
ous (v/v) buffered formalin, and deposited at the Parasi-
tology Collection. in the Department of Animal Parasi-
tology, at UFRRI. located in Seropédica. Rio de Janeiro,
Brazil. The repository number is P-21/2008, including
phototypes and line drawings.

Type-locality: TeresopolisCity (22° 25° Sand42°59"W),
Rio de Janeiro, Brazil.

Site of infection: Not investigated.

Etvmology: The specific name is derived from the
common local name for S. similis, which 1s Trinca-ferro.

DISCUSSION

According to Duszynski and Wilber (1997). the new
coccidian species should be compared in detail to the
coccidian species that is most structurally similar to it
within the same host family.
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Fig. 1. Line drawings of sporulated oocysts of new coccidia species recovered from the sreen-winged saltator, Saltafor similis. Scale

bar=10um. A — Jsospora saltatori; B — Isospora trincaferri.

Descriptions of parasites of the genus Isespora in
Cardinalidae family are scarce. The first deseription was
reported by Boughton ef al. (1938) when coccidia were
recovered from two cardinalids: (1) the rose-breasted
grosbeak Pheucticus ludovicianus (Linnacus 1766):
and (2) the northern cardinal C. cardinalis. However,
all coccidia were reported from captured birds in zoos,
and none of them were deseribed or named.

Three species have been described so far: Isespora
vanriperorum was deseribed by Levine (1982) from the
northern cardinal C. cardinalis. and I pityli and I for-
marum by McQuistion and Capparella (1992) obtained
from the slate-coloured grosbeak S. grossus.

The oocysts of I. vanriperorum and I formarum are
larger than I saltatori. Isospora pityli is different because
it does not present substieda body. Isespora trincaferri
is larger than I pityli. and presents large and prominent
polar granule and substieda body. which are not found
in I. formarum and I vanriperorum, respectively.

According to AQU (1998), S. similis belongs to the
Cardinalidae family; however, previous classifications
mncluded this species in the Emberizidae family (Payn-
ter 1970, Sibley and Monroe 1990, Howard and Moore
1991). Thus. the oocysts recovered mn this study also
had been compared with the oocysts of Isospora de-
seribed in emberizid birds.

Numerous coceidia have been deseribed from birds
that belong to Emberizidae family: (1) Isospora ember-
izae (Mandal, Chakravarty 1964), whose host, the red-
headed bunting Emberiza bruniceps (Brandt 1841). is
distributed in Asia and Europe; (2) I exigua (McQuistion,
Wilson 1988), I. fragmenta (McQuistion, Wilson 1988).
I votunda (McQuistion, Wilson 1988), and I temeraria
(McQuistion, Wilson 1988), whose host, the small tree
finch Camarhynchus parvulus (Gould 1837). is observed
in Galapagos Islands: (3) I geospizae (McQuistion, Wil-
son 1989) and I daphnensis (McQuistion 1990). whose
host, the medium-ground finch Geospiza fortis (Gould
1837). is also observed in Galapagos Islands. inhabit
South America (Mandal and Chakravarty 1964, McQuis-
tion and Wilson 1988, McQuistion and Wilson 1989, Me-
Quistion 1990). These species are found in geographic
isolation, disabling the hypothesis of cross transmission.

Isospora paroariae (Upton. Current, Clubb 1985),
obtained from the red-crested cardinal Paroaria coro-
nata (Miller 1776). presents a prominent substieda
body, is larger than I saltarori oocysts, and differs from
I trincaferri oocysts for not presenting polar granule
(Upton er al. 1985).

Isospora tiaris (Ball, Daszak 1997) was described
from sooty grassquit, Tiaris fuliginosus (Wied 1830)
i Venezuela. I saltatori oocysts are smaller, and the
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Fig. 2. Photographs of Isospora saltatori. A. B — Isospora trincaferri; C. D — all in the same scale. Scale bar = 10 um. I saltatori presents
Stieda (B) (empty arrowhead) and substieda body (A) (empty arrowhead), sporocyst residuum (A) (filled arrowhead) and wall bi-layered
oocyst (A) (filled arrowhead). I trincafern presents Stieda (D) (empty arrowhead) and substieda body (C) (filled arrowhead), and wall bi-

layered oocyst (D) (filled arrowhead).

L trincaferri oocysts present smaller sporocysts (Ball
and Daszak 1997).

Isospora sporophilae (Carvalho Filho. Meireles. Ri-
beiro. Lopes 2005). I flausinoi (Carvalho Filho, Mei-
reles, Ribeiro, Lopes 2005). and L teixeirafilhoi (Car-

valho Filho, Meireles, Ribeiro, Lopes 2005). from the
double-collared seed eater. Sporophila caerulescens
(Vieillot 1823). does not present a substieda body. as do
those oocysts reported in the current study (Carvalho
Filho et al. 2005).
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Isospora curio (Silva, Literak, Koudela 2006),
I braziliensis (Silva. Literak. Koudela 2006). and I pa-
ranaensis (Silva, Literdk. Koudela 2006) were deseribed
from the lesser seed-finch, Oryzoborus angolensis (Lin-
naeus 1766). Isespora braziliensis and I paranaensis
differ from the oocysts recovered in this study due to the
presence of single-layered wall Isospora curio 1s larger
than I. saltatori, and differs from I trincaferri because
it does not present polar granule (Silva er al. 2006).

Based on all morphological characteristics men-
tioned in this study, the described species are consid-
ered new coccidian species obtained from the green-
winged saltator S. similis.

Acknowledgements. The authors would like to thank the breeder of
the green winged saltator located in Teresopolis City. Rio de Janeiro
State, Brazil. for pemmt and assist the material collection.
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7.2. ANEXO B

CARACTERIZACAO DE VARIACOES MORFOMETRICAS COM A
[LTILIZACAO DA REGRESSAO LINEAR EM ESPECIES DO
GENERO Eimeria EM CAPRINOS DA REGIAO SERRANA DO
ESTADO DO RIO DE JANEIRO, BRASIL~

CHARACTERIZATION OF MORFOMETRIC VARIATIONS USING THE
LINEAR REGRESSION IN THE OOCYSTS OF THE SPECIES OF THE
GENUS Eimeria IN CAPRINE FROM MOUNTAINEUS REGION OF THE
STATE OF RIO DE JANEIRO, BRASIL

Landreani Ramirez!; Walter Leira Teixeira Filho®; Bruno Pereira Berto!; Lianna
Maria de Carvalho Balthazar® e Carlos Wilson Gomes Lopes*

ABSTRACT. Ramirez, L.; Teixeira Filho, W.L.; Berto, B.P.; Balthazar, L.M.C.; Lapes,
C.W.G. [Characterization of morfometric variations using linear regression in the
oocysts of the species of the genus Eimteria in caprine from the mountaineus region
of the state of Rio de Janeiro, Brasil.] Caracterizacio de variagdes morfométricas
com a utilizagdo da regressdo linear em espéceies do género Eimeria em caprinos da
regido serrana do Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Revista Brasileira de Medicina
Veterindria, 31(3):173-178, 2009. Curso de Pos-Graduagio em Ciéncias Veterinarias,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR 465, Km 07, Seropédica, RJ 23890-
000, Brasil. E-mail: landrynana@hotmail.com

Caprine of Saanen and Toggenburg breedings from the mountainous region at the
municipality of Teresopolis in the state of Rio de Janeiro, where fecal samples were
collected separately from two groups, divided in young and adult animals. The sporulated
oocysts of eight distinct species were verified morphologically and mophometrically
(width, length and shape index) and they were identified as Eimeria alijevi, E. arloingi.
E. capyina, E. caprovina, E. christenseni, E. hirci, E. jolchijevi e E. ninakholyakimovae.
Linear regression was used for verifying changes in oocysts size shapes from both groups
of age, besides the use of the Student’s # test in the means comparisons. Significant
differences were observed (pd™0.001) in the size of the sporulated oocysts of some species.
Eimeria ninakholyakimovae presented significant difference for length and width means,
as well as, for the shape index between the oocysts from the young and adult animals.
Eimeria alijevi, E. caprina and E. caprovina presented significant differences for length
and width means of sporulated oocysts from young and adult animals. It could conclude that
the species identified in this study presented, n some cases, a high degree of polymorphism
between oocysts from young and adult caprines for the same species of Enmeria.
KEY WORDS. Eimeria. morphology. esporulated oocysts. Coccidia, Teresopolis.

