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RESUMO

NOVAES, Ricardo Silva. Cryptosporidium genétipo Avian 111 diagnosticado em aves
criadas em cativeiro no Rio de Janeiro. 2016. 84p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal. Rio de Janeiro, Brasil, 2016.

Atualmente, apenas trés espécies de Cryptosporidium sdo reconhecidas como validas tendo
como hospedeiros as aves, sendo estas, Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium
baileyi e Cryptosporidium galli. Em adicdo tém sido relatados 13 genotipos com status de
espécies desconhecidas, sendo estes 0s gendtipos Avian I-VI, o gen6tipo pato preto, o
genotipo da galinhola da Eurésia, gendtipos de gansos I-V. O trabalho teve por objetivos:
diagnosticar microscopicamente a presenca de Cryptosporidium em aves, provenientes de um
criadouro comercial, localizado na zona oeste da cidade do Rio de Janeiro; caracterizando
genotipicamente espécies e/ou genétipos do género de Cryptosporidum e realizar o
sequenciamento e andlises filogenéticas, comparando com as sequencias obtidas com aquelas
sequencias depositadas no GenBank. Como metodologia foram coletadas amostras fecais de
aves silvestres criadas em cativeiro, totalizando 85 amostras, sendo 48 da familia Psittacidae e
37 da Ramphastidae. Inicialmente foi realizada a pesquisa de oocistos Cryptosporidium sp.,
para tal, as fezes foram processadas através da técnica de centrifugacdo e flutuacdo em
solucdo saturada de acUcar e avaliadas microscopicamente. No diagndstico microscopico,
somente 24.32 % das amostras da familia Ramphastidae apresentaram-se positivas. Nestas
amostras, foi realizada a extracdo de DNA utilizando metodologias para o diagnostico
molecular tendo como alvo o 18S, posteriormente, foram realizados o0 sequenciamento e
analise filogenética. Neste estudo, foi diagnosticado o genétipo de Cryptosporidium Avian IlI,
apresentando-se mais estreitamente relacionado as espécies gastricas. Sendo o primeiro
registro de Cryptosporidium genotipo Avian Il na ordem Piciformes e na familia
Ramphastidae, onde trés espécies de hospedeiros (Ramphastus toco, Ramphastus tucanus e

Pteroglossus bailloni) foram positivos para o agente etiologico.

Palavras-chave: Aves silvestres, Ramphastidae, Psittacidae, Cryptosporidium, diagndstico

molecular.



ABSTRACT

NOVAES, Ricardo Silva. Cryptosporidium genotype Avian Il diagnosed in birds raised
in captivity in Rio de Janeiro. 2016. 84p. Dissertation (Master’s Degree in Veterinary
Sciences, Veterinary Parasitology). Rural Federal University of Rio de Janeiro, Institute of

Veterinary Medicine, Department of Parasitology Animal. Rio de Janeiro, Brazil, 2016.

Currently, only three species of Cryptosporidium are recognized as valid as hosts by birds,
which are Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium baileyi and Cryptosporidium galli.
Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium baileyi and Cryptosporidium galli. In
addition 13 genotypes have been reported with unknown status of species, such as Avian I-VI
genotypes, the black duck genotype, woodcock genotype from Eurasia, geese genotypes I-V.
The study aimed to: diagnose microscopically the presence of Cryptosporidium in birds, from
a commercial hatchery, located in the west area of the city of Rio de Janeiro; featuring
genotypically species and/or Cryptosporidium gender genotypes and perform the sequencing
and phylogenetic analysis, comparing the sequences obtained with those sequences deposited
in GenBank. As for methodology, fecal samples from wild birds bred in captivity were
collected, totaling 85 samples, 48 of the Psittacidae family and 37 of Ramphastidae. First
survey was carried out of oocysts Cryptosporidium sp. For this, the feces were processed by
centrifugation technique and floating in saturated sugar solution and evaluated
microscopically. In the microscopic diagnosis, only 24.32% of Ramphastidae family samples
were positive. In these samples, DNA extraction was performed using methodologies for the
molecular diagnosis targeting the 18S. Later were performed the sequencing and phylogenetic
analysis. In this study, it was diagnosed Cryptosporidium Avian Il genotype, which
presented more closely related to gastric species. This was the first record of Cryptosporidium
Avian Il genotype in order Piciforms and Ramphastidae family, where three host species
(Ramphastus toco, Ramphastus tucanus and Pteroglossus bailloni) were positive for the

etiologic agent.

Key words: Wild birds, Ramphastidae, Psittacidae, Cryptosporidium, molecular diagnosis.
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1. INTRODUCAO

O continuo aumento da introducdo de animais silvestres como animais de companhia,
tem preocupado tanto os érgdos ambientais quanto os setores de saude publica, isto porque
esses animais podem hospedar uma variabilidade de patégenos que sdo pouco estudados,
promovendo a chamada “poluigdo patogénica”, a qual tem ocasionado surtos de enfermidades
e inclusive de carater zoonotico (SCHLOEGEL et al., 2005). Dentre esses animais, tem se
dado destaque a varias espécies de aves, tanto as silvestres quanto as exoticas que estdo sendo
criadas legalmente e destinadas como animais de companhia e para ornamentagéo,
principalmente por serem ddceis e pela sua beleza promovida pela coloracdo de algumas
estruturas corneas, penas e plumagem.

Na natureza, esses animais vivem em grandes areas e tém consequentemente, uma
baixa resisténcia genética contra infecgdes parasitarias por causa da pequena concentracdo de
animais expostos ao patdgeno. Quando sdo mantidos em cativeiro ou em zooldgicos, algumas
infeccBes podem agravar e representarem ameaca de espécies, causando subitos e inesperados
declinios de exemplares.

As infecgdes parasitarias tém sido sempre um problema em animais que sdo
normalmente mantidos em cativeiro. Estas podem se disseminar entre animais na propria
instalacdo, por estarem em contato proximo com outros individuos que podem ser da mesma
espécie ou de espécies diferentes, ou entre estes animais do cativeiro e animais de vida livre,
que muitas das vezes vivem no entorno das instalacdes ou até mesmos se aproximam das
mesmas em busca de alimentos.

As aves podem ser acometidas por uma variedade de endoparasitos e nem sempre 0s
parasitos encontrados em necropsias sdo 0s causadores do Obito. Os danos causados ao
hospedeiro e sintomatologia dependem da viruléncia, intensidade da infeccdo e do estado
geral do animal. O grau de viruléncia de parasitos pode variar de acordo com o tipo de
praticas de manejo, profilaxia e administracdo de tratamento.

As criagdes intensivas de animais produzem condigdes que facilitam a propagacao de
parasitos gastrointestinais; como estresse, 0 que pode causar debilidade imunologica, além
disso, o estado nutricional dos animais em cativeiro que pode melhorar ou diminuir sua
resisténcia as infec¢Bes. Outro fator € que animais silvestres e exdticos sdo transportados para

0 mercado interno, em particular para o interior do domicilio principalmente como animal de



companhia, podendo gerar problemas de satde tanto para o animal quanto para a populacéo
humana onde estara inserido.

E importante identificar e controlar as infecces parasitarias capazes de produzir
lesGes em aves cativas, no entanto, apesar de haver registro na literatura em medicina aviaria,
pouco tem sido documentado sobre a epidemiologia de parasitos em aves que serdo utilizadas
como animais de estimagdo e ornamentacdo, principalmente com relacdo a criptosporidiose.

Uma atencdo especial deve ser dada as espécies de Cryptosporidium, devido o seu
possivel envolvimento em salde publica. Até o momento, trés espécies sdo consideradas
como validas parasitando aves (Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium baylei e
Cryptosporidium galli) e 13 gen6tipos como possiveis agentes da criptosporidiose avidria.
Tanto as espécies quanto 0s genotipos, apresentam a capacidade de infectar varias espécies de
aves pertencentes a varias ordens.

As espécies C. baylei e C. galli, ndo apresentam importancia em saude publica, mas C.
meleagridis é considerada como uma espécie generalista com uma ampla variedade de
hospedeiros, prontamente transmissivel entre os mamiferos e aves, sendo a terceira espécie do
género Cryptosporidium mais comumente parasitando seres humanos, desta forma
apresentando carater zoonotico.

Portanto, devido a escassez de dados no Brasil e principalmente no Rio de Janeiro
referente ao estudo de Cryptosporidium, tendo o foco aves criadas em cativeiro, 0 presente
estudo teve por objetivos: diagnosticar microscopicamente a presenca de Cryptosporidium em
duas familias de aves: Ramphastidae e Psittacidae, provenientes de um criadouro comercial
legalizado localizado na Zona Oeste da cidade do Rio de Janeiro; Caracterizar
genotipicamente espécies e/ou genétipos do género de Cryptosporidum e realizar o
sequenciamento e analises filogenéticas, comparando com as sequencias obtidas com aquelas

sequencias depositadas no GenBank.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criacgado de animais silvestres no Brasil

No Brasil, os animais silvestres sdo definidos como “aqueles pertencentes as espécies
nativas, migratorias e quaisquer outras, aquaticas ou terrestres, que tenham a sua vida ou parte
ocorrendo naturalmente dentro dos limites do Territorio Brasileiro e suas aguas jurisdicionais”
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, 2005).

A manutencdo de animais silvestres em cativeiro domiciliar como animal de
estimacdo, em sua maioria ndo legalizada, tem sido bastante comum no Brasil, embora seja
considerado crime contra a fauna brasileira (IBAMA, 2006).

A manutencdo de um animal de companhia pode estar associada tanto a beneficios
fisicos como emocionais para 0s seus proprietarios. A ligacdo entre humanos e animais €
reconhecida hd muitos anos, tendo sido largamente aceita que os animais de companhia
trazem estabilidade emocional, amor e continuidade a vida, e alguns estudos indicam que 0s
“pets” podem ter uma influéncia positiva na qualidade de vida (SPENCER, 1992).

Apesar dos animais de estimagdo aumentar substancialmente a qualidade de vida dos
seres humanos, existe também a preocupacdo de constituirem riscos a sua saude, pois podem
albergar uma série de patdgenos de carater zoondtico (BAHR, MORAIS, 2001;
HEMSWORTH, PFIZER, 2006).

Existem muitas espécies da classe das aves que estdo sendo utilizadas como animais
de estimacdo, algumas sdo criadas em gaiolas, outras em viveiros e até mesmo soltas. Um dos
maiores problemas no diagndstico de infeccbes aviarias € que a maioria das doengas nao
apresenta sintomatologia clinica (TURNER, 1987). A maioria das doencas aviarias nao sdo
perigosas, mas 0s proprietarios de aves devem ser alertados acerca das mesmas a procurarem
auxilio medico veterinario, quando necessario (JACOB et al., 2005).

Algumas medidas de prevencdo de zoonose incluem manter rigido controle da higiene
nas instalagdes, evitando o contato principalmente, com excrementos das aves sem uso de
luvas de borracha, lavar e desinfetar as médos e bracos apos ter tido contato com aves, ndo
levar a méo a boca e ter assisténcia veterinaria constante (CUBAS, 2006; NASPHV, 2004). O
comportamento e as acdes dos humanos estdo significativamente relacionados ao risco de

infeccdo.



2.2 Aves da familia Ramphastidae

Aves da familia Ramphastidae, ordem Piciformes, sdao vulgarmente denominados de
tucanos, aracaris e saripocas. Esta Familia € composta por cinco géneros (Aulacorhynchus,
Andigena, Selenidera, Pteroglossus e Ramphastos), sendo estes intimamente relacionados,
compondo 34 espécies e 78 subespécies (SHORT, HORNE, 2001). Possuem pouca resisténcia
para voos a longa distancia, ndo apresentam habitos migratérios, porém, dentro de sua regiao,
estdo sempre em deslocamento acompanhando a sazonalidade de frutificacdo das arvores.

Nesse grupo encontram-se aves arboricolas, tipicamente de florestas, a maior
quantidade de espécie pode ser observada nas florestas do oeste amazbnico, onde se
concentram sete espécies (HAFFER, 1974; HOFLING, 1995). Os representantes desta familia
sdo facilmente reconhecidos devido a seus longos bicos (5 a 23 cm) achatados lateralmente e
com tdmias serrilhadas, apresentam um exuberante colorido e de &reas nuas em torno dos
olhos. O bico apesar de resistente é bem leve devido aos 0sso0s esponjosos de seu interior que
sdo entremeados por cavidades pneumaticas que também servem de caixa de ressonancia e
dispersor de calor, por ser muito vascularizado. Possuem as claviculas separadas, sem formar
a farcula. Tem o palato totalmente fechado (tipo desmognato) e lingua fina, longa e
queratinizada. S&o frutivoros, complementando sua dieta predando pequenos vertebrados
e ninhegos de outras aves (SHORT, HORNE, 2001; CUBAS, 2006; HOFLING, 1995).

Contrabalancam o peso do corpo com a cauda longa e o auxilio de dedos robustos em
disposicao zigodactila (dedos dois e trés para frente e 0 um e quatro, para tras). Dormem com
0 bico escondido sob as asas e a cauda dobrada sobre o dorso, cobrindo a cabeca. Vivem em
bandos no topo das florestas, cerrados e caatinga de todo o pais, sdo consideradas aves
neotropicais, ocorrendo do México central até o sul do Brasil. Atravessam rios e espacos
abertos em voos de trajetoria ondulada, usualmente em fila indiana. Nidificam em ocos de
arvores e diversas cavidades naturais. Os ovos sdo brancos, quase arredondados, o periodo de
incubacéo varia entre as espécies, de quinze a dezoito dias. O casal se reveza na construcdo

(ampliacdo da cavidade), no choco e cuidado com a prole (CUBAS, 2006).

2.3 Aves da familia Psittacidae

Aves da familia Psittacidae, ordem psittaciformes apresentam vasta distribuicéo

geografica, ocupando regides quentes e temperadas de todos os continentes. A maior
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diversidade do grupo encontra-se na Oceania, América central e América do Sul. O Brasil
possui 72 espécies pertencentes a esta familia, sendo o pais com maior riqueza do mundo,
seguido pela Colémbia com 51 e pela Venezuela com 49 espécies (SICK, 1997). As fémeas e
0s machos sdo dotados igualmente de um colorido exuberante, formam casais monogamicos,
apesar de andarem em bandos (SICK, 1997).

Nesta familia encontramos os papagaios, araras e periquitos que se distribuem em
quase todos os biomas brasileiros, € uma das familias com maior nimero de endemismo na
Mata Atlantica (GALETTI et al., 2006; SIGRIST, 2009).

A principal caracteristica compartilhada pelos tdxons pertencentes ao grupo é a forma
do bico, cuja maxila superior é curva e envolve a maxila inferior, esta forma de bico é uma
adaptacdo a alimentacdo a base de sementes e frutos (SMITH, 1975; FORSHAW, 1989).

Os psitacideos, devido a sua inteligéncia e habilidade em imitar sons humanos, assim
como pela beleza de sua plumagem sdo muito procurados como animais de estimacao, além
de serem perseguidos para comercializagdo. Este grupo de aves que representa o maior
numero de espécies listadas na Fauna Brasileira Ameacada de Extingdo (SICK, 1997). Séo as
gue mais sofrem com o trafico de fauna silvestre, movimentando milhdes de ddlares por ano.
Quando esses animais sdo cacados para a venda, as arvores que possuem ninhos costumam ser
derrubadas. Isso prejudica a reproducdo de diversas espécies que utilizam o mesmo ninho em
épocas reprodutivas diferentes. Além da caca para a comercializagdo, sofrem com a continua
destruicdo do seu habitat (SICK, 1997).

O género Amazona apresenta 31 espécies com grande diversificacdo de padrBes de
coloracdo, de habitat e de distribuicdo, dessas, 18 estdo listadas como vulneraveis, em perigo
ou criticamente ameacgada (RUSSELLO, AMATO, 2004; MARTINEZ, PRESTES, 2006).

Esforcos estdo sendo realizados por instituicGes de pesquisa e organizacdes ndo
governamentais para a conservacdo de espécies desse género na Mata Atlantica (Instituto
Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBIo, 2011).

2.4 Disseminacdo da Cryptosporidium spp. através da comercializagdo de aves

O comercio global de animais silvestres favorece 0 mecanismo de transmissdo de
doencgas que causam ndo somente surtos em humanos, mas ameagam 0s animais de producéo,
0 comércio internacional, os meios de subsisténcia no campo, as populacfes nativas de

animais e a prépria satde dos ecossistemas (KARESH et al. 2005).
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As aves silvestres, particularmente, correspondem a cerca de 90% dos animais
apreendidos no comercio ilegal, e podem servir de reservatorios ou vetores mecénicos de
inimeros agentes causadores de doencas tanto para humanos quanto para os animais (REED
et al. 2003; TSIODRAS et al. 2008).

A regulamentacdo do comércio de espécies silvestres e a tentativa de coibir o
comércio ilegal diminuiriam o risco de transmissdo de zoonoses entre humanos, 0s animais
domeésticos, silvestres e a sua disseminacdo nos ecossistemas (KARESH et al. 2005).
Programas de vigilancia e monitoramento sdo importantes para entender o status de saude de
populagdes de vida livre, assim como dos ecossistemas em que vivem. Isso inclui 0 manejo de
populacbes, o controle do comércio e de translocacfes e a protecdo da biodiversidade,
fazendo com que eventos de mortalidade e epizootias sejam detectados, salvaguardando desta
maneira a satide coletiva (MORNER et al. 2002; CHOMEL et al. 2007).

Em geral, alguns fatores contribuem significativamente para 0 sucesso de
Cryptosporidium como um parasito (RYAN et al., 2014): grande nimero de oocistos sao
eliminados para o ambiente por hospedeiros infectados; os oocistos que sdo resistentes as
adversidades ambientais podendo ser infectantes por muitos meses em clima temperado e
condicBes Umidas; a infeccdo pode ser iniciada com um pequeno nimero de oocistos,
teoricamente um Unico oocisto poderia causar infeccdo em um hospedeiro susceptivel
(OKHUYSEN et al., 1999; CHAPPELL et al., 2006). A falta de uma terapéutica para o
tratamento humano e animal com criptosporidioses, também permitiu uma alta prevaléncia e
ampla distribuicdo do parasito (RYAN et al., 2014). Embora centenas de farmacos tenham
sido testados para a profilaxia e tratamento de criptosporidiose em animais € humanos
(FAYER et al., 1997), um Unica farmaco foi aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) dos EUA Nitazoxanida (Alinia®), (No Brasil com o nome comercial de Anita®) e
indicado para o tratamento da diarreia causada por Giardia e Cryptosporidium (No Brasil
indicada para as diarreias ocasionadas por helmintos e uma série de microrganismos).
Contudo, Alinia® ndo mostrou ser melhor do que o placebo para o tratamento da
criptosporidiose em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana adquirida
(AIDS) ou pacientes com outras imunodeficiéncias (RYAN et al., 2014).

Espécies de Cryptosporidium de humanos e animais sdo onipresentes no ambiente e
podem ser adquiridas atraves de varias rotas (ROBERTSON e FAYER, 2013). A infeccéo por
Cryptosporidium sp. ocorre através do oocisto pela rota fecal-oral que pode ser diretamente

ou indiretamente. Para humanos; a transmissdo pode ser de um individuo para outro,



principalmente devido a falta de higiene pessoal ou entre os membros do agregado familiar,
entre os frequentadores de creches, centros de saude, ou de outras institui¢des; ou de animais
a humanos, tais como trabalhadores agricolas, proprietarios de animais, veterinarios e
visitantes agricolas. A maioria das transmiss@es indiretas ocorre através da ingestdo de agua
contaminada ou aguas de recreacdo (especialmente em piscinas). Ingestdo de alimentos
contaminados pode ser uma fonte de transmissdo, a partir de locais de produgdo onde as
culturas podem ser contaminadas atraves da adubacdo organica por esterco, a partir da
contaminacdo de agua de irrigacdo, ou através das mdos de trabalhadores agricolas
(ROBERTSON e FAYER, 2013).

Os alimentos podem ser contaminados por oocistos de Cryptosporidium sp. em
qualquer ponto, durante a distribuicdo, preparacdo, por manipulacdo do alimento, agua de
lavagem, superficies de preparacdo, equipamentos ou utensilios de cozinha. Embora os
alimentos priméarios implicados na transmissdo sejam frutas e vegetais crus, a transmissdo
associada com leite ndo pasteurizado, carne crua e molho também foram documentados.
Embora a transmissao tenha sido relatada a partir de solo contaminado, praticamente nada se
sabe da prevaléncia de infeccdes de “camping” ou atividade de jardinagem. Como a profilaxia
e o tratamento terapéutico sdo opg¢0Oes limitadas na criptosporidiose, a prevencéo e controle da
infeccdo parecem ser a melhor conduta (RYAN et al., 2014).

Uma vez que os oocistos de Cryptosporidium sp. sdo basicamente indistinguiveis uns
dos outros em termos de morfologia, métodos moleculares sdo essenciais para a identificacdo
de espécies, gendtipos e subtipos para que se possa identificar especificamente o organismo
responsavel por determinada infeccdo e a origem e rotas de transmissdo tanto para humanos
quanto para os animais (XIAO, FAYER, 2008).

2.5 Taxonomia e ciclo biolégico do género Cryptosporidium

Segundo a classificacdo de Levine (1980) Cryptosporidium apresenta a seguinte
posicdo sistematica: Filo Apicomplexa Levine, 1970; Classe Sporozoea Leuckart, 1879;
Subclasse Coccidia Leuckart, 1879; Ordem Eucoccidiida Léger & Duboscq, 1910; Sub-ordem
Eimeriina Léger, 1911; Familia Cryptosporidiidae Léger, 1911; Género Cryptosporidium
Tyzzer, 1907.

Cryptosporidium spp. possuem um ciclo monoxeno, tendo seis estagios de

desenvolvimento, todos estes infectando a célula do hospedeiro e localizando-se em vacutolo



parasitoforo. A localizagdo do protozoario é intracelular extracitoplasmética encontrando-se
nas microvilosidades de células epiteliais (SMITH, 1993).

Apbs o desencistamento os esporozoitos sdo liberados do oocisto e parasitam as células
epiteliais do trato gastrointestinal ou respiratorio (Figura 1). Nessas células, o parasito sofre
multiplicagcdo assexuada (esquizogonia ou merogonia) e depois a multiplicacdo sexuada
(gametogonia), produzindo microgametas e macrogametas. Em seguida da fecundacéo do
macrogameta pelo microgameta, oocistos se desenvolvem e esporulam no préprio local de
infeccdo. Dois tipos diferentes de oocistos sdo produzidos, depois da esporogonia: um de
parede espessa, que é comumente excretado pelo hospedeiro e um de parede fina, que é
envolvido na autoinfeccdo interna (FAYER, 2007).

Os avancados aplicados as técnicas moleculares, levou e uma melhor compreenséo da
taxonomia e da filogenia de Cryptosporidium (RYAN et al., 2014). Devido a similaridades
morfolégicas dos oocistos observados na microscopia tanto de espécies quanto de genotipos,
ndo sustentando uma classificacdo correta de espécie, estes avancos foram cruciais para uma
identificacdo confiavel, na descri¢do da interacdo parasito / hospedeiro e de uma andlise mais
precisa na avaliacdo de risco de um determinado isolado / espécie como zoonose (ZAHEDI et
al., 2016).

Atualmente, 29 espécies de Cryptosporidium foram reconhecidas como validas
(ZAHEDI, 2016), incluindo o C. rubeyi que foi recentemente descrito em solo de habitacfes
de esquilos (Spermophilus sp.) (LI et al., 2015). No quadro 1, sdo citadas as espécies

consideradas como validas confirmadas por metodologias moleculares.
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Figura 1. Imagem do ciclo biol6gico de Cryptosporidium parvum, demonstrando todas as
fases enddgenas no epitélio intestinal (Modificado de CHEN et al., 2002).



moleculares, destacando o hospedeiro de origem e relato de infecgdo humano.

Quadro 1. Espécie de Cryptosporidium consideradas como validas, confirmadas por anélises

, HOSPEDEIRO
ESPECIE AUTOR 1OSPEDEIRS RELATO EM HUMANOS
C. rubeyi Lietal., 2015 Esquilos Nio relatado

Spermophilus beecheyi

C. scophthalmi

Alvarez-Pellitero
etal., 2004;

Costa et al., 2015.

Pregado (Turbot)
Scophthalmus
maximus

N&o relatado

C. huwi

Ryan et al., 2015.

Peixe
Poecilia reticulata
(Guppy),
Paracheirodon innesi
(Neon tetra), Puntius
tetrazona (Tiger barb)

N&o relatado

C. erinacei

Kvag et al., 2014.

Ourico e cavalos
Erinaceus europaeus

Kvac et al., 2014.

. Suinos Kvac et al., 2009;
C. scrofarum Kvag et al., 2013. SUS scrofa Kvac et al., 2000.
. . Humanos Elwin et al., 2012;
L O Elwin etal., 2012. Homo sapiens Insulander et al., 2013.
. Tyzzer, 1912; Camundongos .
C. tyzzeri Ren et al., 2012. Mus musculus Raskova etal., 2013.
Chalmers et al., 2009; Anon, 2010;
. Molloy et al., 2010; Chalmers
C. cuniculus Robinson et al., o Icoe'ho - etal., 2011; Anson et al., 2010;
2010. ryctolagus cuniculus Koehler et al., 2014:
Chalmers, 2012.
Ruminantes, roedores Comumente relatados em
- e primatas ndo humanos
C. ubiquitum Fayer et al., 2010. humanos Fayer et al., 2010;
Bos taurus Elwin et al., 2012.
- Ovinos e caprinos
C. xiaoi Fayer et al., 2010. Ovis aries Adamu et al., 2014.
Bovinos x
C. ryanae Fayer et al., 2008. Bos taurus Nao relatado
Power and Ryan, Canguru x
C. macropodum 2008. Macropus giganteus Nao relatado
Sapo
C. fragile Jirka et al., 2008. Duttaphrynus Nao relatado
melanostictus
. Canguru
C. fayeri Ryan et al., 2008. Macropus rufus Waldron et al., 2010.
. Bovinos Khan et al., 2010; Ng et al., 2012;
C. bovis Fayer etal., 2005. Bos taurus Helmy et al., 2013.
suf Xiao et al., 2002; Leoni et al.,
C. suis Ryan et al., 2004. S sorota 2006; Cama et al., 2007;
Wang et al., 2013.
Aves
Pavlasek, Fraipﬁ{mdejéldgz’llus
C. galli 1999; Ryan et al., g” ’ Né&o relatado
2003 gallus, Tetrao

urogallus,
Pinicola enucleator
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Quadro 1. Espécie de Cryptosporidium consideradas como validas, confirmadas por anélises

moleculares, destacando o hospedeiro de origem e relato de infecgdo humano (Continuacéo).

C. hominis Morgan Ryan et al., Humanos Espécie mais comum em
) 2002 Homo sapiens humanos
Peixe
Alvarez-Pellitero, Sparus aurata (Gilt-
C. molnari Sitja-Bobadilla, head sea bream) and N&o relatado
2002. Dicentrarchus labrax
(European seabass)
. Céo Alguns relatos
C. canis Fayer etal., 2001. Canis familiaris Lucio-F?)rster etal., 2010.
Leoni et al., 2006; Morse et al.,
. . Bovinos 2007; Waldron et al., 2011; Agholi
C. andersoni Lindsay et al., 2000. Bos taurus et al., 2013; Jiang et al., 2014:
Liuetal., 2014.
.. . Lagartos .
C. varanii Pavlasek et al., 1995. Varanug'ls prasinus Nao relatado
C. baileyi Current et al., 1986. Aves Nao relatado
' Gallus gallus
Ruminantes Comumente relatados em
C. parvum Tyzzer, 1912. BoS taurus huManos
Aves e humanos Comumente relatados em
C. meleagridis Slavin, 1955. Meleagris gallopavo AUMANGoS
Homo sapiens
Cobras e lagartos
Elaphe guttata,
C. serpentis Levine, 1980. E. subocularis, Nao relatado
Sanzinia
madagascarensus
. . Gato Alguns relatos
C. felis Iseki, 1979. Felis catis Lucio-Forster et al., 2010.
. Vetterling et al., Porquinho da india x
C. wrairi 1971 Cgvia porcellus Nao relatado
Muitos relatos
Guyot et al., 2001; Gatei et al.,
2002; Tiangtip, Jongwutiwes,
2002; Gatei et al., 2003, Palmer
et al., 2003; Gatei et al., 2006;
C. muris Tyzzer, 1307, Roedores Leoni et al., 2006; Muthusamy
Tyzzer, 1910. Mus musculus etal., 2006; Azami et al., 2007; Al
Brikan et al., 2008; Neira et al.,
2012; Hasajova et al., 2014;
Petrincova et al., 2015; Spanakos
etal., 2015.