RESUMO. Caprinos das racas Saanen e Toggenburg  ados de forma mistica, foram separados em dois gru-

pertencentes a criatorios leiteiros localizados no mu-  pos: animais jovens e adultos, Os oocistos esporula-
nicipio de Teresopolis, Estado do Rio de Janeiroecri-  dos das oito espécies encontradas parasitando esses
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animais foram estudados quanto a sua morfologia e
morfometria (diametros maior e menor) e indice mor-
fometrico. sendo identificadas como: Eimeria alijevi,
E. arloingi. E. caprina, E. caprovina. E. christenseni,
E. hirel. E. jolchijevi e E. ninakholyakimovae. Foram
utilizadas retas de regressdo linear com a finalidade
de verificar possiveis mudancas na forma destes
oocistos enfre os dois grupos. além do teste-t de
Student na comparagdo entre as medias. Foram ob-
servadas diferencas significativas (pd”0,001) em re-
lacdo ao tamanho dos oocistos esporulados de algu-
mas especies. Eimeria ninakholyakimovae apresen-
tou diferenca significativa para as médias do diame-
tro maior e menor, assim como, para o indice morfo-
meétrico enfre os oocistos de animais jovens e adultos,
Eimeria alijevi. E. caprina e E. caprovina apresenta-
ram diferencas significativas para as medias dos dia-
metros maior e menor enfre os oocistos procedentes
de animais jovens e adultos. Foi possivel coneluir que
as espécies encontradas neste estudo apresentaram. em
alguns casos. um alto grau de polimorfismo entre
oocistos das espécies do género Eimeria procedentes
de caprinos jovens e adultos.

PATLAVRAS-CHAVE. Eimeria, morfologia, oocistos
esporulados. Coccidia, Teresépolis.

INTRODUCAO

O género Eimeria foi descrito, pela primeira vez
por Schneider em 1875 (sin. Coccidium Leuckart,
1879) parasitando camundongos (Mus musculus).
Esta espécie foi denominada de Eimeria falciformis.
Desde entdo. ja foram descritas mais de 1.300 espé-
cies deste género em diversas espécies de animais
vertebrados e invertebrados (Duszynski et al., 1999).

A infeccdo de caprinos com coccidios do género
Eimeria ¢ bastante comum e, frequentemente, ani-
mais de qualquer idade encontram-se parasitados por
uma ou mais espécies (Lima, 1980). Lloyd & Soulsby
(1978) constataram que em rebanhos leiteiros a
eimeriose é comum em caprinos entre um e trés me-
ses de idade. Porém. € raro uma espécie de Eimeria
completar seu ciclo biologico em mais de um géne-
ro hospedeiro. Isto se deve ao alto grau de especifi-
cidade que estes coccidios possuem com seus hos-
pedeiros (Long & Joyner., 1984). Segundo Musaev
(1970). essa especificidade auxilia significativamente
na sistematica destes coccidios.

A infeccio por espécies do género Eimeria pode
ser determinada a partir da observacio dos oocistos
nas fezes dos animais, sendo a descricdo das espéci-
es baseada na morfologia dessas formas exogenas

(Joyner. 1982). No entanto, varios fatores podem al-
terar a morfologia dos oocistos dentro de uma mes-
ma espécie, assim como, espécies distintas podem
possuir estadios evolutivos com morfologia seme-
lhante (Todd & Ernst, 1977).

De acordo com Fayer (1980) os fatores de
diapausa sdo as chaves para a epidemiologia dos
coccidios em termos de sobrevivéncia dos cistos nos
tecidos e dos oocistos. uma vez que garantem seu
desenvolvimento, sobrevivénecia, dispersdo e conti-
nuidade. Assinalou ainda que o aparecimento da
infeccdo. na maioria das vezes, acontece quando ani-
mais sdo mantidos confinados. facilitando o actmulo
de grande quantidade de oocistos juntamente com
hospedeiros susceptiveis. No entanto. o nimero de
oocistos produzidos por um animal infectado, € afe-
tado por outros fatores além deste. Entre estes fato-
res podem ser citados: potencial inerente a cada es-
pecie, imunidade ou resisténcia desenvolvida pelo
hospedeiro. fator crowding. que € a concorréncia com
oufras especies de coccidios no mesmo hospedeiro
nutrigdo, diferentes espécies de hospedeiro. fatores
de estresse do hospedeiro. coccidiostaticos, além das
condicdes que afetam a esporulacio e sobreviveéncia
dos oocistos, tais como, o efeito da umidade, tempe-
ratura, fatores fisicos e quimicos. assim como. a dis-
persdo fisica e bioldgica destes,

Varias caracteristicas devem ser consideradas para
a identificacdo e classificacdo de uma especie de
coccidio, tais como: espécie hospedeira susceptivel,
localizacdo de cada estadio evolutivo no hospedei-
ro. patogenicidade, especificidade imunologica, pe-
riodo pré-patente, tempo de esporulacdo. variacao
enzimatica e densidade do DNA. E fundamental tam-
bém considerar as caracteristicas bioldgicas e fisio-
logicas na determinacdo de uma espécie. Uma ca-
racteristica morfologica considerada de grande im-
portancia no auxilio da diferenciacdo das espécies
do género Eimeria € o indice morfoméirico (didme-
tro maior [DM] dividido pelo menor [dm]), uma vez
que o tamanho do oocisto pode ser variavel, mas seu
indice morfométrico (IM) tende a ser constante, per-
mitindo verificar a tendéncia da forma do oocisto. o
que foi demonstrado atraves de trabalhos realizados
com eimerias de aves e camundongos, sendo consi-
derado um dado de maior precisdo na comparacio
entre espécies, como também, na variacdo intra-es-
pecifica (Long & Joyner., 1984). Ainda segundo es-
tes aufores. o oocisto apresenta variacdo de medidas
e parece atingir o seu tamanho maximo em torno da
metade do periodo de paténcia.
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A morfologia dos oocistos tende a apresentar as-
pectos que podem ser descritos de maneira qualitati-
va e quantitativa, com grande variacdo e combina-
clo de caracteristicas especificas (Joyner, 1982).

Anteriormente. em 1981. Norton e Joyner havi-
am trabalhado com analise grafica da inclinacdo da
reta de regressdo do dm sobre o DM para cada
oocisto. facilitando a avaliacdo dessa estrutura. Des-
te modo. Joyner (1982) propods a substituicio do cal-
culo do IM utilizado habitualmente, uma vez que
apesar de ocorrerem deformacdes, os oocistos apre-
sentavam sua forma caracteristica denfro de uma
mesma faixa de dimensdes. tendende a ser mais
constante do que o tamanho.

Alguns trabalhos ja foram realizados utilizando a
analise de regressdo linear na avaliacdo da morfolo-
gia, tanto de oocistos, como de esporocistos de vari-
as especies de coccidios, além, de analisar e identifi-
car possiveis diferencas inter e intraespecificas. as-
sim como. o polimorfismo que essas estruturas po-
dem sofrer.

Teixeira-Filho et al. (2000) realizaram um ftraba-
lho sobre a importancia da idade do hospedeiro na
forma dos oocistos das espécies do género Eimeria
que parasifavam caprinos leiteiros no municipio de
Marica, Estado do Rio de Janeiro. Foi observado que
a variacdo no tamanho dos oocistos estava relacio-
nada as sucessivas infeccdes encontradas em condi-
cdes naturais e, do estado fisiologico do hospedeiro,
como enfatizado por Fayer (1980). Com base na ana-
lise dos oocistos foi constatado que a idade dos ani-
mais teve influéncia na sua forma.

Pereira et al. (2001) utilizaram dados morfomé-
tricos de oocistos de Hammondia heydorni, de dife-
rentes grupos de hospedeiros para avaliar o uso da
analise de regressdo linear do dm em relacdo ao DM
dos oocistos utilizando o teste-t de Tukey na compa-
racéo dos coeficientes e na caracterizacdo de varia-
¢cdes intra-especificas decorrentes de aspectos bio-
logicos dos hospedeiros.

Mais recentemente, Berto et al. (2008a) trabalha-
ram com oocistos esporulados de Tyzzeria parvula,
provenientes de infec¢des naturais de gansos (Anser
anser) em duas regides distintas do Estado do Rio
de Janeiro, onde. em uma, os animais eram criados
livremente e, na outra, eram mantidos em gaiolas nos
aviarios. Foram realizados estudos morfométricos,
bem como. as regressdes lineares dos oocistos espo-
rulados com a finalidade de analisar possiveis varia-
¢des entre os dois grupos de oocistos, assim como,
dentro de um mesmo grupo. Os resultados observa-

dos indicaram que. apesar dos oocistos esporulados
enconfrados serem diferentes nas suas medidas e
apresentarem as vezes diferencas significativas, os
animais eram parasitados por uma unica espécie que
¢ altamente polimérfica.

Ainda. Berto et al. (2008b) ao determinar a pre-
senca do coccidio Isespora hemidactyli parasito da
lagartixa doméstica (Hemidactylus mabouia) comum
em residéncias da regido metropolitana do Rio de
Janeiro. observaram que, apos a realizacdo dos
histogramas e regressdo linear para as medidas dos
oocistos esporulados desta espécie, eles confirma-
ram a homogeneidade de seus oocistos apesar da
grande amplitude de variacdo.