Fonte: Modificado de Slapeta, 2013 e Zahedi et al., 2016.
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A maioria das infecgdes por Cryptosporidium atribuiveis & humanos referem-se a C.
hominis e C. parvum, estas foram responsaveis pela maioria dos surtos de veiculacdo hidrica,
com uma excec¢do, de um surto hidrico ocorrido no Reino Unido causado por C. cuniculus,
espécie diagnosticada em coelhos (Oryctolagus cuniculus) (CHALMERS et al., 2009; XIAO,
2010; RYAN et al., 2014). Outras espécies, tais como: C. hominis, C. parvum, C. meleagridis,
C. felis, C. canis, C. cuniculus, C. ubiquitum, C. viatorum, C. muris, C. suis, C. fayeri, C.
andersoni, C. bovis, C. scrofarum, C. tyzzer, C. erinacei e C. horse e 0s genotipos skunk
(Cangambd) e esquilo I, tem sido registrados parasitando humanos imunocompetentes e
imunocomprometidos (XIAO, 2010; WALDRON et al., 2011; ELWIN et al., 2012a; NG et
al., 2012; KVAC et al., 2013; RASKOVA et al., 2013; LIU et al., 2014).

Pouco se sabe sobre a distribuicdo das espécies e subtipos de Cryptosporidium
zoonoticas e ndo zoonoticas em populacbes de animais silvestres (APPELBEE et al., 2005;
ZIEGLER et al., 2007; RYAN et al., 2014). Evidéncias moleculares conclusivas, ligando a
contaminacdo de abastecimento de &gua por animais selvagens em bacias com surtos de
criptosporidiose em populacdes humanas sdo escassas. Contudo, um recente surto no Reino
Unido, por via aquatica causada por C. cuniculi de coelhos silvestres destacou a importancia
da vida selvagem na disperséo de Cryptosporidium a fontes de dgua potavel associado a risco
para a saide humana (CHALMERS et al., 2009; ELVIN et al., 2012).

Vaérias espécies e gendtipos de Cryptosporidium foram identificados em fonte de agua
potavel, aguas pluviais, fluxo de sedimentos, aguas residuais e agua do mar em varias regides
geograficas, incluindo as espécies C. hominis, C. parvum, C. andersoni, C. muris, C.
cuniculus, C. meleagridis e C. canis e bem como "sequéncias ambientais” ndo identificadas
como espécie, que provavelmente representam gen6tipos de animais silvestres que poderiam
contaminar aguas (ZHOU et al., 2004; JIANG et al., 2005; YANG et al., 2008; JELLISON et
al., 2004; NICHOLS et al., 2010; KOOMPAPONG, SUKTHANA, 2012; Van DYKE et al.,
2012; XIAO et al., 2012; GALVAN et al., 2014; LI et al., 2014.; MAHMOUDI et al., 2015).

Estudos conduzidos por Jiang et al. (2005) e Feng et al. (2007), demonstraram que 0s
animais silvestres sdo a principal fonte de contaminacdo de Cryptosporidium em agua potével,

incluindo a espécie C. ubiquitum e gendtipo | originario de esquilo.
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2.6 Diagnostico da Criptosporidiose

Inicialmente, o diagnostico da criptosporidiose era feito a partir da observacao
microscopica de amostras obtidas em material de bidpsia, consequentemente o diagndstico
biologico dependia da histopatologia onde eram observados os estadgios enddgenos nas
microvilosidades das células epiteliais intestinais. Inicialmente, métodos e técnicas foram
desenvolvidos para identificar oocistos em amostras fecais de bezerros (ANDERSON, 1978;
HAFIZ et al., 1985) e humanos (ANDERSON, 1983; CURRENT, 1983), auxiliando no
diagndstico assim como também monitorar o curso da criptosporidiose com certa rapidez e
acuidade.

Atualmente, as metodologias utilizados para identificar a presenca de Cryptosporidium
sp. sdo na sua grande maioria as coproparasitologicos (MAGI et al., 2006). O diagndstico da
criptosporidiose baseia-se na demonstragdo dos oocistos nas fezes, mas algumas dificuldades
sdo encontradas na realizacdo desse diagnostico. A diarreia aquosa acarreta a diluicdo do
microorganismo e acelera a eliminacdo das fezes, gerando presenca de muco que pode
mascarar o resultado final (FAYER et al., 1997). A eliminacdo de oocistos pelo hospedeiro é
intermitente em individuos sintomaticos e assintomaticos, sendo necesséria a analise de vérias
amostras de fezes antes de ser emitido um diagndstico preciso (CURRENT; GARCIA, 1991).
As leveduras muitas das vezes séo constantes e deverdo ser diferenciadas dos oocistos de
Cryptosporidium, ja que apresentam as mesmas dimensdes (FAYER et al., 1997).

Ha diversas técnicas de diagnostico que sdo empregadas para a criptosporidiose, desde
aquelas simples como o exame parasitoldgico de fezes a fresco, até as mais sofisticadas como
aquelas onde sdo utilizadas as ferramentas moleculares. A metodologia a ser empregada
depende das condi¢bes de infraestrutura do laboratério e da especificidade do diagnostico
desejado (HUBER, 2007).

Se a finalidade é apenas determinar se ha o parasitismo por Cryptosporidum sp., sem a
identificacdo de espécie, entdo técnicas destinadas ao exame parasitologico de fezes rotineiros
e colorages especiais de esfregacos de fezes podem ser o suficientes. Para determinar qual é
a espécie de Cryptosporidium, o uso de técnicas moleculares torna-se imprescindivel. Ja, se o
objetivo é determinar se 0 hospedeiro alguma vez foi exposto ao protozoario, entdo métodos
soroldgicos podem ser empregados. Os resultados destes irdo indicar o contato do hospedeiro
com o0 protozodrio, porém ndo permitem a diferenciacdo entre uma infeccdo passada e ja

curada e uma infeccdo atual subclinica ou clinica (HUBER, 2007). Outro fator a ser
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observado antes da escolha da metodologia é a infraestrutura laboratorial, visando, por
exemplo, evitar a contaminacdo do material, além da capacitacdo de pessoal na realizacdo da
emissdo de um diagnéstico correto (HUBER, 2007).

O diagnostico da criptosporidiose ndo deve ser baseado apenas na observacdo da
sintomatologia clinica, pois outras doencas podem apresentar sintomas clinicos semelhantes.
Dessa forma faz-se necessario a utilizagdo de técnicas especificas para a deteccdo de
Cryptosporidium sp. (KAR et al., 2011).

Existem inimeras formas de diagnosticar a presenca de Cryptosporidium sp. em um
hospedeiro com suspeita de criptosporidiose (Tabela 1) (SMITH et al., 2007; CHALMERS,
2009). Independente da técnica ou metodologia a ser utilizada, necessita de um profissional

bem treinado para emitir um diagndstico confiavel.

Tabela 1. Métodos de diagndstico de Cryptosporidium utilizando amostras fecais.

PROCEDIMENTO ALVO VANTAGENS DESVANTAGENS

Baixo custo e detecta Possui baixa sensibilidade e

Microscopia Oocisto OUtros patégenos. especificidade.

Alto custo pode apresentar

Imunoenzimatico Antioeno Pode ser utilizado a resultados falsos positivos e
g campo. negativos.
Molecular DNA Alta especificidade Alto custo, restrito a

laboratdrios especializados.

Fonte: Modificado de SMITH, 2007; CHALMERS, 2009.

2.6.1 Diagnostico através da microscopia

Ha muito tempo, a microscopia tem sido utilizada como o uUnico meio para
diagnosticar a presenca de oocistos de Cryptosporidium sp. em amostras fecais (FAYER,
2007). A principal metodologia de diagndstico utilizada na maioria dos laboratérios é a que
permite a identificacdo da presenca de oocistos do protozoario nas fezes, sem a determinacéo
da espécie envolvida. Este fato deve-se a duas razfes principais: a facilidade do procedimento
laboratorial e o relativo baixo custo, quando comparado a metodologias mais elaboradas.

Para o diagndstico por meio de exames parasitologico de fezes, amostras recém-
eliminadas podem ser coletadas e enviadas ao laboratorio sem adi¢cdo de conservantes, 0

material fecal pode ser preservado em formalina & 10% ou em solucdo aquosa de bicromato
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de potéssio a 2,5%. Oocistos mantidos nesta solucdo a 2,5 %, se mantém infectante durante
varios meses e devem ser considerados como material de risco bioldgico. Para inativar os
oocistos é recomendada a adi¢do de formalina a 10%, sendo que o tempo de contato deve ser
superior a 24 horas para neutralizacéo dos oocistos (ARROWOOD, 1997).

A concentracdo de oocistos nas fezes possui importancia relevante para aumentar as
chances de encontrar o protozoario. Podem ser utilizadas técnicas comuns de flutuacdo em
solucdo saturada de acucar, sal ou sulfato de zinco (ARROWOOD, 1997).

Quando forem utilizadas técnicas de sedimentacédo, deve ser considerado o baixo peso
dos oocistos, que pode prejudicar a sedimentacdo em exames de rotina. Para a sedimentacao
de oocistos de Cryptosporidium, devem ser aumentados a rotagdo da centrifuga e o tempo de
centrifugacdo. Uma rotacdo de 2000 — 2500 rpm por 10 minutos € necessaria para garantir a
sedimentacdo adequada dos oocistos (ARROWOOD, 1997), o que equivale a
aproximadamente 402,48g.

Quando se utilizam técnicas de flutuacdo em solucdo de agUcar, 0s oocistos podem ser
observados ligeiramente réseos, na microscopia de campo claro, sdo claros e birrefringentes
guando vistos em contraste de fase. Os oocistos comegcam a deformar a partir de 15 minutos,
quando estdo em solucdo saturada de acglcar, perdendo sua forma esférica, assim como
também, a sua coloracdo résea (CURRENT; GARCIA, 1991). A técnica de flutuagdo em
solucdo saturada de acucar é considerada uma excelente metodologia de concentracdo para
obtencdo de oocistos em amostras fecais, principalmente se o hospedeiro tiver uma carga
parasitaria alta. Ja, se o hospedeiro apresentar uma infeccdo subclinica, muitas das vezes
eliminando poucos oocistos, a técnica poderd facilitar o diagndstico da criptosporidiose
(GARCIA et al., 1983; HUBER et al., 2004). Porém, a leitura microscopica das amostras em
laminas utilizando essa técnica, deve ser realizada rapidamente, isto porque, 0s oocistos apos
um intervalo de aproximadamente 15 minutos perdem sua coloracdo rdsea, caracteristica da
técnica quando observado em microscopia de campo claro, e comecam a deformar com
facilidade (HUBER et al., 2004).

Diversas tecnologias microscopicas podem ser utilizadas para identificacdo de
Cryptosporidium sp., dentre elas podemos citar a de campo claro, o contraste de fase, 0
contraste de interferéncia diferencial (DIC) e a de imunofluorescéncia (IFD) (FAYER, 2007,
SMITH, 2007). Além disso, podem ser utilizadas técnicas de coloracGes de esfregacos fecais
para auxiliar a visualizagdo dos oocistos (FAYER et al., 2000; SMITH, 2007). Entretanto,

apesar das técnicas de coloragdo auxiliar na visualizacdo de oocistos em amostra fecais, pode
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haver interpretacdo errbnea quando a carga parasitaria estiver baixa, gerando falso negativo.
No material fecal existem vérias estruturas com as mesmas afinidades tintoriais que o0s
oocistos, o0 que pode dificultar o diagnostico dependendo da qualificacdo do microscopista.
Outro problema referente a coloracdo seria a obtencdo de dados morfométricos néo
fidedignos, pelo fato de muitas técnicas usarem o calor para fixagdo dos corantes, acarretando
0 aparecimento de distor¢des no formato dos oocistos. Uma excegdo seria a utilizacdo da
coloracdo em imunofluorescéncia onde 0s oocistos podem ser mensurados com uma precisao
razoavel (SMITH, 2007).

Para o diagnostico microscopico é necessario tempo e pessoal capacitado para fazer a
identificacdo de oocistos do protozoério, pois as similaridades morfol6gicas dos oocistos entre
as espécies tornam impossiveis sua identificacdo especifica (FAYER et al., 2000; HUBER et
al., 2004; FAYER, 2007; SMITH, 2007; FAYER, 2010; XIAO, 2010).

A observacdo de estadios endogenos de Cryptosporidium foi inicialmente realizada
através da coloracdo de cortes histolégicos de tecidos infectados, raspados da mucosa
intestinal ou do conteudo intestinal, porem se constituindo um processo bastante invasivo e

cuja sensibilidade estava na dependéncia da area examinada (XIAO; CAMA, 2006).

2.6.2 Diagnostico por ensaio imunoenzimatico para pesquisa de coproantigenos

Os ensaios enzimaticos mais comumente utilizados na deteccdo da infeccdo por
Cryptosporidium sp. sdo o ELISA (‘Enzyme Linked Immunosorbent Assay’) e 0 ensaio
imunocromatografico (SMITH, 2007). Porém ainda podem ser utilizados testes com anticorpo
policlonal fluorescente, reacdo de aglutinacdo em latex, imunofluorescéncia com anticorpos
monoclonais, hemaglutinacdo passiva reversa e imunosorologia usando a deteccdo por
imunofluorescencia (FAYER et al., 2000).

A utilizacdo de kits imunoenzimaticos pode ser uma ferramenta de grande utilidade no
diagnostico da criptosporidiose, pois os antigenos de Cryptosporidium podem ser detectados
em suspensédo fecal que contenha ou ndo as formas infectantes. Ou seja, possuem uma boa
sensibilidade, podendo detectar a presenca do protozoario mesmo que este ndo esteja sendo
eliminado nas fezes. Além disso, a utilizagdo do kit demanda menos tempo para a obtencéo do
diagnostico e ao contrario do que ocorre na microscopia (SMITH, 2007). Apesar disso, as
metodologias baseadas em anticorpos podem apresentar problemas devido a reagdo cruzada

com outros microrganismos (FAYER et al., 2000). Devido a sua rapidez e alta sensibilidade
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essa metodologia vem sendo introduzida em alguns laboratérios, principalmente aqueles com
um grande volume de analises, como um novo diagndstico de rotina (CHALMERS, 2009).
Com a utilizacdo do ELISA as amostras ndo devem ser concentrados antes de serem
testadas. Esta é uma técnica altamente sensivel e especifico, e é Gtil para o rastreio de grandes
nameros de amostras num periodo de tempo curto. No entanto, os controles sdo necessarios
para determinar a qualidade de reagentes disponiveis comercialmente (FAYER, XIAO, 2008).
Ja a técnica imunofluorescéncia oferece a maior combinacdo de sensibilidade e
especificidade e é considerada o padrdo ouro por muitos laboratorios. No entanto, ela nédo
fornece um registo permanente, tal como uma lamina corada, a qual pode ser arquivada. As

amostras de fezes devem ser concentrados antes de usar este técnica (FAYER, XIAO, 2008).

2.6.3 Diagnostico através das ferramentas moleculares

Um dos desafios primordiais dos pesquisadores foi a obtencdo do DNA a partir de
oocistos de Cryptosporidium. As técnicas inicialmente utilizadas para a obtencdo de DNA
gendmico de bactérias nao se aplicavam ao Cryptosporidium, por este possuir um oocisto com
uma parede extremamente resistente que ndo se rompe com facilidade. Portanto, as técnicas
de extracdo de DNA deste protozodrio incluem sempre um passo de rompimento dos oocistos,
seja por meios fisicos, mecéanicos, enzimaticos ou ainda a combinacdo destes. Hoje, com a
utilizacdo dos kits de extracdo de DNA aplicados para obtencdo de DNA de microrganismos
que apresentam formas bioldgicas que sdo eliminados através das fezes, tais como, oocistos e
cisto, houve uma melhora intensa na obtengdo de DNA de boa qualidade.

Nos ultimos anos, as ferramentas de biologia molecular utilizadas para a deteccdo de
Cryptosporidium sp. se desenvolveram, sendo eficazes ndo apenas no diagndstico das
espécies e gendtipos, mas identificando os espécimes inclusive em subtipos, propiciando um
melhor entendimento da biologia e da epidemiologia do protozoario (XIAO, 2010). Tal
metodologia é utilizada principalmente para fins de pesquisa, ja que seu custo € elevado para
exame de rotina laboratorial (MAGI et al., 2006).

Existem alguns fatores que podem causar dificuldades no emprego da PCR para
Cryptosporidium, tais como, a distribuicdo desigual de oocistos nas amostras fecais, fazendo
com que a aliquota utilizada no procedimento ndo contenha oocistos; falha na ruptura dos
oocistos durante a extragdo, evitando assim a liberagdo do DNA para a analise; a adsorc¢do do

DNA por compostos presentes nas fezes e a presenga de inibidores da PCR que também
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podem dificultar o emprego da técnica (SCORZA et al., 2003). Os inibidores, principalmente
compostos organicos, presentes em amostras complexas, tais como fezes e solos, podem
diminuir a sensibilidade da PCR em até 1000 vezes (WARD; WANG, 2001).

Para amostras que nao sofreram congelamento antes do processamento de extracdo de
DNA, podem ser utilizadas técnicas comuns de flutuacdo em solugdo saturada de agucar, sal
ou sulfato de zinco (ARROWOOD, 1997). Oocistos das amostras fecais podem ser
concentrados pela técnica do alcool-éter seguido por gradiente de sacarose (COUPE et al.,
2005) ou Percoll ou outras solugdes hipertonicas (KUCZYNSKA; SHELTON, 1999),
seguindo o protocolo de extracdo de DNA.

O uso da formalina e do alcool polivinilico como conservantes ou preservantes pode
inviabilizar a extracdo do DNA, uma vez que podem causar a degradacdo do mesmo
(PIENIAZEK et al., 1999). Portanto, métodos como a concentracdo de oocistos pelo uso da
formalina éter devem ser evitados, sendo que nesta técnica a formalina pode ser substituida
pela &gua destilada. Nichols et al (2006) relatam altas taxas de amplificacdo na PCR,
utilizando uma concentracdo prévia dos oocistos contidos nas amostras fecais utilizando para
esta metodologia a agua e éter. Os autores relatam que fezes liquidas ou semi solidas
apresentam maiores taxas de recuperacao de oocistos do que fezes solidas, sendo que a perda
de oocistos no sobrenadante e no tampdo gorduroso, varia entre 1 a 2 % dos oocistos nas
amostras fecais liquidas e semi sélidas, chegando a mais de 3 % em amostras fecais solidas.

Em amostras fecais congeladas, ocorre o0 rompimento dos oocistos e
consequentemente a liberacdo dos esporozoitas de Cryptosporidium, portanto nessas amostras
ndo podem ser realizadas as etapas de purificagdo ou concentracdo usando solucdes saturadas,
uma vez que este procedimento causaria a perda e/ou degradacdo do material genético
presente. Tornam-se assim necessarios métodos de extracdo de DNA aplicaveis a amostra de
fezes totais (WARD; WANG, 2001).

Os marcadores moleculares mais amplamente utilizados para tipagem de isolados
Cryptosporidium sdo os genes 18S (18S rRNA) ribosomal RNA e 60-kDa glycoprotein
(GP60), também denominado de GP45 / GP40 e GP15. O GP60 codifica uma proteina
precursora, que € clivada para produzir glicoproteinas de superficie de células hospedeiras
implicadas na ligacdo de “zoitos”, nos mecanismos de invasdo celular de enterdcitos (XIAO,
2010; RYAN et al, 2014). A heterogeneidade genética do gene gp60, é dada pela variacdo no
namero de uma repeticdo de trinucleotideos (TCA, TCG ou TCT) na extremidade 50 (GP40)

da regido codificante. As repeti¢fes sdo utilizadas para definir as familias de subtipos dentro
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de uma espécie, ao passo que o restante dos sitios polimorficos € usado para identificar
subtipos dentro de um subtipo familia (RYAN et al., 2014).

Além dos genes mencionados anteriormente, diversos outros genes alvo podem ser
utilizados na identificacdo das diferentes espécies de Cryptosporidium (SMITH, 2007)
(Tabela 2). O uso generalizado do gene 18S em genotipagem de Cryptosporidium &, em
grande parte, devido a natureza de multiplas cdpias do gene e da presenca de regides semi
conservadas e hipervariaveis, o que facilita a concepc¢éo de iniciadores género-espécie. Dentro
de muitas espécies de Cryptosporidium e gendtipos, pequenas variacdes de sequencia entre
isolados estdo presentes em diferentes copias do gene SSU rRNA. Assim, novos genétipos
ndo devem ser identificados com base em uma ou duas substituicdes ou insercdes de delegdes
de nucleotideo no gene (ABEYWARDENA et al. 2014).

2.7 Espécies de Cryptosporidium parasitando aves

A criptosporidiose é uma das infeccGes parasitarias mais prevalentes na classe das
aves, tanto as domesticadas quanto as silvestres (O'DONOGHUE, 1995; SRETER,VARGA,
2000), o parasito tem sido relatado em mais de 30 espécies de aves em todo o mundo
(LINDSAY, BLAGBURN, 1990; O'DONOGHUE, 1995; SRETER; VARGA, 2000; NG et
al., 2006; RYAN; XIAO, 2008).

Atualmente, apenas trés espécies de Cryptosporidium spp. sdo reconhecidas como
validas tendo como hospedeiros a classe das aves, sendo estas, Cryptosporidium meleagridis,
Cryptosporidium baileyi e Cryptosporidium galli. No passado, duas outras espécies de
Cryptosporidium foram nomeadas, Cryptosporidium anserinus de um ganso doméstico (Anser
domesticus) (PROCTOR, KEMP, 1974) e Cryptosporidium tyzeri de galinhas (Gallus gallus)
(LEVINE, 1961). Mas nenhum destes relatos mencionava descri¢cdes adequadas de oocistos
ou fornecimento de outras informagdes Uteis para serem consideradas como uma nova espécie
e, portanto foram desconsideradas (LINDSAY; BLAGBURN, 1990).

A especie C. meleagridis apresenta uma ampla variedade de hospedeiros sendo a
terceira espécie mais prevalente infectando humanos (LEONI et al. 2006; XIAO, 2010;
ELWIN et al. 2012). A capacidade de C. meleagridis infectar os seres humanos e outros
mamiferos, e sua estreita relacdo filogenética com C. parvum e C. hominis, levou a sugestéo
de que os mamiferos, na verdade, foram os hospedeiros originais, e que a espécie tenha sido
mais tarde adaptada para as aves (XIAO et al., 2002, 2004). Andlise da sequéncia do gene

HSP70 (“70-kDa heat shock protein’) e do 18 S tem sido usado para fornecer evidéncia de
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transmissdo zoondtica de C. meleagridis parasitando Gallus gallus para seres humanos
(SILVERLAS et al., 2012).

Além disso, as espécies Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium parvum,
Cryptosporidium serpentis, Cryptosporidium muris, Cryptosporidium andersoni e o genétipo
| do rato almiscarado, foram também diagnosticados em um pequeno nimero de aves, que
provavelmente este resultado foi pela ingestdo acidental de oocistos Cryptosporidium
(RYAN, 2010; RYAN; XIAO, 2014). Sendo que C. parvum ja foi diagnosticado, por analise
molecular, ocasionando um surto de criptosporidiose intestinal em varias espéecies de
macaricos mantidos em uma unidade de criagdo em Dubai (ZYLAN et al., 2008),
confirmando a capacidade de C. parvum infectar aves.

Tabela 2. Lista dos genes alvos com as técnicas moleculares utilizadas no diagnéstico de
Cryptosporidium, com o tipo de ensaio e principal uso da sua amplificacéo.

GENE ALVO TECNICA MOLECULAR DIAGNOSTICO
PCR, PCR-nested, sequenciamento,
SSUrRNA (18S) PCR-RFLP, PCR-tempo real, Identlflcagaq qle espécies e
microarranjo genotipos
PCR, PCR-nested, sequenciamento, Identificacio de espécies e
HSP70 PCR-tempo real, microarranjo ¢d0 0€ esp
genotipos
PCR, PCR-nested, sequenciamento, Identificacio de espécies e
COwWP PCR-RFLP, microarranjo ¢ P

genotipos

Gene codificante da

Actina PCR, PCR-nested, sequenciamento Identificacdo de especies e

genotipos

PCR, PCR-nested, sequenciamento,

p-tubulina PCR-RELP Identificacdo de espécies e

genotipos

PCR, PCR-nested, sequenciamento

GP60 Identificacéo de subgendtipos
PCR, PCR-nested, sequenciamento,

Microsatélites tipificacao de fragmento Identificacdo de subgendtipos
PCR, PCR-nested, sequenciamento,

Minisatélites tipificacao de fragmento Identificacdo de subgendtipos

Transcriptase reversa, PCR,
RNA fita dupla sequenciamento, ensaio de Identificacio de subaen6tinos
extracromossomal mobilidade heteroduplex ¢ g P

Fonte: Modificado de SMITH, 2007.
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Infeccbes naturais por Cryptosporidium em aves tem se manifestado de trés formas
clinicas: doenca respiratoria, enterite e doencga renal (RYAN, 2010). Normalmente, apenas
uma forma da doenca estd presente em um surto (LINDSAY; BLAGBURN, 1990).
Atualmente ndo ha uma quimioterapia eficaz disponivel para o tratamento da criptosporidiose
aviaria (LINDSAY; BLAGBURN, 1990; RYAN; XIAO, 2008) e métodos de controle contra

criptosporidiose aviaria geralmente dependem da prevencgdo da infeccdo (RYAN, 2010).

2.7.1 Cryptosporidium meleagridis Slavin, 1955

A primeira descricdo de criptosporidiose aviaria foi feita por Tyzzer em 1929, mas
apos 35 anos, Slavin diagnosticou estruturas semelhantes a Cryptosporidium no ileo de perus
e nomeou o parasito de Cryptosporidium meleagridis (Slavin, 1955), assim como descreveu
0s estagios assexuados e sexuados do seu ciclo de vida.

Mas o ciclo de vida do que se presume ser C. meleagridis foi descrito mais
detalhadamente a partir de perus de criacdo comercial infectados naturalmente com idade de
30 dias (TACCONI et al., 2001). Estagios endogenos de desenvolvimento de C. meleagridis,
isolados de origem humana, foram também descritos em um camundongo e um frango
experimentalmente infectados (AKIYOSHI et al., 2003).

C. meleagridis apresenta como local de parasitismo, o intestino delgado, grosso e
bursa de Fabricio. A doenca em aves tem sido associada a enterite gerando mortalidade
(SLAVIN, 1955; GHARAGOZLOU et al., 2006; PAGES-MANTE et al., 2007).