Este frabalho teve como objetivo determinar o
polimorfismo dos oocistos esporulados de espécies
do género Eimeria encontradoas nas fezes de capri-
nos jovens e adultos procedentes do municipio de
Teresopolis. Estado do Rio de Janeiro.

MATERIAL E METODOS

As amostras de fezes foram coletadas diretamen-
te da ampola retal dos animais que pertenciam as
racas Saanem e Togenburg criados de forma mstica
no municipio de Teresopolis. na regido serrana do
estado do Rio de Janeiro. Estas foram divididas em
dois grupos (animais jovens e adultos) e transporta-
das ao laboratorio de Coccidios e Coccidioses. Pro-
jeto Sanidade Animal (Embrapa/UFRRI). Departa-
mento de Parasitologia Animal da Universidade Fe-
deral Rural do Rio de Janeiro para serem examina-
das. Foram coletadas 370 amostras de fezes. Cada
amostra das fezes foi examinada com a finalidade
de verificar-se a presenca de oocistos do género
Eimeria, utilizando-se a técnica de centrifugo-
flutuacio em solucdo saturada de actcar, de acordo
com Menezes & Lopes (1995).

Para identificacdo dos oocistos recuperados das
fezes dos animais utilizou-se, como base. as carac-
teristicas fenotipicas destacadas por Tenter et al.
(2002) e as caracteristicas morfologicas dos oocistos
esporulados conforme Duszynski & Wilber (1997).

Foi entdo realizada a analise de varidncia, com a
finalidade de verificar diferencas em relacdo aos di-
ametros maior (DM), menor (dm) e indice mortfo-
metrico (IM) dos oocistos esporulados oriundos de
caprinos jovens e adultos. Utilizou-se o teste t de
Student para comparacdo entre as medidas dos DM.
dm e IM. atraves dos calculos de media. variancia.
grau de liberdade e valor de *“p”. presumindo
variancias equivalentes. A analise da reta de regres-
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sdo linear foi realizada de acordo com Norton &
Joyner (1981). com a finalidade de avaliar a forma
dos oocistos e os graficos com os residuos, bem como
os coeficientes de inclinacdo das retas foram obfi-
dos de acordo com Armitage & Berry (1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foram identificadas as seguintes
especies do género Eimeria: E. alijevi, E. arloingi,
E. caprina. E. caprovina. E. christenseni. E. hirci.
E. jolchijevi e E. ninakholyakimovae.

Tabela 1. Comparacio morfométrica dos oocistos esporulados do gé-
nero Eimeria recuperados de caprinos procedentes do municipio de
Teresopolis, RT.

Espécies Meédias (um)
Didmetro Didmetro Indice

maior menor Morfométrico

Jovens! Adultos?  Jovens Adultos  Jovens Adultos
E. alijevi 194 206° 184* 193° L 11
E. arloingi 8% 283 203 206 14 14
E. caprina 2% 317 205 12§ 148 14
E. caprovina 75 286 200 27 13 13
E. clwintenseni 7>r 366 238 M1 13 13
E. hirei ke 138 197 197 12 1»
E. jolchijevi 308 311 214 210 14 14
E. ninakohbhakimovae 247 226° 199° 107 12 11k

Amostras provenientes de caprinos jovens.

?Amostras provenientes de caprinos adultos.

L etras iguats nas linhas das columas de didmetros mator e menor e indice
morfométrico indicam médias equivalentes (P=0,001) pelo teste-t de Student.

% @

Na Tabela 1, encontram-se as medidas dos oocistos
esporulados e o indices morfométricos das espéecies
enconfradas. A forma dos oocistos das diferentes es-
pecies procedentes de caprinos jovens e adultos foi
similar aos resultados obtidos por Pires & Lopes (1985;
1986), Levine (1985) e Alyousif et al. (1992). com
excecdo de E. hirc. que se apresentou de forma ovoide;
0 mesmo ocorreu com E. caprovina, que Menezes
(1996) observou de forma sub-esférica.

Com base nos resultados obtidos pelo teste-t,
pode-se notar que ocorreu diferenca significativa (P
=0.001) para as médias de DM e IM dos oocistos de
E. ninakohlvakimovae. E. alijevi. E. caprina e E.
caprovina, que tambem apresentaram diferenca sig-
nificativa para as médias dos DM e dm dos oocistos
oriundos de animais jovens e adultos.

Quanto a analise da inclinacéo da reta (Figuras 1
e 2). conforme Norton & Joyner (1981) e Pereira et
al. (2001), comparando-se os coeficientes de regres-
sdo constatou-se, em alguns casos, diferencas signi-
ficativas dos oocistos dos dois grupos estudados. o
que sugere que as espécies encontradas neste estudo
apresentaram um alto grau de polimorfismo entre
oocistos desses grupos,

Nossos resultados estdo de acordo com os de Long
& Joyner (1984) onde os autores afirmaram que o
tamanho do cocisto ndo ¢ necessariamente constan-
te, assim como, com o trabalho realizado por Pereira
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Figura 1. Distribuicdo dos oocistos esporulados do género Eimeria recuperados das fezes de
caprinos procedentes do municipio de Teresopolis, BRI, A. Eimeria alijevi; B. Eimeria arloingi;

C. Eimeria caprina; D. Eimeria caprovina.
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Figura 2. Distribuicdo dos oocistos esporulados do género Eimeria recuperados das fezes de
caprinos procedentes do municipio de Teresopolis, BJ. A. Eimeria chrintenseni; B. Eimeria
hirci; C. Eimeria jolchijevi; D. Eimeria ninakohlyakimovae.

et al. (2001) em que a analise da forma do oocisto
pela reta de regressdo e pelo teste-t para verificar
diferencas na inclinacio das retas pode se constituir
em mais uma ferramenta util na analise morfometri-
ca dos oocistos esporulados de coccidios.
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7.3. ANEXO C

Acta Protozool. (2009) 48: 347-351

AGTA

PROTOZOOLOGICA

Isospora fticoticoi n. sp. (Apicomplexa: Eimeriidae) from the Rufous-
collared Sparrow Zonoftrichia capensis in South America

Lianna M. C. BALTHAZARY!, Bruno P. BERTO!, Walter FLAUSINO? and Carlos W. G. LOPES*

ICurso de Pés-Graduacio em Ciencias Veterinirias, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) — CAPES and REUNI
scholarship; Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria, UFRRJ, RJ., Brasil - CNPq fellowship

Summary. This current study reports a new isosporoid (Apicomplexa: Eimeriidae) species parasitizing rufous-collared sparrows, Zono-
trichia capensis, kept in captivity located in the mountamous region of Rio de Janeiro. Brazil Isospora ficoticoi n. sp. oocysts are spherical
to sub-spherical, 23.3 = 22.4 um. with smooth, bilayered wall, ~1.2 pm. Micropyle and oocyst residuum are absent, however, sometimes,
polar granules are present. Sporocysts are ellipsoidal, 17.0 > 10.8 pm. Stieda and substieda bodies are present. Sporocyst residuum is pres-
ent, sporozoites have one refractile body and a nucleus.

Key words: Jsospora ticoticoi, oocysts, coccidiosts, Passeriformes, Emberizidae, Rio de Janeiro, Brazil.

INTRODUCTION til this moment 19 species were described in this family.
Brazil has 73 distinet emberizid species catalogued: be-
ing that many of these species, or others exotic species,
are bred in captivity (CBRO 2007).

The current study describes a new Isespora species
infecting mfous-collared sparrows, Z. eapensis. kept in
captivity located in the mountainous region of Rio de

Janeiro, Brazil.

The rufous-collared sparrow, Zonotrichia capensis
Muller, 1776. is an emberizid bird found in a wide range
of habitats. often near humans, from the extreme south-
east of Mexico to Tierra del Fuego, and on the island of
Hispaniola. In Brazil. it is a very common cage bird due
to its beauty and vocalization (Lougheed and Handford
1992, Sick 1997, CBRO 2007).