As espécies C. parvum e C. meleagridis apresentam uma grande variabilidade de
hospedeiros da classe das aves, infectando varias ordens (O'DONOGHUE, 1995; MORGAN
et al., 2000; SRETER; VARGA, 2000; DARABUS; OLARIU, 2003; ABE; ISEKI, 2004;
HUBER et al., 2007; PAGES-MANTE et al., 2007; SOLTANE et al., 2007). Estudos de
transmissdo experimentais mostraram que C. meleagridis pode infectar frangos de corte,
patos, perus, bezerros, suinos, coelhos, ratazanas, ratos (O'DONOGHUE, 1995; AKIYOSHI
et al, 2003; DARABUS; OLARIU, 2003; HUANG et al., 2003). Geralmente, a taxa de
infeccdo e viruléncia de C. meleagridis para mamiferos tem sido semelhante a de C. parvum
(AKIYOSHI et al., 2003). Em 2004, foi descrito infeccdo natural por C. meleagridis em um
cdo da Republica Tcheca (HAJDUSEK et al., 2004).

Cryptosporidium meleagridis também é considerado um patégeno emergente em

humanos e é a terceira espécie mais comumente diagnosticada neste hospedeiro (XIAQ;
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FAYER, 2008). Foi previamente sugerido que C. meleagridis poderia ser C. parvum devido
as grandes similaridades genéticas (CHAMPLIAUD et al., 1998; SRETER; VARGA, 2000),
no entanto a analise molecular de amostras originarias dos EUA, Australia e Europa,
utilizando os genes alvos 18S (‘small subunit ribosomal RNA’), COWP (‘oocyst wall
protein’), HSP70 (“70-kDa heat shock protein’), GP60 (‘60 kDa glicoprotein’) ¢ o gene
codificante da Actina, demonstraram as singularidades genéticas e bioldgicas de C.
meleagridis (XIAO et al., 1999; MORGAN et al., 2000; SRETER et al., 2000; SULAIMAN
et al., 2000; XIAO et al., 2000; MORGAN et al., 2001; SULAIMAN et al., 2002; XIAO et
al., 2002).

As analises filogenéticas sugerem que C. meleagridis foi possivelmente originalmente
um parasito de mamiferos que subsequentemente tornou-se adaptado a aves via ingestdo de
presas infectadas (XIAO et al., 2002). Esta opinido é corroborada pelas conclusdes sobre a
capacidade de C. meleagridis infectar uma ampla variedade de mamiferos, o que ndo é o caso
da espécie C. baileyi (RYAN, 2010).

2.7.2 Cryptosporidium baileyi Current, Upton and Haynes, 1986

A segunda espécie de Cryptosporidium aviéria descrita foi originalmente isolada de
frangos de corte de criacdo comercial e foi denominada de Cryptosporidium baileyi, esta
espécie foi nomeada com base no seu ciclo de vida e caracteristicas morfologicas (CURRENT
etal., 1986).

InfecgcBes naturais por C. baileyi tm sido relatadas em vérios sitios anatbmicos de
seus hospedeiros, incluindo a conjuntiva, nasofaringe, traqueia, 0s broénquios, 0s sacos aéreos,
intestino delgado, intestino grosso, ceco, cloaca, bursa de Fabricio, rins e trato urinario
(LINDSAY; BLAGBURN, 1990). Apds a inoculacdo oral, observou-se que o0s sitios
primarios de desenvolvimento eram a bursa de Fabricio e a cloaca (LINDSAY et al., 1986).
Em inoculacdo intra traqueal de oocistos em galinhas, resultou em alta carga parasitaria no
trato respiratorio (LINDSAY et al., 1986; BLAGBURN et al., 1987; LINDSAY et al., 1987).
Infecgbes da conjuntiva ocorreram em algumas aves quando os oocistos foram colocados
diretamente sobre o saco da conjuntiva (LINDSAY et al., 1987). No entanto, as aves eram
mais propensas a desenvolverem infec¢bes na bursa de Fabricio e na cloaca (LINDSAY et al.,
1987).
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A Criptosporidiose respiratoria estd mais frequentemente associada a infecgdo por
Cryptosporidium baileyi, ocasionando alta morbidade e mortalidade, especialmente frangos
de corte (LINDSAY; BLAGBURN, 1990; SRETER et al., 1995, 2000). A criptosporidiose
renal também tem sido relatada em infeccbes naturais (GARDINER; IMES, 1984;
RANDALL, 1986; NAKAMURA; ABE, 1988; LINDSAY; BLAGBURN, 1990) e também
induzida experimentalmente em galinhas (livres do patégeno especifico - SPF) e em galinhas
coinfectados com C. baileyi e virus da doenca de Marek (MDV) (ABBASSI et al., 1999).

Cryptosporidium baileyi é provavelmente a espécie mais comum na classe das aves,
tem sido relatada em uma variedade de espécies (LINDSAY; BLAGBURN, 1990;
PAVLASEK, 1993; RYAN et al., 2003; ABE; ISEKI, 2004; JELLISON et al., 2004;
KIMURA et al., 2004; CHVALA et al., 2006; HUBER et al., 2007; VAN ZEELAND et al.,
2008). Sendo também demonstrada a infec¢do cruzada de C. baileyi entre varias espécies de
aves (CURRENT et al., 1986; LINDSAY et al., 1987, 1989; LINDSAY; BLAGBURN, 1990;
CARDOSO et al., 2005).

Na descricdo do seu ciclo de vida ha limitacGes, os estagios enddgenos foram
observados em alguns perus e nas infec¢bes com alta carga parasitaria, as aves desenvolveram
estagios enddgenos apenas na bursa de Fabricio (CURRENT et al., 1986). Hospedeiros
mamiferos, como ratos e caprinos, inoculados experimentalmente, ndo adquiriram a infeccdo
(CURRENT et al., 1986), denotando que a espécie ndo apresenta a capacidade de infectar
mamiferos.

Cryptosporidium baileyi foi analisada utilizando os genes alvos incluindo o 18S,
HSP70, COWP e Actina e demonstrou ser geneticamente uma espécie distinta (XIAO et al.,
1999; SULAIMAN et al., 2000; XIAOQ et al., 2000; MORGAN et al., 2001; EGYED et al.,
2002; SULAIMAN et al., 2002).

Geneticamente a espécie Cryptosporidium baileyi € mais estreitamente relacionado ao
genotipo Avian | e Il. A relacdo entre C. baileyi e outras espécies intestinais e gastricas ndo
estd claro quando se usa a andlise filogenética para os genes 18S, Actina e COWP, mas a
analise no locus HSP70 coloca C. baileyi em um ramo que contem todas as espécies de
Cryptosporidium gastricas em vez do ramo que inclui as espécies intestinais (XIAO 23T al.,
2002).
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2.7.3 Cryptosporidium galli Pavlasek, 1999

A terceira espécie de Cryptosporidium aviaria foi descrita pela primeira vez por
Pavlasek (1999) em galinhas, com base nas diferencas bioldgicas. Mais posteriormente, o
parasito foi redescrito com base nas diferencas moleculares associando-as com as biologicas
(RYAN et al., 2003).

Ao contrério das outras duas espécies aviarias, 0s estagios do ciclo de vida de C. galli
desenvolvem-se no proventriculo, e ndo no trato respiratorio ou dos intestinos delgado e
grosso (PAVLASEK, 1999, 2001). Pouco se sabe sobre o ciclo de vida de C. galli, mas o
desenvolvimento das fases enddgenas parece estar localizado nas células epiteliais
glandulares do proventriculo e fases de trofozoitas, macrogamontes e oocistos tém sido
observados (RYAN, 2010).

Cryptosporidium galli parece estar associado com doenca clinica gerando alta
mortalidade (BLAGBURN et al., 1990; PAVLASEK, 1999; MORGAN et al., 2001;
PAVLASEK, 2001). A histopatologia de tentilhdes (Passeriformes) infectados demonstrou
necrose e hiperplasia das células epiteliais glandulares do proventriculo, com grande namero
de oocistos fixados a superficie de células epiteliais glandulares (MORGAN et al., 2001).

Infeccdes naturais C. galli j& foram relatadas em vérias espécies de aves domésticas e
silvestres (PAVLASEK, 1999, 2001; RYAN et al., 2003; NG et al., 2006, RYAN et al.,
2003). Futuros estudos sdo necessarios para determinar a extensdo da variabilidade de
hospedeiros da classe das aves para C. galli. Neste sentido, estudo de transmissdo cruzada
demonstrou que oocistos de C. galli foram infecciosos para pintos (Gallus gallus) com nove
dias de idade, mas ndo para frangos de 40 dias de idade, sendo que o fator idade foi
primordial para a infecgdo (PAVLASEK, 2001).

Analises filogenéticas utilizando trés genes alvo (18S, HSP70 e Actina) identificou C.
galli como uma espécie distinta (RYAN et al., 2003). A localizagdo géstrica no hospedeiro e 0
tamanho de seu oocisto, considerado grande, sugerem que esta espécie estd mais intimamente
relacionada com as espeécies gastricas de Cryptosporidium o que tem sido apoiada por analises
moleculares. Observou-se através de analises no loci SSUrRNA que C. galli é mais
estreitamente relacionado com o gendtipo aviario IV e com outras espécies gastricas como
Cryptosporidium muris, Cryptosporidium serpentis e Cryptosporidium andersoni (RYAN,
2010).
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2.8 Gendtipos de Cryptosporidium parasitando aves

Em adicdo as trés espécies de Cryptosporidium reconhecidas como validas para aves,
tém sido relatados 13 gendtipos com “status” de espécies desconhecidas, sendo estes 0s
genotipos Avian I-VI, o gendtipo pato preto, o genotipo da galinhola (woodcock) da Euro-
asiatica e gendtipos de gansos I-V (RYAN, XIAO, 2014; ABE, MAKINO, 2010). Sendo que
nenhum destes sdo considerados patogénicos para humanos e parecem ser adaptados aos
hospedeiros da classe das aves (FENG, 2010; RYAN; POWER, 2012). Sdo considerados
genotipos distintos, no entanto, no futuro poderdo ser descritos como novas espécies, uma vez

que mais informagdes sobre a sua biologia se tornarem disponiveis (RYAN, 2010).

2.8.1 Gendtipos Avian I-VI

Os gendtipos Avian 1-VI, foram identificados a partir de uma variedade de espécies
de aves (MEIRELES et al., 2006; NG et al., 2006). As analises das sequencias no locus do
gene SSUrRNA indicam que, embora os gendtipos Avian | e Il sdo mais intimamente
relacionados com C. baileyi, se comportam geneticamente distintos (99,4% e 97,6% de
semelhanca, respectivamente a C. bailey) e exibindo 98,2% de semelhanca entre si. No locus
do gene Actina, os gendétipos Avian | e 1l apresentaram apenas 95,7% e 88,3% de semelhanca,
respectivamente, com C. baileyi.

O genodtipo Avian | foi diagnosticado em canarios (Serinus canaria) e pavao (Pavo
cristatus) (NG et al, 2006; NAKAMURA et al, 2009). O gendtipo Avian Il foi descrito de
avestruzes e em varias espécies de psitacidios (SANTOS et al., 2005; MEIRELES et al.,
2006; NG et al., 2006; SEVA et al., 2011; NGUYEN et al., 2013).

Wang et al. (2014) relataram a presenca do gendtipo Avian Il em 0,78% (3/385) em
amostras fecais de frangos na China. Quanto aos sitios de infec¢do, o gendtipo Avian Il foi
relatado parasitando o epitélio da cloaca e, em menor extenséo, o epitélio do reto e bursa de
Fabricio de avestruzes (SANTOS et al., 2005).

Isolados do gendtipo Avian Ill foram geneticamente mais estreitamente relacionadoss
ao genotipo da galinhola Euro Asiatica (98,8% e 98,5% de similaridade genética no locus do
gene 18S e Actina, respectivamente).

Aves parasitadas com os gendtipos Avian I-111 ndo apresentaram sinais clinicos, como

diarreia, dispneia, tosse ou espirro (RYAN, 2010). O genotipo Avian 11l tem sido relatado em
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varias especies das ordens Psitaciformes e Passeriformes (NG et al., 2006; NAKAMURA et
al., 2009; MAKINO et al., 2010; QI et al., 2011; GOMES et al., 2012; NAKAMURA et al.,
2014).

O genotipo Avian IV foi identificado na ave Zosterops japonicus ("olho branco
japonés™) da Republica Tcheca, esta ave apresentou um quadro clinico de diarreia e anorexia.
Na andlise microscopica de amostras fecais, somente oocistos de Cryptosporidium foram
observados, descartando outro agente etioldgico causador da sintomatologia. Nas andlises
filogenéticas utilizando o 18S, este genotipo exibiu 97,9% de similaridades com C. galli
(RYAN, 2010).

O gendtipo de Cryptosporidium Avian V ja foi assinalado em um papagaio da fronte
azul da amazonia (Amazona aestiva) e descrito em calopsita (Nymphicus hollandicus) no
Japdo, Brasil e China (ABE, MAKINO, 2010; NAKAMURA et al., 2014; QI et al., 2011),
ndo sendo associada a doenca clinica. Além do registro do genotipo de Cryptosporidium
Avian V em aves, hd um relato de sua ocorréncia em répteis (lguana iguana) (KIK et al.,
2011).

Por comparacdes filogenéticas do gene 18S em multiplas amostras, o gendtipo V esta
relacionado ao C. baileyi e ao gen6tipo Avian |, com uma similaridade maior ao gendtipo
Avian 1l (ABE; MAKINO, 2010).

Infeccdo renal associada a doenca clinica urinaria por Cryptosporidium foi atribuida
ao gendtipo Avian V em cacatua (Lophochroa leadbeateri) (CURTISS et al., 2015).

Recentemente, Chelladurai et al. (2016) analisaram amostras fecais positivas para
oocistos de Cryptosporidum provenientes do passaro preto da asa vermelha (Agelaius
phoeniceus) na América do Norte. Para as analises moleculares foram utilizados trés genes
alvos (18S, Actina, HSP70), como resultado, a espécie gastrica Cryptosporidium galli estava
presente e estes autores sugerem um novo genotipo intimamente relacionado as espécies
gatricas, sendo denominado de Cryptosporidium genétipo Avian VI. Estes resultados
contribuem para a compreensdo da diversificacdo de Cryptosporidium em passeriformes, a

maior ordem da classe das aves.

2.8.2 Genotipo da galinhola euro Asiatica

H& poucas informacBes sobre este genotipo, sendo que so foi descrito apenas na

galinhola euro-asiatica (Scolopax rusticola) (NG et al., 2006). Este gendtipo estd mais
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estreitamente relacionados ao genotipo Avian Il e as espécies de Cryptosporidium gastricas
(C. serpentis, C. muris, C. andersoni) (RYAN et al., 2003; NG et al., 2006). Todos 0s estagios
enddgenos de desenvolvimento, incluindo oocistos foram detectados somente no
proventriculo (RYAN, 2010).

2.8.3 Gendtipo do pato preto

Este gendtipo foi identificado em um pato preto (MORGAN et al., 2001) apresentando
similaridades genéticas com os genotipos de ganso | e Il nas andlises filogenéticas utilizando
0 gene alvo 1ss, apresentando 96,9 e 97,5% de similaridade, respectivamente.

As analises microscopicas de seccdes do intestino delgado coradas pela hematoxilina e
eosina indicaram ocorréncia de uma infeccdo entérica com numerosos oocistos fixados a
superficie apical dos enterdcitos, mas informacGes clinicas sobre a ave infectada ndo foram
disponibilizadas (MORGAN et al., 2001). O geno6tipo do pato foi posteriormente identificado
em gansos do Canada (Branta canadensis) (JELLISON et al., 2004; ZHOU et al., 2004). Este

gendtipo parece ter uma especificidade por hospedeiros da ordem dos Anseriformes.

2.8.4 Gendtipos do Ganso I-V

Um estudo identificou Cryptosporidium sp. em gansos canadenses, onde as amostras
de fezes foram coletadas em 13 locais em Ohio e Illinois (USA); apds as caracterizacdes
genéticas, estes foram nomeados de genétipos ganso | e Il, além desses gendtipos foi
diagnosticado o genotipo do pato preto e as espécies C. parvum e C. hominis (ZHOU et al.,
2004). Neste estudo, a analise filogenética da sequéncia do gene 18S revelou que os
gendtipos ganso | e Il e 0 gendtipo do pato preto estavam intimamente relacionados.

Em outro estudo, conduzido por Jellison et al. (2004), usando amostras fecais
provenientes de gansos (Branta canadensis) do Canada e dos Estados Unidos parasitados por
Cryptosporidium sp., evidenciaram cinco genotipos do ganso (I-V). Assim como o genétipo
do pato, estes parecem ter uma especificidade pelo hospedeiro da ordem dos Anseriformes.

Na tabela 3 encontram-se listadas as espécies de Cryptosporidium e gendtipos que
parasitam a classe das aves, de acordo com as ordens e sitios de infecgédo, confirmados pela

analise molecular.
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Tabela 3. Espécies de Cryptosporidium e genoétipos identificados na classe das aves, de

acordo com as ordens e sitios de infeccdo confirmados, pela anélise molecular.

ESPECIES/
GENOTIPOS

ORDENS DOS
HOSPEDEIROS

SITIO DE
INFECCAO*

REFERENCIA

Cryptosporidium
meleagridis

Columbiformes
Galliformes
Passeriformes
Psittaciformes

Intestino

delgado,
Intestino
grosso.

Morgan et al., 2000; Morgan et al., 2001; Glaberman et
al., 2001; Ryan et al., 2003; Abe and Iseki, 2004; Huber
et al., 2007; Pagés-Manté et al., 2007; Nakamura et
al.,2009; Abe, Makino 2010; Wang et al., 2010; Qi et al.,
2011; Berrilli et al., 2012; Silverlas et al., 2012; Wang et
al., 2012; Baroudi et al., 2013; Wang et al., 2014; Li et
al., 2013; Koompapong et al., 2014; Méaca, Pavlasek,
2015; Reboredo-Fernindez et al., 2015.

Cryptosporidium
baileyi

Anseriformes
Cathartiformes
Charadriiformes
Cohimbiformes
Falconiformes
Galliformes
Gruiformes
Paseriformes
Piciformes
Psittaformes
Strigiformes
Struthioniformes

Bursa de
Fabricio,
Conjuntiva,
Rins, Trato
respiratério,
Cloaca, Reto.

Morgan et al., 2001; Ryan et al., 2003; Abe and Iseki,
2004; Chvala et al., 2006; Ng et al., 2006; Huber et al.,
2007; Van Zeeland et al., 2008; Kimura et al., 2004;
Nakamura et al., 2009; Abe and Makino, 2010; Molina-
Lopez et al., 2010; Wang et al., 2010; Seva et al., 2011;
Qietal., 2011; Wang et al., 2011; Wang et al., 2012;
Coldwell et al., 2012; Schulze et al., 2012; Wang et al.,
2012; Baroudi et al., 2013; Bougiouklis et al., 2013;
Baines et al., 2014; Hamidinejat et al., 2014; Nakamura
etal., 2014; Qi et al., 2014; Wang et al., 2014; Li et al.,
2015; Méca, Pavlasek, 2015.

Cryptosporidium
galli

Bucerotiformes
Galliformes
Passeriformes
Psittaciformes
Phoenicopteriformes

Proventriculo.

Rych et al., 2003; Ng et al., 2006; Antunes et al., 2008;
Nakamura et al., 2009; Silva et al., 2010; Seva et al.,
2011; Qi etal., 2011; Nakamura et al., 2014.

- . Galliformes Ng et al., 2006; Nakamura et al., 2009.
Gendtipo Avian | Passeriformes ND
Galliformes Cloaca, Reto,  Santos et al., 2005; Meireles et al., 2006; Ng et al., 2006;
Gendétipo Avian 11 Psittaciformes Bursa de Nakamura et al., 2009; Seva et al., 2011; Nguyen et al.,
Struthioniformes Fabricio. 2013; Wang et al., 2014.

Gendétipo Avian 111

Passeriformes
Psittaciformes
Charadriiformes

Proventriculo.

Ng et al., 2006; Nakamura et al., 2009; Abe, Makino,
2010; Makino et al., 2010; Qi etal., 2011; Gomes et al.,
2012; Koompapong et al., 2014; Ravich et al., 2014.

Genétipo Avian IV

Psittaciformes

ND

Ng et al., 2006; Abe, Makino, 2010; Qi et al., 2011.

Genétipo Avian V

Psittaciformes

ND

Abe, Makino, 2010; Qi et al., 2011; Nakamura et al.,
2014.

Genétipo Avian VI

Passeriformes

Proventriculo.

Chelladurai, et al., 2016.

Gendtipo Pato-Preto

Anseriformes

ND

Morgan et al., 2001; Jellsison et al., 2004; Zhou et al.,
2004.

Gendétipo Galinhola
Euro-asiatica

Charadriiformes

Proventriculo.

Ryan et al., 2003; Ng et al., 2006.

Gendétipo Ganso |

Anseriformes

ND

Xiao et al., 2002; Jellison et al., 2004; Zhou et al., 2004.

Gendétipo Ganso |1

Anseriformes

ND

Jellison et al., 2004; Zhou et al., 2004.

Gendétipo Ganso 11

Anseriformes

ND

Jellison et al., 2004.

Gendétipo Ganso IV

Anseriformes

ND

Jellison et al., 2004.

Gendétipo Ganso V

Anseriformes

ND

Jellison et al., 2004.

Fonte: Modificado de Meireles et al., 2015 e Zahedi et al., 2016.
* Nao é mencionado em todos os trabalhos.
ND= Nao definido.
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2.9 Ocorréncia de Cryptosporidium em aves

Espécies e gendtipos de Cryptosporidum tém sido registrados em mais de 30
diferentes espécies de aves no mundo distribuidas nas seguintes ordens: Anseriformes,
Bucerotiformes, Cathartiformes, Charadriiformes, Cohimbiformes, Columbiformes,
Falconiformes, Galliformes, Gruiformes, Paseriformes, Piciformes, Phoenicopteriformes,
Psittaformes, Strigiformes, Struthioniformes (ZAHEDI et al., 2016). Em aves a
criptosporidiose se apresenta de trés principais formas: respiratéria, intestinal e renal, com
manifestacdes clinicas ou subclinicas (SANTIN, 2013).

Grande parte dos estudos sobre criptosporidiose foram realizados em aves de corte
como galinhas e perus. Kimura et al. (2004) analisaram isolados de Cryptosporium oriundos
de galinhas no Japdo e identificaram C. baileyi apds sequenciamento e analises filogenéticas.
Wang et al. (2010) analisaram 2579 amostras fecais de galinhas poedeiras, frangos de corte e
patos de Pequin oriundos de 46 granjas na Provincia de Henan (China), duas espécies de
Cryptosporidium foram identificadas: C. baileyi (em 184 amostras) e C. meleagridis (em trés
amostras). Os autores chamam a atencdo para o contato préximo entre humanos e galinhas em
granjas, destacando que C. meleagridis é a terceira espécie mais comum diagnosticada em
humanos e que potencialmente pode se tornar agente de uma doenga emergente em algumas
localidades da China. Baroudi et al. (2013) na Argélia, identificaram C. meleagridis em 34 %
das galinhas e em 44 % dos perus. Os autores reforcam a importancia desta espécie de
Cryptosporidium na cadeia de transmissao zoonotica.

Alguns trabalhos sobre a criptosporidiose séo realizados com avestruzes, criados em
fazendas com a finalidade de agronegdcios, fato que desperta o interesse para o diagndstico de
doencas. Oliveira et al. (2008) determinaram a prevaléncia de Cryptosporidium em avestruzes
criados no estado do Rio de Janeiro, por meio da técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen
modificada, sendo 44,4 % das amostras positivas. Wang et al. (2011) pesquisaram 0 parasito
em avestruzes, criados em fazendas na China, sendo identificada a espécie C. baileyi. Os
autores ressaltam que estudos de transmissdo cruzada demonstraram que isolados de C.
baileyi podem infectar galinhas e codornas. Nguyen et al. (2013) analisaram avestruzes de
uma fazenda no Vietnam, utilizaram a técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen modificada e
verificaram a positividade para oocistos de Cryptosporidium em 110 amostras (23,7 %), por
meio de analises moleculares foi identificada infeccdo por Cryptosporidium genétipo Avian
.
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Com relacdo a aves silvestres, Silva et al. (2008) analisaram fezes de 338 psitacideos
adultos, pertencentes a oito espécies, provenientes de um criadouro conservacionista e do
Zooldgico de Cachoeira do Sul, estado do Rio Grande do Sul, empregando como
metodologias de diagndstico, técnicas de centrifugacdo e flutuacdo e coloracdo de Zielh-
Neelsen, obtiveram 180 amostras positivas para oocistos de Cryptosporidium. Sendo o
primeiro registro de parasitismo por Cryptosporidium nas espécies de agapornis (Agapornis
fischer), arara Canindé (Ara ararauna) e papagaio chardo (Amazona pretrei).

Ha a necessidade de se realizar metodologias moleculares no diagnostico para
Cryptosporidium sp., isto porque, permite identificacdo das espécies presentes em
determinados estudos, bem como de gendtipos. Estudos moleculares auxiliam no
entendimento da dindmica de transmissdo de Cryptosporidium e permitem verificar a
presenca de espécies de potencial zoondéticas ou ndo (RYAN et al., 2003; ALVES et al., 2005;
MATSUBAYASHI et al., 2005; ROHELA et al., 2005; LIM et al., 2008; GEURDEN et al.,
2009; WANG et al., 2011).

Morgan et al. (2000) realizaram a caracterizacdo morfoldgica e genética de
Cryptosporidium obtidos de Periquitos-de-colar (Psittacula krameri) e a espécie identificada
foi Cryptosporidium meleagridis, registrando esta espécie em um hospedeiro da ordem
Psittaciformes.

Abe e Isiki (2004) identificaram em calopsitas (Nymphicus hollandicus) duas espécies:
C. meleagridis e C. baileyi, registrando pela primeira vez neste hospedeiro a infeccdo por
Cryptosporidium. Estes autores sugerem que aves de estimacdo podem desempenhar um
papel importante na epidemiologia da criptosporidiose e que ha a necessidade da identificacdo
correta deste agente etioldgico, para uma melhor compreensédo da epizootia desta infeccdo em
aves visando o controle da criptosporidiose humana.

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

Antunes et al. (2008) identificaram Cryptosporidum galli nas ordens Passeriformes
(canarios e curios) e Psittaciformes (calopsitas), sendo que foi o primeiro registro da espécie

em curids (Oryzoborus angolensis).
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Nakamura et al. (2009) estudaram aves mantidas em cativeiro e identificaram C.
baileyi em urubu de cabeca preta (Coragyps atratus), em galinha doméstica (Gallus gallus
domesticus) e em candrio da terra verdadeiro (Sicalis flaveola); C. galli em canario (Serinus
canaria), calopsita (Nymphicus hollandicus) e curié (Oryzoborus angolensis); C. meleagridis
em galinha doméstica; C. parvum em calopsita; gendtipo Avian | em canario e em um pavéo-
indiano (Pavo cristatus); gendtipo Avian Il em avestruz (Struthio camelus) e gen6tipo Avian
I11 em calopsita (Nymphicus hollandicus) e agapornis (Agapornis roseicolis).

Silva et al. (2010), estudaram Cryptosporidium em aves da ordem Passeriformes
(Oryzoborus maximiliani, Oryzoborus angolensis, Cyanocompsa brissonii, Sporophila
collaris), criadas em aviéarios e identificaram C. galli em 91(24,5%) amostras de aves adultas
e 14 (13%) jovens.

Seva et al. (2011) realizaram um estudo em aves silvestres, onde foi diagnosticado C.
galli em sabia-laranjeira (Turdus rufiventris), trinca ferro (Saltator similis), cigarrinha do
norte (Sporophila schistacea), pintassilgo comum (Carduelis carduelis), canario da terra
verdadeiro (Sicalis flaveola); C. baileyi nas seguintes espécies: pintassilgo comum (Carduelis
carduelis), pixox6 (Sporophila frontalis), cardeal do nordeste (Paroaria dominicana) e
canario da terra verdadeiro (Sicalis flaveola) e Cryptosporidium genétipo Avian Il em
periquito maracand (Aratinga leucophthalma). Os autores sugerem que devem existir mais
estudos contemplando aves silvestres.