The Emberizidae family is one of the families with MATERIAL AND METHODS
more deseriptions of 1sosporoid coceidian parasites. Un-

Fecal samples were collected from ten birds of two distinct

Address for comrespondence: Carlos W. G. Lopes. Laboratorio  breeders of rufous-collared sparrow located in Teresopolis City

de Coccidios e Coccidioses, Projeto Samdade Animal (Embrapa/
UFRRJ), BR-465 km 7, 23890-000 Seropédica. RJ. Brazil. E-mail:
lopescwg(@ufrry.br / bertobp@ufrry.br

(22°25" 8, 42°59" W), Rio de Janeiro State, Brazil Three samples
were collected from a first breeder, whereas the rest of the samples
were collected from the other breeder. Birds were held in individual
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cages: samples were collected immediately after defecation and
placed mto plastic vials containg potasstum dichromate solution
2.5% (K,Cr,0,) (1:6 w/v). Samples were carried to the Laboratdrio
de Coccidios e Coccidioses located at Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRJ). Samples were placed in a thin layer
(~ 5 mm) of K,Cr,0, 2.5% solution in Petni plates. and incubated
at 23-28°C for 10 days or until 70% of oocysts were sporulated.
Oocysts were recovered by flotation in Sheather’s sugar solution
(5.G. 1.20) and microscopically examined using the technique de-
scribed by Duszynsk and Wilber (1997). Morphological observa-
tions (micropyle [M]. oocyst residunm [OR], polar granule [PG],
Stieda body [SB]. substieda body [SSB). sporocyst residuum [SR].
sporozoite [SZ)]. refractile body [SRB]. nucleus [N]) and measure-
ments, mn pm. were performed using a bmocular nucroscope Carl
Zeiss with apochromatic o1l immersion objective lens and ocular
micrometer K-15X PZO (Poland). Line drawings were prepared us-
g a binocular microscope Wild M-20 with drawing tube. Pictures
were taken using a digital camera model CD Mavica MVC-CD250
Sony®. Size ranges are shown in parenthesis followed by average
and shape mdex (L/W ratio).

RESULTS

Ten rufous-collared sparrows were examined: two
of them shed oocysts in the feces. All the positive sam-
ples were originating from the first breeder. Initially. the
oocysts were non-sporulated. while 70% sporulated by
day four.

Isospora ticoticoi n. sp. (Figs 1a—d, 2a—c)

Description of sporulated oocyst: Oocyst shape
(N = 14): spherical to sub-spherical: number of walls: 2;
wall thickness: 1.2 (1.1-1.3): outer wall smooth. about
2/3 of total thickness: L » W: 23.3 = 22.4 (20-25 x
20-24), with shape-index: 1.0 (1.0-1.1): M and O: ab-
sent; PG: usually absent; however, sometimes, a unique
spherical granule or scattered granules are present.

Description of sporocyst and sporozoites: Sporo-
cyst shape (N = 14): ellipsoidal: T = W: 17.0 = 10.8
(15-18 = 10-11): shape-index: 1.6 (1.5-1.7): SB: pres-
ent, nipple-like, 1.0 high = 2.0 wide: SSB: prominent
and compartmentalized: a central and denser portion.
1.5 high = 2.4 wide: the outer portion is larger and col-
orless, 2.2 high = 3.8 wide: SR: present; SR character-
isties: composed of scattered granules of different sizes;
SZ: vermiform with 1 posterior SRB and a N.

Type-host: Therufous-collared sparrow, Zonotrichia
capensis (Muller, 1776) (Passeriformes: Emberizidae).

Type-locality: Teresopolis City (22°25" S, 42759’
W). Rio de Janeiro, Brazil.

Material deposited: Oocysts stored n 10% aqueous
buffered formalin (v/v), and deposited in the Parasitol-
ogy Collection, in the Department of Animal Parasitol-
ogy. at UFRRIJ. located in Seropédica. Rio de Janeiro,
Brazil. Phototypes and line drawings are deposited at
the same location. The repository number is P-34/2009

Site of infection: Unknown. Qocysts collected from
fecal samples.

Prevalence: 20% (Two of ten examined birds).

Etymology: The specific epitaph is derived from the
common local name for the host, which 1s ‘tico-tico’.

DISCUSSION

In spite of Z. capensis to be a very common cage bird
in Brazil. the native birds are protected by law. Thus. the
breeders make difficult the collect and. for that reason,
only ten fecal samples could be collected.

Descriptions of 1sosporan coccidia parasitizing birds
of the Emberizidae are frequent. Boughton er al. (1938)
recovered oocysts from feces of 13 emberizid species,
meluding the golden-crowned sparrow Z. amricapilla
Gmelin, 1789. Hadley (1910) reports a coccidium para-
sitizing the white-throated sparrow Z. albicollis Gme-
lin, 1789. These oocysts, however, were not described
or named.

Isospora emberizae Mandal, Chakravarty, 1964
was described from the red-headed bunting Emberiza
bruniceps Brandt, 1841. Isospora exigua McQuis-
tion. Wilson, 1988, I fragmenta McQuistion, Wilson,
1988, I rotunda McQuistion, Wilson, 1988 and I. re-
meraria MeQuistion, Wilson, 1988 parasites the small
tree-finch Camarhynchus parvulus Gould. 1837; and L
geospizae MeQuistion, Wilson, 1989 and I. daphnen-
sis McQuistion, 1990 were described from the medium
ground-finch Geospiza fortis Gould. 1837 (Mandal and
Chakravarty 1964: McQuistion and Wilson 1988, 1989;
MeQuistion 1990).

Isospora paroariae Upton, Current, Clubb, 1985
was described from the red-crested cardinal, Paroaria
coronata Miller, 1776; and Isospora tiaris Ball, Daszak,
1997 was described from soot grassquit. Tiaris fuligi-
nosa Wied, 1830 (Upton er al. 19835. Ball and Daszak
1997).

Carvalho-Filho er al. (2005) identified three new
species from the double-collared seedeater, Sporophi-
la caerulescens Vieillot, 1823, from Eastern Brazil: I
sporophilae Carvalho-Filho, Meireles, Ribeiro, Lopes,
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Fig. 1. Line drawings of [sospora ticoticoi. a new coccidium species recovered from the rufous-collared sparrow, Zonotrichia capensis. (a)
sporulated ococyst with its respective variations of (b, ¢, d) Stieda and substieda bodies detached. Secale-bar: 10 pm for cocyst (a); and 5 pm

for Stieda and substieda bedies (b, c. d).

2005, I flausinoi Carvalho-Filho. Meireles, Ribeiro,
Lopes, 2005 and I teixeirafilhoi Carvalho-Filho, Mei-
reles, Ribeiro, Lopes, 2005.

Isospora braziliensis Silva, Literak, Koudela. 2006,
I. paranaensis Silva. Literak, Koudela. 2006 and I cu-
rio Silva, Literak, Koudela, 2006 were identified from
the lesser seed-finch Oryzoborus angolensis Linnaeus,
1766. from Brazil (Silva ef al. 2006).

Dolnik and Loonen (2007) deseribed. for the first
time. an avian isosporan parasite that succeeds trans-
mission while in the High Arctic: Isospora plectroph-
enaxia Dolnik, Loonen, 2007, parasitized the snow
bunting Plectrophenax nivalis Linnaeus, 1758.

Recently. Berto et al. (2009a) described three new
species from the buffy-fronted seedeater S. fromtalis
Verreaux, 1869: Isospora frontalis Berto. Balthazar,
Flausino, Lopes, 2009, I teresopoliensis Berto, Baltha-
zar, Flausino, Lopes. 2009 and I chanchaoi Berto.
Balthazar. Flausino, Lopes, 2009.

According to Duszynski and Wilber (1997). a new
coccidian species should be compared in details to coc-
cidian species described in the family of the host. There-
fore, I ficoticoi was compared to the coccidia from the
Emberizidae.

Isospora ticoticoi oocysts can be easily distinguished
due to compartmentalization of the SSB, since that no
coceidium parasite of emberezid birds presents this
characteristic.

Isospora emberizae, whose host, E. bruniceps. is
distributed in Asia and Europe: I exigua. I fragmenta.
I rotunda and I remeraria, whose host, C. parvulus.
occurs in the Galapagos Islands; and I geospizae and L.
daphnensis, whose host, G. fortis. occurs in the Galapa-
gos Islands. Geographic isolation is considered to be a
segregation factor for species of Isospora (McQuistion
and Wilson 1988).

Isespora ticoticot has not a compact SR founded in L
paroariae. I. sporophilae, I. flausinot, I teixeirafilhoi, I
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paranaensis. I. plectrophenaxia and I. chanchaoi. Isos-
pora tiaris, I frontalis and I. teresopoliensis oocysts are
larger than I. ticoticoi. while I braziliensis oocysts are
lesser. Finally, I curio not presents SSB.

In agreement with Grulet et al. (1982), Berto et al.
(2009b). Berto et al. (2009¢) and Berto et al. (2009d).
some variations in the SB and SSB (Figs 1b—d) were
observed in the sporocysts of this new species: howev-
er. these variations are not sufficient enough to describe
another new species.

Based on the differential morphological features
mentioned in this study, this species described above
is therefore considered as new to science, represent-
ing the twentieth Isospora species described from the
Emberizidae.

Acknowledgements. The authors would like to thank to the breed-
ers of rufous-collared sparrows located in Teresépolis City. Rio de
Janeiro State, Brazil. for permitting and assisting with the collection
of the material.
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7.4. ANEXO D

THE SLATE-COLORED SEEDEATER, Sporophila schistacea,
A NEW HOST FOR Isospora chanchaoi

A CIGARRINHA-DO-NORTE, Sporophila schistacea, UM NOVO
HOSPEDEIRO PARA Isospora chanchaoi

Lianna Maria de Carvalho Balthazar'; Bruno Pereira Berto’; Walter Flausino®
and Carlos Wilson Gomes Lopes*

ABSTRACT. Balthazar, L.M.C.; Berto, B.P.; Flausino, W. & Lopes, C.W.G. The slate-
colored seedeater, Sporophila schistacea, a new host for Isospora chanchaoi. [A
cigarrinha-do-norte, Sperophila schistacea, um novo hospedeiro para Isospora
chanchaoi.] Revista Brasileiva de Medicina Veterindria, 31(4):253-255, 2009. Curso
de Pés-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, BR 465, Km 7, Seropédica, RJ 23890-000, Brasil. E-mail: liannavet@ufrr).br

This study reports a slate-colored seedeater, Sporophila schistacea, parasitized by
Isospora chanchaoi. This coceidium was origially described parasitizing S. frontalis
and had never been reported in S. schisfacea. Its oocysts were spherical to sub-spherical
or ovoid, 24.7 x 22.4 um, with a smooth, bi-layered wall. Both a micropyle and an
oocyst residunm were absent, but one or two polar granules were present. The sporocysts
were ellipsoidal, 16.6 x 11.0 pum. The Stieda body was nipple-shaped and the substieda
body was small but prominent. The sporocyst residuum formed a compact mass of
granules, and the sporozoites were large and elongate, with a refractile body and a
nucleus. Thus, based on this study, the slate-colored seedeater S. schistacea is considered
as new host for I chanchaoi.

KEY WORDS. Morphology, sporulated oocysts, coccidia, Embenizidae, Passeriformes,
Teresopolis.

RESUMO. Este estudo relata a cigarrinha-do-nor- e um nucleo. Assim, baseado neste estudo. a

te. Sporophila schistacea. parasitada por Isospora
chanchaoi. Este coccidio foi originalmente descrito
parasitando S. fironfalis e nunca havia sido relatado
em S. schistacea. Seus oocistos foram esféricos a sub-
esféricos ou ovoides, 24.7 x 22.4 um, com parede
lisa e dupla. Micropila e residuo estavam ausentes,
mas um ou dois granules polares estavam presentes.
Os esporocistos foram elipsdides, 16.6 x 11.0 um.
Corpo de Stieda mamiliforme e corpo substieda pe-
queno. porem proeminente. O residuo do esporocis-
to formava uma massa compacta de granulos. Espo-
rozoitas grandes e alongandos, com um corpo refratil

cigarrinha-do-norte € considerada nm novo hospe-
deiro para I. chanchaoi.

PALAVRAS-CHAVE. Morfologia. oocistos esporulados.
coccidios. Emberizidae, Passeriformes. Teresopolis.

INTRODUCTION
The slate-colored seedeater Sporophila schistacea
Lawrence. 1862 is a bird of the Emberizidae family.
It is native species in Brazil and has an extremely
large range. being found too in Belize, Bolivia,
Colombia. Costa Rica, Ecuador. French Guiana,
Guyana, Honduras, Mexico, Panama, Peru. Surina-
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me, Trinidad and Tobago, and Venezuela. Its natural
habitats are subtropical or tropical moist lowland
forests and heavily degraded former forest. Besides,
it is a very common cage bird due to your beauty and
vocalization (Stotz ef al., 1996; Sick, 1997: CBRO,
2007).

Coccidiosis is a parasitic disease affecting the in-
testinal tract of animals. caused by coccidian protozoa.
Pagsseriformes are principally parasitized by Isospora
Schneider. 1881 genus. Most birds infected with these
coccidia are asymptomatic: however, young or
immuno-compromised birds may suffer severe
symptoms, including death (Soulsby, 1987).

Primordially. Hadley (1910) and Boughton et al.
(1938) recovered oocysts from feces of emberizid
birds: however. these oocysts were not described or
named. In the last vears, 10 of descriptions of new
coccidian species were done in the Emberizidae
family (Mandal & Chakravarty. 1964; Upton et al.,
1985: McQuistion & Wilson. 1988; McQuistion &
Wilson. 1989; McQuistion, 1990; Ball & Daszak,
1997: Carvalho-Filho et al.. 2005: Silva et al., 2006,
Dolnik & Loonen, 2007).

Recently, Berto et al. (2009) described three new
species of Isospora from the buffy-fronted seedeater
S. frontalis Verreaux, 1869: Isospora frontalis Berto
etal.. 2009. I. feresopoliensis Berto et al.. 2009 and
I chanchaoi Berto et al.. 2009.

The aim of this study was to report I chanchaoi
parasitizing slate-colored seedeaters S. schistacea
from the mountainous region of the State of the Rio
de Janeiro, Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Fecal samples were collected from two birds of a
single breeder of the slate-colored seedeater located

in Teresdpolis City (22° 25° S and 42° 59° W), Rio
de Janeiro State, Brazil. Birds were held in individu-
al cages: samples were collected immediately after
defecation and placed into plastic vials containing
potassium dichromate solution 2.5% (K,Cr,0,) (1:6
Ww/v). Samples were carried to Laboratorio de Cocci-
dios e Coccidioses at PSA (Embrapa/UFRRT). De-
partamento de Parasitologia Animal, Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro.

Samples were placed in a thin layer (~ 5 mm) of
K,Cr,0, 2.5% solution in Petri plates, and incubated
at 23-28°C for 10 days or unfil 70% of oocysts were
sporulated. Oocysts were recovered by flotation in
Sheather’s sugar solution (sp. g. 1.20) and examined
microscopically using a technique described by
Duszynski & Wilber (1997).

Morphological observations and measurements,
in pm. were performed using a binocular microscope
Carl Zeiss with apochromatic oil immersion objective
lens and ocular micrometer K-15X PZO (Poland).

Pictures were taken using a digital camera model
CD Mavica MVC-CD250 Sony®. Size ranges are in
parenthesis followed by average and shape index
(length/width). Means comparisons by Student’s t-
test were performed using the software Excel XP
(Microsoft Co., Redmond. WA, USA). based on
Sampaio (2002).

RESULTS AND DISCUSSION

Two slate-colored seedeaters were examined: one
of them shed oocysts in the feces. Initially. the oocysts
were non-sporulated, while 70% sporulated by day
two.

These sporulated oocysts (Figure 1) were sub-
spherical or ovoid. with smooth and bi-layersd wall.

Figure 1. Photographs (a, b) of sporulated oocysts of Isospora chanchaoi recovered from the

Rl

slate-colored seedeater Sporophila schistacea. Scale-bar: 10pm
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The slate-colored seedeater, Sporophila schistacea, a new host for Isospora chanchaoi

Table 1. Means comparisons of the sporulated oocysts of Iospora
chanchaoi recovered from the emberizids Sporophila frontalis and S.
schistacea.

Means Qaocysts ples (um)
Berto et al. (2009} Present study”

Oocysts

Width 242 (23-26p 24.7 (23-26)

Length 220 (21239 224 (22-23¢
Shape-index L1 {10-1.1p 1.1 (1.0-1.2p*
Sporocysts

Width 16.1 (151792 16.6 (16-17)

Length 10.3 (10-11p 11.0 (10-12p
Shape-index 1.6 (1.5-1.6* 1.5 (1.4-1.6*

‘Samples recovered from 5. frontalis.

*Samples recovered from 5. schistacea.
*Same letters within each row denote statistically equivalent means (P>=0.001)
by Student’s t-test.

Micropyle and oocyst residunm were absent, while
one or two polar granules were present. Sporocysts
were ellipsoidal. with a smooth. thin, single-layered
wall. Stieda body was nipplelike and substieda body
small, but prominent. Sporocyst residuum formed a
compact mass of granules. Sporozoites were large
and elongated with one large refractile body and a
nucleus.

These oocysts were similar to I. chanchaoi
oocysts. Table 1 shows the means comparisons
between the oocysts recovered in this study and the
I chanchaoi oocysts of the original description of
Berto et al. (2009).