Qi et al. (2011) pesquisaram Cryptosporidium em aves das ordens Passeriformes,
Columbiformes e Psittacidae com um total de 12 espécies, que sdo comercializadas em
aviarios na China, estes autores, obtiveram uma prevaléncia de 8,1 % de aves infectadas por
Cryptosporidium, sem que as mesmas apresentassem sinais clinicos. Ap6s a caracterizacao
genotipica trés espécies foram identificadas (C. baileyi, C. meleagridis e C. galli) e dois
gendtipos (gendtipo Avian Ill e o gendtipo Avian 1V). Devido a C. meleagridis apresentar
potencial zoondtico, os autores relataram o risco a satide humana.

Schulze et al. (2011) verificaram a infec¢éo na bursa de Fabricio por Cryptosporidium
baleyi em aves da familia Anatidae (Mergus serrator — merganso de poupa) em um Zooldgico
da Alemanha, que vieram a 0Obito, estes autores sugeriram que a doenca foi em decorréncia da
introducdo de patos adultos nas instalagOes e enfatizaram que a quarentena é de fundamental
importancia antes da introducéo de um novo animal no plantel.

Gomes et al. (2012) investigaram a presenca de Cryptosporidium em aves exaticas,

comercializadas em lojas de pequenos animais no estado do Rio de Janeiro, Brasil. Do total de
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103 amostras analisadas, sete (6,8 %) delas foram positivas para oocistos de Cryptosporidium.
A anélise dos isolados revelou a presenca de Cryptosporidium parvum em passeriforme
originario da China, denominado manon (Lonchura striata domestica); Gendtipo Avian Il
em Pada (Padda oryzivora) passaro da Indonésia, e em calopsita (Nymphicus hollandicus).

Bosa (2014), ap6s a anélise de 79 amostras de aves da ordem Psittaciformes, um
exemplar de ararajuba (Guaruba guarouba), dois exemplares de papagaio de cara roxo
(Amazona brasiliensis) e um exemplar de papagaio de peito roxo (Amazona vinacea), apos a
caracterizacdo genotipica foram diagnosticados como a espécie C. galli. Neste trabalho,
nenhum dos animais positivos apresentou sinais clinicos, fato que corrobora com os achados
de Ng et al. (2006) e Wang et al. (2011). Em psitacideos, a criptosporidiose ja foi relatada em
diversas espécies, aquelas comuns em cativeiro, como papagaios (DOSTER et al.,1979),
periquitos australianos (GOODWIN & KRABILL, 1989), maritacas e araras (LEY et al.,
1988).

Fernandez et al. (2015) ao analisarem amostras de fezes obtidas de 433 aves silvestres
em centros de recuperacdo de animais selvagens na Galiza, Espanha, detectaram através da
imunofluorescéncia, cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium. Neste trabalho, foi
descrito pela primeira vez Giardia sp. em Tyto alba e Caprimulgus europaeus e
Cryptosporidium sp. em Apus apus, Athene noctua, C. europaeus, Falco tinnunculus, Morus
do bassanus, Parabuteo unicinctus e Strix aluco. Através do diagndstico molecular foi
diagnosticado: Giardia duodenalis genotipo B em Buteo buteo, Coturnix coturnix e Pica pica,
0 gendtipo D em Garrulus glandarius e o genétipo F em Anas platyrhynchos;
Cryptosporidium parvum em Accipiter nisus, B. buteo, Milvus migrans, Pernis apivorus e P.
pica; Cryptosporidium meleagridis em Streptopelia turtur. Os autores demonstram a ampla
disseminacdo de Giardia e Cryptosporidium entre aves silvestres e que o diagnostico de C.
meleagridis em rola comum ou rola brava (Streptopelia turtur) amplia o alcance deste
enteropatégeno em outros hospedeiros aviarios levantando questdes sobre o potencial de
transmisséo zoondtica de Cryptosporidium de pombas para os seres humanos.

Majewska et al.( 2009), em um estudo conduzido na Polénia, analisaram a importancia
das aves livres na natureza, em cativeiro e domesticas, envolvidas na contaminacdo ambiental
com oocistos de Cryptosporidium parvum e cistos de Giardia lamblia. Os autores
diagnosticaram com mais frequencia estes agentes etiologicos em amostras fecais de aves
aquaticas de vida livre do que em aves ndo normalmente associadas com agua. Os autores

enfatizam a importancia de aves aquaticas representando um vinculo epidemiolégico em
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ciclos de transmissdo associadas a agua, e que essas aves desempenham um papel
significativo na contaminacdo ambiental dos habitats aquaticos com esses patdgenos

antropozoondticos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local e procedimentos de coleta das amostras fecais

As amostras fecais foram colhidas de um Criadouro Comercial legalizado junto ao
Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA),
localizado na Zona Oeste do Municipio do Rio de Janeiro/RJ, no Bairro de Guaratiba. Este
criadouro apresenta licenca para reproducdo e comercializacdo de aves destinadas para pets,
exportacdo e outros criadouros. No local, ha varias familias de aves, sendo que neste trabalho
somente amostras de fezes de duas familias (Ramphastidae e Psittacidae) foram pesquisadas
para a presenca de Cryptosporidium sp.

As coletas das amostras fecais foram realizadas no criadouro e apresentavam-se dentro
dos padrdes de normalidade. Para coleta, foi colocado um plastico que cobria o fundo das
instalacBes das aves (Figura 2) e que ap06s 12 horas eram retirados. A retirada das fezes do
plastico era realizada com o auxilio de uma espéatula descartavel. Apos a coleta, as fezes
foram transferidas para recipientes estéreis com solucdo fisioldgica, identificadas com os
dados de cada animal e acondicionadas em isopor com gelo e encaminhadas ao laboratério de
Protozoologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.2 Descricdes do criatorio

As aves da familia Ramphastidae estavam dispostas em recintos telados
completamente, com divisdo entre os recintos evitando o contato entre as aves para promocao
de conforto e a fim de evitar brigas por serem territorialistas (Figura 3). Cada recinto medindo
2,00m x 3,00m x 1,20m, eram suspensos do solo de 0,60m a 0,80m evitando o contato das
aves com os excrementos. As aves eram alimentadas com ragdo propria para tucanos e por¢ao
diaria de frutas e legumes da época fatiados e distribuidos em potes. Recebiam agua potavel
oriunda da distribuidora local em potes proprios, substituidas duas vezes ao dia. Em cada
instalacdo eram colocados casais buscando a reproducdo, porém, haviam aves que se
encontravam sozinhas por recinto. Em relacdo as condi¢bes higiénicas sanitaria das

instalagdes, estas foram classificadas como satisfatorias, havendo limpeza periodicamente.
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Figura 2. Imagem geral do fundo das instalagcdes das aves com o plastico no fundo para as
coletas das amostras fecais.
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Figura 3. Imagem das instalaces das aves representantes da familia Ramphastidae.

Desta familia foi avaliado um total de 37 amostras: Ramphastus toco (Tucano toco)
28 amostras; Ramphastus tucanus (Tucano grande de papo branco) quatro amostras;
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Ramphastus dicolorus (Tucano de bico verde) duas; Pteroglossus bailloni (Aragari banana)
duas; Selenidera maculirostris (Aragari poca) uma.

As aves da familia Psittacidae estavam dispostas em instalacfes onde, geralmente
havia casais nos recintos, mas quando existiam aves “solteiras”, estas eram colocadas
individualmente (Figura 4). As instalagdes mediam 2,00m x 2,00m x 1,20m, eram suspensas
do solo de 1,00m a 1,40m, teladas ao fundo evitando o contato das aves com o solo e excretas.
Eram alimentadas com racdo industrializada peletizada e recebiam como complemento
porcdes diarias de frutas e legumes, da estacdo, fatiados. Era fornecida agua potavel da
distribuidora local com bebedouros de pressdo. A relacdo condicdo higiénico sanitéarias das
instalagcbes também foram classificadas como satisfatérias, da mesma forma que nas

instalacBes das aves da familia Ramphastidae, havia limpeza periodicamente.

Figura 4. Imagem das instala¢es das aves representantes da familia Psittacidae.

O criadouro apresentava assisténcia veterinaria constante e exames de rotina sdo
realizados no plantel, como Clamidiose, Salmonelose e Parasitolégico de fezes. Quando eram
introduzidas aves oriundas de outro plantel, estas eram postas em quarentena e eram
realizados exames para Clamidiose, Salmonelose, Parasitologico de fezes, Circovirus,
Herpesvirus e Polyomavirus. Anti-helminticos eram administrados as aves do plantel

36



principalmente nos filhotes, ja nas aves de quarentena eram administrados antiparasitarios
tanto para ectoparasitos quanto para endoparasitos.

Desta familia foi avaliado um total de 48 amostras: Psittacus eritachus (Exotica)
(Papagaio do Congo) 14 amostras; Ara ararauna (Arara canindé) quatro; Ara macao (Arara
Macau) uma; Amazona aestiva (Papagaio verdadeiro) 19; Ecletus roratus (Ex6tica) (Papagaio
ecletus) oito e duas Pionites leucogaster (Marianinha da cabeca amarela).

Segue nos anexos 1 e 2 algumas outras descricbes sobre as espécies das familias

utilizadas no estudo.

3.3 Processamento das amostras fecais e Diagnéstico Microscépico

No laboratorio, as amostras foram catalogadas, processadas e diagnosticadas por meio
da microscopia éptica quanto a presenca de Cryptosporidium spp.

O processamento das amostras fecais coletadas e o diagnostico microscopico de
Cryptosporidium spp. foram realizados no Laboratério de Protozoologia, localizado no
Departamento de Parasitologia Animal da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), seguindo a metodologia descrita por Huber et al. (2007).

As amostras foram identificadas, homogeneizadas com &gua destilada e filtradas com
o0 auxilio de um tamis plastico descartavel revestido com gaze para a retirada de residuos
grosseiros. ApoOs a filtragem a solucdo foi distribuida em tubos conicos de 15mL e
centrifugada durante 10 minutos a 402,4 xg. Apds este procedimento, o sobrenadante foi
descartado restando apenas o sedimento.

Um tubo de cada amostra foi selecionado e homogeneizado novamente com solugéo
saturada de acUcar (densidade especifica de 1,30 g/mL) ao passo que o restante dos tubos foi
armazenado sob-refrigeracdo a uma temperatura aproximada de 4°C. Ap6s a homogeneizacao
com a solucdo saturada de agucar, o material passou por uma nova centrifugacdo durante 10
minutos a 402,4 xg.

Posteriormente, na segunda centrifugagéo, os tubos referentes a cada amostra, foram
completados com solucdo saturada de agucar até formar um menisco na superficie. Estes
foram cobertos com uma laminula de vidro e ap6s um periodo de cinco minutos, a laminula
foi retirada da superficie do tubo e colocada sobre uma lamina de vidro para a realizacdo do
diagnostico microscopico. As amostras foram consideradas positivas para Cryptosporidium

spp. pela observacao de oocistos na microscopia Optica de campo claro e contraste de fase.
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Nas amostras diagnosticadas positivas para a presenca de oocistos de
Cryptosporidium, o sedimento fecal acondicionado no tubo de 15mL foi preservado sob-

refrigeracdo, para posterior extracdo de DNA e as analises subsequentes.

3.4 Extracdo de DNA

Os procedimentos de extracdo de DNA gendmico, realizacdo da PCR e Nested-PCR
foram realizados no laboratorio de Hemoparasitos e Vetores da Estacdo Experimental W. O.
Neitz do Departamento de Parasitologia animal, do Instituto de Veterinaria da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro.

Para todas aquelas amostras que foram positivas para Cryptosporidium sp. na
microscopia, foi realizada a extracdo de DNA. Esta foi realizada utilizado-se o kit comercial
da Qiagen (‘QIAamp DNA Stool Mini Kit”) (COKLIN et al., 2009; DAS et al., 2011),
seguindo as recomendacdes especificadas pelo fabricante, com pequenas modifica¢des. Sendo
estas, referentes aos dois periodos de incubacdo do material onde as amostras foram
submetidas a uma temperatura de 95°C, com uma incubacdo mais longa de 10 minutos,
utilizando um agitador com controle de temperatura, a uma rotacdo de 800 rpm para auxiliar
na homogeneizagdo das amostras. Ao final da extragéo, as amostras foram eluidas em 100 pL
de tampao AE (fornecido pelo fabricante) ao invés de 200 uL. como sugeria o manual de

instrucdes (FAYER et al., 2010).

3.5 Reacgdes de PCR Primaria e Nested-PCR para o gene alvo 18S

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em duas etapas. Na primeira
reacdo de PCR tendo como gene alvo o 18S, utilizando os ‘primers’ 18SF: 5°- TTC TAG
AGC TAA TAC ATG CG-3" (‘forward’) e 18SR: 5'- CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA-
3" (‘reverse’), obtendo-se amplicons com aproximadamente 1.325 pb (XIAO et al., 1999;
FAYER etal., 2010).

Para a segunda etapa, Nested-PCR, que teve o0 mesmo gene como alvo, desta vez
utilizando os ‘primers’ 18SNF: 5°- GGA AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA AG-3
(‘forward’) e 18SNR: 5°- AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A-3" (‘reverse’), obtendo-
se amplicons entre 826 a 864 pb, dependendo da espécie de Cryptosporidium e/ou gendtipos
diagnosticados (XIAO et al., 1999; FAYER et al., 2010).
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Como controle positivo para Cryptosporidium foi utilizado uma amostra de bezerro na
amplificacdo da PCR primaria e para nested-PCR, tendo como numero de acesso no Genbank
- DQ885333, espeécie C. parvum. Ja para o controle negativo, foi utilizado dgua ultrapura.

Na realizacdo das reacbes da PCR primaria, foram utilizados 4 mM de MgCl,
(Invitrogen), 0,2 uM de cada ‘primer’ (18SF e¢ 18SR — Invitrogen), Tampdo Taq 1X
(Invitrogen), 200 uM de cada desoxirribonucleotideo (ANTPs — Invitrogen), 1,0 U ‘Platinum
Tagq Polymerase’ (Invitrogen), 1 uL. de DNA da amostra e agua ultrapura (‘Nuclease-free
water’ — Promega) até completar o volume final de 25 pL.