Based on the morphological features and means
comparisons mentioned in this study. the slate-
colored seedeater S. schistacea is therefore
considered as new host for I. chanchaoi.
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Abstract Three new coccidian  (Apicomplexa:
Eimenidae) species from the buffy-fronted seedeater
Sporophila frontalis Verraux in Brazil are reported in
the current study. Isespora frontalis n. sp. oGeysts are
sphencal to sub-spherical, 279 = 26.9 pm, with a
smooth, bi-layered wall c.1.4 pm thick. A micropyle
and an oocyst residuum are absent, but polar granules
are present. Sporocysts are elongate ellipsoidal,
19.6 = 11.1 pm. The Steda body 1s knob-hke and
the substieda body is slight. The sporocyst residuum
is composed of scattered granules, and the sporozo-
ites are vermiform with a refractile body and a
nuclens. fsospora teresopoliensis n. sp. obcysts are
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spherical to sub-spherical, 25.7 = 243 pm, with a
smooth, bi-layered wall 1.3 pm thick. A micropyle,
obcyst msiduum  and polar grnule are absent
Sporocysts are ovold, 18.8 x 11.2 pm. The Steda
body 1s mipple-shaped and the substieda body 1s large
and prominent. The sporocyst residuum 1s composed
of scattered granules, and the sporozoites are large
and elongate, with a relmctile body and nuclews.
Odiseysts of Isospora chanchaot n. sp. are sphernical to
sub-spherical or ovoid, 24.2 = 220 pm, with a
smooth, bi-layered wall 1.2 pm thick. Both a
micropyle and an otcyst residuum are absent, but
one or two polar granules are present. The sporocysts
are ellipsoidal, 16.1 = 103 pm. The Stieda body 1s
nipple-shaped and the substieda body 1s small but
prominent. The sporocyst residuum forms a compact
mass of granules, and the sporozoites are large and
elongate, with a refractle body and a nucleos.

Introduction

The buffy-fronted secdeater Sporophila frontalis
Vemeaux 15 an emberizid bird hsted as vulnerable
by the ITUCN (World Conservation Union) because
the population is likely to be small and mapidly
declining as a result of deforestation and trapping. It
15 native to Argenting, Brazil and Paraguay. In Brazil,
& frontalis 18 found 1in R de Janeiro, Minas Geras
and Sio Paulo States, but rarely found in Espirto
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53



66

Syst Parasitol (2009) 73:65-69

Santo, Parand, Santa Catarina and Rio Grande do Sul
States (Capper et al., 2007).

Coccidiosis caused by species of Tsospora Schnei-
der, 1881, described in birds of the genus Sporophila
Linnaeus, was first reported by Carvalho-Filho et al.
(2003), when odeysts were recovered from facces of
the double-collared seedeater 8. caerulescens Vieillot.

The cument study describes three new Isospora
species infecting the buffy-fronted seedeater S, fron-
talis in Teresopolis City, Rio de Janeiro State, Brazil.

Materials and methods

Faecal samples were collected from 11 birds of a
single breeder of the bully-fronted seedeater located
in Teresopolis City (22°25'S; 42°59'W), Rio de
Janeiro State, Brazil. Birds were held in individual
cages; samples were collected immediately after
defecation and placed inte plastic vials containing
potassium dichromate solution 25% (K,Cr04) (1:6
wiv). Samples were transported to the Laboratdrio de
Coccidios ¢ Coccidioses located at the Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. Samples werne
placed 1 a thin layer (c.5 mm) of K Cr05 25%
solution in Petri plates and incubated at 23-28°C for
10 days or until 70% of the odcysts were sporulated.
Obeysts were recovered by flotation in Sheather’s
sugar sodution (sp. g. 1.20) and examined microscop-
ically using a technigque described by Duszynski and
Wilber (1997). Morphological observations and mea-
surements, in micrometres, were made using a Carl
Zeiss binocular microscope with an apochromatic oil
immersion objectve lens and a PAD K-15X ocular
micrometer. Line drawings were prepared using a
binocular microscope Wild M-20 with a drawing
tube. Pictures were taken usmg a Sony CD Mavica
MVC-CD250 digital camera. Size ranges am in
parenthesis followed by the mean, standard deviation
and shape index (length/width).

Results
Eleven bufly-fronted seedeater birds wene examined;
eight of them shed odeysts in the facces. Imtally, the

odcysts were non-spomulated, but 70% had sporulated
by day two.

@ Springer

Isospora frontalis n. sp.

Type-host:  Sporophila frontalis Verreaux (Aves:
Passenformes: Emberiadae).

Type-locality: Teresdpolis City (22°25'S; 42°59W),
Rio de Janeimo, Brazl.

Type-material: Oobcysts in 10% aqueous buffered
formalin (v/v) are deposited in the Parmsitology
Collection, Department of Animal Parasitology,
UFRRI, located in Seropédica, Rio de Janeiro, Brazil.
Phototypes and line drawmgs are also deposited. The
repository number 1s P-22/2008.

Prevalence: 9% (1 of 11 examined birds shed odcysts
in the faeces). Other isosporoid coccidia were not
associated.

Site: Not mvestigated.

Erymology: The specific name 15 derived from the
specific name of the type-host.

Description of oocysts (Figs. 1A, 2A, B)

Sporulated  odeysts  spherical o sub-sphencal,
279 £ 0.6 (27-29) x 269 + 1.2 (25-28) (n = 15),
with shape-index of 1.0 (1.0-1.1), smooth, with 1.4 +
0.1 (13-1.5) thick bi-layered-wall. Micropyle and
odcyst residuum absent, but splinter-like or comma-
shaped polar granules present. Sporocysts elongate
ellipsoidal, 19.6 £ 0.7 (19-21) = 11.1 £ 0.7 (10~
12) (n = 15), with average shape-index 1.8 (1.6-1.9)
and smooth, thin, single-layered wall. Stieda body
knob-lhike, 0.8 deep = 1.7 wide; substeda body
slight. Sporocyst residuum composed of scattered
granules. Spomeoites vermifonm, with posterior me-
fractile body and centrally located nucleuns.

Isospora teresopoliensis n. sp.

Type-host:  Sporophila frontalis Verreaux (Aves:
Passenformes: Emberizadae).

Type-localiry: Teresopolis City (22°25'S; 42°59W),
Rio de Janeimo, Brazl.

Type-material: Obcysts in 10%  agueous buffered
formalin (v/v) are deposited 1 the Pamsiology

Collection, Department of Animal Parasitology,

Fig. 1 Line drawings of sporulated oficysts of new coccidanm
species recovered from the buffy-fronted seedeater Sporophila

Sfromtalis. A Isospora frontalis n. sp: B, L teresopoliensis n.

sp.. C. L chanchaot o sp. Scale-bar: 10 pm
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UFRRYI, located in Seropédica, Rio de Janeiro, Brazil.
Phototypes and line drawings are also deposited. The
repository number is P-23/2008.

Prevalence: 18% (2 of 11 examined birds shed
oocysts in the faeces). In one of them no other
isosporoid coccidia were associated, but in the other
bird this coccidium was associated with 1. chanchaot
n. sp.

Site: Not investigated.

Etymology: The specific name is derived from the
city of origin of the host.

Description of oocysts (Figs. 1B, 2C, D)

Sporulated oocysts  spherical to  sub-spherical,
257 £ 1.0 (24-27) x 243 + 09 (23-25) (n = 15),
with shape-index of 1.1 (1.0-1.1) and smooth bi-
layered wall 1.3 £ 0.1 (1.2-1.4) thick. Micropyle,
odcyst residuum and polar granule absent Sporocysts
ovoid, 18.8 £0.7 (18-20) x 112 £05 (10-12)
(n = 15), with shape-index of 1.7 (1.6-1.7) and
smooth, thin, single-layered wall. Stieda body is
nipple-shaped, ¢.0.8 deep x 1.9 wide: substieda body
large, prominent, ¢.2.2 deep x 3.7 wide. Sporocyst
residuum composed of scattered granules. Sporozo-
ites large, elongate, with large refractile body and
centrally located nucleus.

Isospora chanchaoi n. sp.

Type-host: Sporophila frontalis Verrcaux (Aves:
Passeriformes: Emberizidae).

Type-locality: Teresépolis City (22°25'S; 42°59'W),
Rio de Janeiro, Brazil.

Type-material: Qbcysts in 10% aqueous buffered
formalin (v/v) deposited in the Parasitology Collec-
tion, Department of Animal Parasitology. UFRRJ,
located in Seropédica, Rio de Janeiro, Brazil. Photo-
types and line drawings are also deposited. The
repository number is P-24/2008.

Prevalence: 55% (6 of 11 examined birds shed
oocysts in the faeces). In five of them no other
isosporoid coccidia were associated, but in the bird
examined last this coccidium was associated with
L teresopoliensis n. sp.

4 springer
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Fig. 2 Photographs of sporulated odeysts of new coccidian species recovered from the buffy-fronted seedeater Sporophila frontalis.
AB. Isospora frontalis n. sp.: CD. I teresopoliensis n. sp.: EF. L. chanchaoi n. sp. Scale-bar: 10 pm

Site: Not investigated.
Etymology: The specific name is derived from the
common local name for the host, which is ‘chanchio’.

Description of otcysts (Figs. 1C, 2E. F)

Sporulated odcysts spherical to sub-spherical or
ovoid, 24.2 0.9 (23-26) x 22.0 £ 0.8 (21-23)
(n=15), with shape-index of 1.1 (1.0-1.1) and
smooth, 1.2 + 0.0 (1.1-1.2) thick, bi-layered wall.
Micropyle and odcyst residuum absent, but 1-2 polar
granules present. Sporocysts ellipsoidal, 16.1 + 0.7
(15-17) x 103 = 04 (10-11) (n = 15), with shape-
index of 1.6 (1.5-1.6) and smooth, thin, single-
layered wall. Stieda body is nipple-shaped, ¢0.8
deep x 2.0 wide; substieda body small but promi-
nent, c.1.4 deep x 22 wide. Sporocyst residuum
forms compact mass of granules. Sporozoites large,
clongate, with single large refractile body and single
nucleus.

@ Springer

Discussion

Numerous coccidia have been described from birds
belonging to the family Embernizidae: Isospora emb-
erizae (Mandal & Chakravarty, 1964), whose host, the
red-headed bunting Emberiza bruniceps Brandt. is
distributed in Asia and Europe: I exigua (McQuistion
& Wilson, 1988), L fragmenta (McQuistion & Wilson,
1988). I. rotunda (McQuistion & Wilson, 1988) and
I temeraria (McQuistion & Wilson, 1988), whose
host, the small tree finch Camarhynchus parvulus
Gould, occurs in the Galapagos Islands; and 1. geosp-
izae (McQuistion & Wilson, 1989) and I. daphnensis
(McQuistion, 1990), whose host, the medium-ground
finch Geospiza fortis Gould, occurs in the Galapagos
Islands butis also presentin South America (Mandal &
Chakravarty, 1964: McQuistion & Wilson, 1988,
1989; McQuistion, 1990). These species are found in
geographically isolated sites, calling into question the
suggestions of cross-transmission.
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According to Duszynski and Wilber (1997), any
new coceidian species should be compared in details
with those species that have the most similar
chamctenstics and whose hosts belong o the same
host family. Therefore, the specimens mvestigated
this study were compared with those species histed
below:

¢ [ parpariae (Upton el al., 1985) obtamed [rom
the red-crested cardinal Parcarna coronata
Miller. has odcysts which are smaller than those
of I frontalis n. sp. and 1. teresopoliensis n. sp.,
and differ from odcysts of I chanchaoi because
they lack a polar granule (Upton et al., 1985).

¢ [ faris (Ball & Daszak, 1997), described from
the sooty grassquit Tiars fuliginosus Wied in
Venexuela, has smaller odcysts than I fronialis
and I teresopoliensis, and does not have ellip-
soidal sporocysts as occur in I chanchaoi (see
Ball & Daszak, 1997).

o [ sporophilae (Carvalho-Filho et al., 2005), L
Sflausingt (Carvalbo-Filho et al,, 2005) and 1
teivetrafithed (Carvalho-Filho et al., 20035), from
the double-collared seed eater 5. caerulescens,
have smaller odcysts than 1. frontalis, I tereso-
poliensis and I chanchaoi (see Carvalho-Filho
et al., 2005).

o [ curio (Silva et al., 2006), I. brazifliensis (Silva
etal., 2006) and I paranaensis (Silva et al.,
2006), described from the lesser seed-finch Ory-
zoborus angolensis Linnaeos, lack a substieda
body in the odeysts, unlike those species reported
in the current study (Silva et al., 2006), and both
I braziliensis and I. paranaensis also differ due o
the presence of a single-layered odeyst wall.

Based on the differential morphological features
mentioned 1n this study, the specimens described
above are therefore considered as new 1o science.
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Abstract

Three new coccidian (Apicomplexa, Eimeriidae) species from the sayaca tanager, Thraupis sayaca, from Brazil, are reported
in the current study. fsospora sanhaci sp. nov. oocysts are spherical to subspherical, 22.1 % 21.0 pm, with smooth, bilayered
wall, ~1.0 pm. Micropyle, oocyst residuum and polar granule are absent, while Stieda and substieda bodies are present. Sporo-
cysts are elongated, 17.0 x 9.9 um. Sporocyst residuum is present, sporozoites have one refractile body and a nucleus. lsospora
sayacae sp. nov. are spherical to subspherical, 28.9 x 27.4 pm, with smooth, bilayered wall, ~1.3 pm. Micropyle, oocyst
residuum and polar granule are absent, while Stieda and substieda bodies are present. Sporocysts are bottle-shaped, 23.4 =
11.8 pm and containing a sporocyst residuum and sporozoites with one refractile body and a nucleus. fsospora silvasouzai sp.
nov. are spherical to subspherical, 25.5 x 22.6 um, with a smooth, bilayered wall, ~1.0 pm. Micropyle and ooeyst residuum are
absent, but one polar granule is present. Sporocysts are pyriform ellipsoidal, 17.6 * 10.5 pm. Stieda and substieda bodies and

sporocyst residuum are present and sporozoites have one refractile body and a nucleus.
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Introduction

The sayaca tanager, Thraupis sayaca Linnaeus, 1766, is a
thraupid bird with a large host range. This host species is
found in Argentina, Bolivia, Brazil, Colombia, Paraguay, Peru,
Uruguay and Venezuela. In Brazil, it is found throughout the
country except in the north. This species inhabits landscapes
with trees and shrubs, plantations and, primarily, urbane areas
(Stotz et al. 1996, Sick 1997).

Isosporoid coccidia parasitizing Andean tanagers was re-
ported by Boughton et al. (1938): (1) the southern palm tan-
ager, Thraupis palmarum Wied, 1821;(2) the magpie tanager,
Cissopis leveriana Gmelin, 1788; (3) the southern silver-
beaked tanager, Ramphocellus carbo Pallas, 1764; and (4) the
Brazilian tanager, Ramphocellus bresilius Sclater, 1855. All of
these coccidia were from captured birds in zoos, but none of
them were described or named.

Six species have been described so far. Three of them:
Isospora thraupis Lainson, 1994, I. andesensis Templar, Mc-
Quistion et Capparella, 2004; and I irisidornisi Metzelaars,
Spaargaren, McQuistion et Capparella, 2005 were described in
the palm tanager, T palmarum, in the common bush tanager,
Chloropingus ophthalmicus Du Bus de Gisignies, 1847, and in
the yellow-throated tanager, fridosornis analis Tschudi, 1844,

respectively (Lainson 1994, Templar ef al. 2004, Metzelaars et
al. 2005).

Recently, Berto et al. (2008) described three new species
from the Brazilian tanager, R. bresilius: Isospora tiesangui
Berto, Flausino, Luz, Ferreira et Lopes, 2008; I maram-
baiensis Berto, Flausino, Luz, Ferreira et Lopes, 2008; and
I sepetibensis Berto, Flausino, Luz, Ferreira et Lopes, 2008.

The current study describes three new Isospora species in-
fecting T sayaca in Teresdpolis City, Rio de Janeiro State,
Brazil.

Materials and methods

Fecal samples were collected from 2 birds collected from a
breeder in Teresdpolis City (22°25°S and 42°59"W), Rio de
Janeiro State, Brazil. Birds were held in individual cages, sam-
ples were collected immediately after defecation and placed
into plastic vials with potassium dichromate 2.5% solution
(K5Cry07) (1:6 v/v). Samples were transported to the Labo-
ratorio de Coccidios e Coccidioses located at Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRU). They were placed
in a thin layer (~5 mm) K5CryO7 2.5% solution in Petri plates,
and incubated at 23-28°C for 10 days or until 70% of oocysts
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were sporulated. Qocysts were recovered by flotation in
Sheather’s sugar solution (sp. g. 1.20) and examined micro-
scopically using a technique described by Duszynski and
Wilber (1997). Morphological observations (micropyle [M],
oocyst residuum [OR], sporocyst residuum [SR], polar gran-
ule [PG], Stieda body [SB], substieda body [SSB], parastieda
body [PSB], sporozoite [SZ], refractile body [SRB], nucleus
[N]) and measurements, in pm, were performed using a Carl
Zeiss binocular microscope with apochromatic oil immersion
objective lens and K-15X PZO (Poland) ocular micrometer.
Line drawings were prepared using a Wild M-20 binocular mi-
croscope with drawing tube. Oocysts were photographed
using a digital camera model CD Mavica MVC-CD250
Sony®. Size ranges are shown in parentheses followed by av-
erage and shape index (L/W ratio).

Results

Two sayaca tanager birds were examined; one of them shed
oocysts in the feces. Initially, the cocysts were non-sporulated,
while 70% sporulated by day three.

Isospora sanhaci sp. nov. (Figs la-d; 4a, b)

Description of sporulated cocyst: Oocyst shape (n = 19) sphe-
roidal to subspheroidal; number of walls, 2; wall thickness 1.0
(0.9-1.2); outer wall smooth, about 2/3 of total thickness; L x
W, 22,1 x 21.0 (19-24 x17-23), with L/W ratio 1.0 (1.0-1.1);
M, OR, PG, all absent.

Description of sporocyst and sporozoites: Sporocyst
shape (n = 19): ovoidal, tapering to a rounded pointed at 1
end; L x W, 17.0 x 9.9 (15-19 = 9-11); L/W ratio 1.7 (1.5-
1.9); SB present, nipple-like, 0.4 high x 1.4 wide; SSB pres-
ent, prominent, 1.5 high x 3.1 wide, giving the SB/SSB com-
plex a nipple/areola-like appearance; PSB absent; SR present;
SR characteristics, composed of many small, scattered gran-
ules; SZ vermiform with 1 posterior SRB and a centrally lo-
cated N.

Type-host: The sayaca tanager, Thraupis sayaca Linnaeus,
1766 (Passeriformes, Thraupidae).

Type-locality: Teresopolis City (22°25°S and 42°59°W),
Rio de Janeiro State, Brazil.

Material deposited: Oocysts are kept in 10% agueous
buffered formalin (v/v) and deposited at the Parasitology Col-
lection, in the Department of Animal Parasitology, UFRRIJ, lo-
cated in Seropédica, Rio de Janeiro State, Brazil; phototypes
and line drawings are deposited as well. The repository num-
ber is P-25/2008.

Site of infection: Unknown. Oocysts collected from fecal
samples.

Prevalence: 50% (one of two examined birds).

Etymology: The specific name is derived from the common
local name for T. sayaca, which is Sanhago.

Isospora sayacae sp. nov. (Figs 2a-d; 4c, d)
Description of sporulated oocyst: Qocyst shape (n = 15) spher-

oidal to subspheroidal; number of walls 2; wall thickness 1.3
(1.1-1.5); outer wall smooth, about 2/3 of total thickness; L x

Fig. 1. Line drawings of Isospora sanhaci, a new coccidium species recovered from the sayaca tanager, Thraupis sayaca: a —sporulated oocyst
with its respective variations of b, ¢, d Stieda and substieda bodies detached. Scale bar = 10 pm for ococysts, and 5 pm for Stieda and sub-

stieda bodies
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Fig. 2. Line drawings of Isospora sayacae, a new coccidium species recovered from the sayaca tanager, Thraupis sayaca: a—sporulated oocyst
with its respective variations of b, ¢, d Stieda and substieda bodies detached. Scale bar = 10 pm for oocysts, and 5 pm for Stieda and sub-
stieda bodies

W, 28.9 x27.4 (28-30 x 24-29), with L/Wratio 1.1 (1.0-1.1);  tened, 0.9 high x 2.0 wide; SSB present, large, sometimes one
M, OR, PG, all absent. spherule is present, 3.1 high x 4.4 wide; PSB absent; SR pres-

Description of sporocyst and sporozoites: Sporocyst shape  ent; SR characteristics: composed of a large number of scat-
(n = 15) bottle-shaped; L x W, 23.4 x 11.8 (23-25 x 11-12);  tered granules; SZ vermiform with 1 posterior SRB and a
L/W ratio 2.0 (1.9-2.2); SB present, prominent, lightly flat-  centrally located N.
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Fig. 3. Line drawings of Isospora silvasouzai, a new coccidium species recovered from the sayaca tanager, Thraupis sayvaca: a — sporulated
oocyst with its respective variations of b, ¢, d Stieda and substieda bodies detached. Scale bar = 10 pm for oocysts, and S pm for Stieda and
substieda bodies




Three new coccidian species from Thraupis sayaca

93

: T Y 1
ey

Ll

Fig. 4. Photographs of sporulated oocysts of new coccidia species recovered from the sayaca tanager, Thraupis savaca: a, b — Isospora san-
haci; ¢, d— Isospora savacae; and e, T— Isospora silvasouzai. Scale bar = 10 pm

Type-host: The sayaca tanager, Thraupis sayaca Linnaeus,
1766 (Passeriformes, Thraupidae).

Type-locality: Teresépolis City (22°25°S and 42°59"'W),
Rio de Janeiro State, Brazil.

Material deposited: Oocysts are kept in 10% aqueous
buffered formalin (v/v) and deposited at the Parasitology Col-
lection, in the Department of Animal Parasitology, UFRRI, lo-
cated in Seropédica, Rio de Janeiro State, Brazil; phototypes
and line drawings are deposited as well. The repository num-
ber is P-26/2008.

Site of infection: Unknown. Oocysts collected from fecal
samples.

Prevalence: 50% (one of two examined birds).

Etymology: The specific name is derived from the specific
name of the host type, T. sayaca.

Isospora silvasouzai sp. nov. (Figs 3a-d; 4e, f)

Description of sporulated oocyst: Oocyst shape (n = 15) sphe-
roidal to subspheroidal; number of walls 2; wall thickness 1.0
(0.9-1.1); outer wall smooth, about 2/3 of total thickness; L x
W, 25.5 x 22,6 (22-28 = 19-25), with L/W ratio 1.1 (1.0-1.2);
M and OR absent; PG present.

Description of sporocyst and sporozoites: Sporocyst shape
(n=15): elongated, pear-shaped; L x W, 17.6 = 10.5 (17-18
x 10-11); L/W ratio 1.7 (1.6-1.8); SB present, lightly flattened,
delicate, 0.7 high > 1.8 wide; S5B present, small, 1.4 high =
1.7 wide; PSB absent; SR present; SR characteristics: forms a
large compact mass of granules; SZ vermiform with 1 poste-
rior SRB and N.

Type-host: The sayaca tanager, Thraupis sayaca Linnaeus,
1766 (Passeriformes, Thraupidae).

Type-locality: Teresépolis City (22°25°S and 42°59"W),
Rio de Janeiro State, Brazil.

Material deposited: Oocysts are kept in 10% agueous
buffered formalin (v/v) and deposited at the Parasitology Col-
lection, in the Department of Animal Parasitology, UFRRI, lo-
cated in Seropédica, Rio de Janeiro State, Brazil; phototypes
and line drawings are deposited as well. The repository num-
ber is P-27/2008.

Site of infection: Unknown. Oocysts collected from fecal
samples.

Prevalence: 50% (one of two examined birds).

Etymology: The specific name is derived from the family
name of a Brazilian parasitologist Dr. Wilson Jacinto Silva de
Souza, given in his honor for his contribution to the study of
protozoa.

Discussion

The three new species described in this study can be easily
distinguished from others by the size and the presence or ab-
sence of some structures. Oocysts of [sospora sayacae are
larger and more differentiated from oocysts of other species
even when observed at x400 magnification. Besides, they
have bottle-shaped sporocysts. Isospora sanhaci oocysts do
not have a PG as observed in I silvasouzai oocysts.

The unique spherule associated with the SSB of I sayacae
sporocysts is a feature unreported in other coccidia and not de-
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tached by Duszynski and Wilber (1997). How its presence is
not constant and it is found in only one of the two sporocysts,
it should be just a large piece of SR seen near SSB.

In agreement with Grulet et al. (1982), some variations in
the SB and SSB (Figs 1b-d, 2b-d and 3b, d) were observed in
the sporocysts of these new species; however, these variations
are not significant to separate and describe them as new
species. These variations may be a result of the sporulation
process, the position of the SZ inside of the sporocyst, or the
position of the cocyst and sporocyst under the coverslip.

According to Duszynski and Wilber (1997), a new coc-
cidian species should be compared in details to coccidian
species that is most feature-similar to it, and belong to the same
host family. Therefore, the specimens investigated in this
study were compared to others as following: Isospora thraupis
described by Lainson (1994) presents oocysts smaller than
1. sayacae oocysts, differs from L silvasouzai oocysts because
it presents PG, and can be distinguished from [ sanhaci sporo-
cysts because it presents large and prominent SSB. According
to Templar et al. (2004), I. andesensis present triangular-
shaped SB with no evident SSB. These morphological features
were not present in the oocysts described in the current study.
Also, I irisidornisi (Metzelaars et al. 2005) differs from [ san-
haci and I. sayacae oocysts due to the presence of PG, and dif-
fers from L silvasouzai oocysts because it presents ellipsoidal-
elongated sporocysts and lightly flattened and delicate SB.
Isospora tiesangui described by Berto et al. (2008) presents
oocysts smaller than [ sayacae oocysts, and does not present
PG; however, it is observed in L silvasouzai oocysts. Although
1. tiesangui and I. sanhaci oocysts are similar, they can be dif-
ferentiated because [ sanhaci presents elongated sporocysts,
they are not ovoidal and SB is more evident. I. marambaien-
sis oocysts, described by Berto et al. (2008), are larger than
1. sanhaciand 1. silvasouzai oocysts; it differs from [. sayacae
oocysts because it presents bottle-shaped sporocysts and
prominent and large SB and SSB. Finally, I sepetibensis de-
scribed by Berto et al. (2008) presents PG which is not ob-
served in [ sanhaci and [ sayacae oocysts. It can be differ-
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entiated from [ silvasouzai because it presents sporocysts
elongated pear-shaped and a delicate SB.

Based on all morphological features mentioned in this
study, the described specimens are considered new coccidian
species obtained from the sayaca tanager, T. sayaca.
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