Para a reacdo da Nested-PCR foram utilizadas as mesmas condi¢6es da PCR priméria,
exceto pela diminuicdo da concentracdo de MgCl, que passou a ser 2 mM e a utilizagdo de 0,2
uM do ‘primer’ 18SNF e 0,2 uM do ‘primer’ 18SNR.

Os ciclos termais utilizados para a realizacdo das reacdes da PCR-Nested tiveram
como ponto de partida a temperatura de 94°C por trés minutos (‘hot start’), seguida de um
total de 35 ciclos onde ocorreu a desnaturagédo do DNA a 94°C por 45 segundos, hibridizagédo
dos oligonucleotideos atraveés de um gradiente de temperatura que variou de 58°C (PCR
priméaria) e 59°C (PCR secundaria) por 45 segundos e a extensdo da cadeia de DNA dos
produtos formados a 72°C por um minuto. Ao final dos 35 ciclos foi realizada uma etapa de
extensdo a 72°C por sete minutos.

Apo6s a execugdo de todos os ciclos, os microtubos contendo 25 pl. de amostra foram
retirados do termociclador e 5 pL. do material visualizado através da eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (100V por 40 minutos), corado com brometo de etidio (Spg/mL). O tampao de
amostra utilizado foi ‘loading buffer’ 6X — tipo Il (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e o
marcador usado como peso molecular foi ‘1Kb Plus DNA Ladder’ (Invitrogen). Os géis de

agarose foram posteriormente observados sob luz ultravioleta, analisados e fotografados.

3.6 Sequenciamento e Analise Filogenética
3.6.1 Purificacédo dos produtos da Nested-PCR e sequenciamento

Todas as amostras obtidas através da reacdo da Nested-PCR foram coradas pelo
brometo de etidio e observadas em gel de agarose, sendo posteriormente purificadas
utilizando ExoSAP-IT® (Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante.

Apos a purificacdo e quantificacdo, as amostras foram encaminhadas para o

sequenciamento no "Setor de Sequenciamento de DNA do Centro de Pesquisas sobre o
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Genoma Humano e Células-Tronco do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo
- USP". Os primers utilizados no sequenciamento foram os mesmos listados anteriormente,
para a Nested-PCR, cada amostra foi sequenciada uma vez no sentido forward e uma no

sentido reverse.

3.6.2 Andlise das sequencias

A analise dos cromatogramas e edicdo das sequencias foram realizadas utilizando-se o
programa Bioedit versdo 7.1 (HALL, 1999). O alinhamento das sequéncias foi feito através
do algoritmo software ClustalW (LARKIN et al., 2007).

Na plataforma BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) foi realizada uma
busca de sequéncias obtidas através do sequenciamento dos espécimes utilizando o gene 18S
para determinar suas identidades e possiveis homologias e similaridades com espécies
previamente depositadas no ‘GenBank’.

As sequéncias do presente estudo foram depositadas no Genbank, utilizando-se a
plataforma Banklt, disponibilizado pelo banco de dados.

As sequéncias registradas no ‘Genbank’ utilizadas como parametro de comparacdo

com as sequéncias consenso obtidas no presente estudo estdo descritas no quadro 1.

3.6.3 Andlises Filogenéticas

As andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando-se o ‘software’ MEGA 5
(TAMURA et al., 2011). Como teste filogenético foi realizado ‘bootstrap’ com 1000 réplicas,
das quais foram construida a arvore consenso pelo método ‘Neighbor-Joining’, utilizando-se 0
algoritmo Kimura 2, para o gene alvo, 18S. Durante a construcdo da arvore consenso através

do método ‘Neighbor-Joining’ foi efetuada a dele¢ao completa dos ‘gaps’.
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Quadro 2. Sequéncias utilizadas para o gene alvo 18S, registradas no ‘Genbank’, ¢ que foram

comparadas com as obtidos no estudo para a construcao da arvore filogenética.

NUMERO DE
ESPECIES e ACESSO DA HOSPEDEIRO
GENOTIPOS SEQUENCIA AUTOR LOCAL ORIGINARIO
NO GenBank
. . Canério
Avian genotype | GQ227479 Nakamura et al., 2009 Brasil (Serinus canaria)
. . . Avestruz
Avian genotype 11 DQO002931 Meirelles et al., 2006 Brasil (Struthio camelus)
. ~ “Passaro do amor”
AB471641 Makino et al., 2010 Japdo Agapornis roseicollis
Feng et al., 2009 - Amostra ambiental
FJ205700 China (Aguas residuais)
. . “Passaro do amor”
Avian genotype Ii GQ227480 Seva et al., 2009 Brasil Agapornis roseicollis
. Calafate
GU074384 Gomes et al., 2012 Brasil Padda oryzivora
. . black-billed magpie
HM116385 Qietal., 2011 China (Pica pica)
. . Amostra ambiental
KF994570 Prystajecky et al., 2014 Canada (aguas superficiais)
. . . Calopsita
Avian genotype V HM116381 Qi, etal., 2011 China (Nymphicus hollandicus)
Ganso do Canada
Duck genotype AY504514 Zhou et al., 2004 USA (Branta canadensis)
. Ganso do Canada
Goose genotype | AY120912 Xiao et al., 2002 USA (Branta canadensis)
Ganso do Canada
Goose genotype Il AY504515 Zhou, et al., 2004 USA (Branta canadensis)
; AB089285 x Bovinos
C. andersoni Koyama et al., 2005 Japao (Bos taurus)
. Patos
EU814429 Wang et al., 2010 China (Anas platyrhynchos)
Wang et al., 2011 . Avestruz
GU377276 China (Struthio camelus)
oo Qietal., 2011 . Mandarim
C. baileyi HM116378 China (Taeniopygia guttata)
Qietal., 2011 . black-billed magpie
HM116380 China (Pica pica)
Wang et al., 2014 . Galinhas
JX548296 China (Gallus gallus)
. . Céo
C. canis AF112576 Xiao et al., 1999 USA (Canis lupos familiaris)
C. felis AF112575 Xiao et al., 1999 USA o tao
(Felis catus domesticus)
L d-finch
EU543270 Antunes et al., 2008 Brasil esser seed-tine es_
(Oryzoborus angolensis)
. . Rusty-collared seedeater
GU734646 Silva et al., 2010 Basil (Sporophila collaris)
. . . Azulédo
C. galli . .
g GU734647 Silva et al., 2010 Brasil (Cyanocompsa brissonii)
. . Silver-eared Liocichla
HM116387 Qi, etal.,, 2011 China (Leiothrix argentauris)
. . Bombycilla garrulus (Syn.
HM116388 Qi, etal.,, 2011 China Bohemian Waxwing)
C. hominis KP314259 Liu, et al., 2015 China Macaco esquilo

(Saimiri sciureus)
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Quadro 2. Sequéncias utilizadas para o gene alvo 18S, registradas no ‘Genbank’, ¢ que foram

comparadas com as obtidos no estudo para a construcao da arvore filogenética (Continuag&o).

. Pombo
AF180339 Wang et al., 2010 China (Columba livia)
- Cangurus
KP730310 Vermeulen et al., 2015 Australia (Petrogale penicillata)
Codornas
C. meleagridis JQ217141 Wang et al., 2012 China (Coturnix coturnix
japonica)
- Pintos
JX548298 Wang et al., 2014 China (Gallus gallus)
EU814439 Morgan et al., 2000 Australia Periquito de colar
(Psittacula krameri)
; Hikosaka, Naka, 2005 " Rato de campo japonés
C. muris AY642591 Japéo (Apodemus speciosus)
- Bovino
C. parvum L25642 Kilani, Wenman, 1994 Canada (Bos taurus)
. - Suino
C. suis AF108861 Morgan et al., 1999 Australia (Sus scrofa)
C. serpentis AF151376 Kimbell et al., 1999 USA Cobra do milho

(Elaphe guttata guttata)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diagndstico microscopico de Cryptosporidium sp. em aves das familias Ramphastidae

e Psittacidae

Neste estudo, de um total de 85 amostras fecais de aves, sendo 48 de psitacideos e 37
de ramphastideos, apds a realizacdo do diagndstico microscopico utilizando a técnica de
centrifugacdo e flutuacdo em solucdo saturada de aclcar, foi possivel a observacdo de
oocistos de Cryptosporidium sp. (Figura 5). Somente as amostras fecais da familia
Ramphastidae apresentou positividade, nesta tendo trés espécies de tucanos parasitadas: seis
amostras em exemplares de Ramphastus toco, duas em Ramphastus tucanus e uma em
Pteroglossus bailloni. Nao foi diagnosticado por esta técnica, nenhum outro agente etioldgico
parasitario nas amostras fecais das duas familias estudadas. A utilizacdo desta técnica se
baseia no principio de que os ovos de helmintos que sdo menos densos que o meio fluido de
flutuacdo, irdo flutuar para o topo do recipiente, onde poderdo ser coletados para uma
avaliacdo microscopica. Baseando neste principio, ndo foi diagnosticado nenhum helminto,
sendo que, esta solucdo ndo iré flutuar a maioria dos ovos de trematddeos, alguns cestoides e
helmintos.

Cryptosporidium spp. é amplamente aceito como uma causa de gastroenterite. Varios
métodos tém sido aplicados para detectar oocistos nas fezes, mas as dificuldades de
discriminar entre oocistos e outras estruturas similares, somente com um bom treinamento. Os
oocistos apresentam-se com parede lisa, incolor, de forma esférica a subesférica, com quatro
esporozoitas alongados no seu citoplasma e um corpo residual (SMITH, 2007).

Neste trabalho, nas amostras positivas para Cryptosporidium sp. foram encontradas
pouca quantidade de oocistos por lamina (< 20) por amostras analisadas, estas observagoes
estdo de acordo com Gomes et al. (2012), que trabalharam com aves silvestres no Brasil. As
baixas taxas de infeccdo em aves silvestres, e a pouca quantidade de oocistos diagnosticados
em amostras fecais, sdo relatadas na literatura. Ng et al. (2006) ao estudarem a presenca de
Cryptosporidium em aves de cativeiro, além da baixa prevaléncia de infeccdo, também nao
conseguiram numeros significantes de oocistos por campo de laminas analisadas.

A eliminacdo de oocistos em um numero baixo nas aves silvestres poderia estar sendo

influenciada pela idade das aves, ja que a maioria é comercializada adulta e
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imunologicamente superariam doenca clinica e, provavelmente, se caso viessem a adquirir o
protozoario, 0 numero oocistos eliminados seria muito baixo (GOMES et al., 2009;

ANTUNES et al., 2008).

Figura 5. Oocistos de Cryptosporidium sp. observados na microscopia Optica apdés a
utilizacdo da teécnica de centrifugacdo e flutuagdo em solucdo saturada de aglcar (m)),
provenientes de amostras fecais de aves da familia Ramphastidae de um criadouro localizado

no Rio de Janeiro(=== 10 um).
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Entretanto, deve ser ressaltado que a eliminacgdo de oocistos de Cryptosporidium, pelo
hospedeiro, é intermitente em individuos sintomaticos e assintomaticos. Desta maneira, varias
amostras de fezes devem ser analisadas antes de ser emitido um diagndstico final
(CURRENT; GARCIA, 1991). No presente estudo, foi realizada coleta de amostras unicas,
enfatizando que o nimero de coletas por individuo é de extrema relevancia para a obtencdo de
um resultado satisfatério através de exames microscopicos, quanto maior o nimero de
amostras por individuo, maior as chances de se obter positividade no diagnéstico para
Cryptosporidium, principalmente em ambientes onde ha a infeccdo (FAYER; XIAO, 2008).
Coletas multiplas de amostras fecais poderiam ter sido feitas no criatério do estudo, ja que foi
diagnosticada a infeccdo em algumas espécies de aves, provavelmente existiria a
contaminacdo ambiental e também pelo fato da eliminacdo dos oocistos serem intermitente.

No presente estudo, sugere-se que possivelmente aves livres poderiam ser as principais
disseminadoras de oocistos de Cryptosporidium para o ambiente do criatério, ja que muitas
das vezes eram visualizadas no entorno ou muito préximas desses ambientes, sobre e até
mesmo dentro das instalacGes dos animais. Estas aves de vida livre principalmente as pombas
e rolinhas (Patagioenas picazuro, Columbina) (Figura 6), estdo neste ambiente em busca de
alimentos e agua, com isto podendo defecar nestes locais, 0 que era comum, favorecendo a
disseminacdo de oocistos nas instalagdes e podendo promover a infeccdo das aves do
criatério. Durante o acondicionamento das fezes nos recipientes de coleta, teve-se o cuidado
de verificar através dos padrbes das fezes, se haviam outras amostras fecais que ndo fosse da
espécie do recinto de criacdo, exemplo, das espécies de aves de vida livre.

A questdo das aves livres como possiveis disseminadoras da forma infectante de
Cryptosporidium, ja& foi mencionada por Fernandez, et al. (2015) que diagnosticaram C.
meleagridis em rola comum ou rola brava (Streptopelia turtur) e sugerem que esta ave
poderia disseminar este enteropatdgeno para outros hospedeiros da classe das aves, assim
como também para humanos, ja que estes sdo susceptiveis a infecgdo por esta especie.

Outra sugestdo da possivel infeccdo por Cryptosporidium nas aves deste estudo,
poderia ser aplica a questdo da agua, sabe-se que Cryptosporidium é de veiculagdo hidrica que
infectam uma ampla variedade de hospedeiros vertebrados, inclusive humanos (FAYER;
XIAO, 2008). Sabe-se também, que a cloracdo da agua representa um beneficio indiscutivel a
salde humana, uma vez que o cloro é um desinfetante comum capaz de destruir e/ou inativar
a maioria dos microrganismos patogénicos transmitidos pela dgua (SANTOS, 2011). Porém,

0S processos convencionais de tratamento da dgua ndo sdo totalmente eficientes para certos
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parasitoss, como 0s protozoarios Cryptosporidium e Giardia (ROSE; HUFFMAN, 2002), que
possuem oocistos e cistos, respectivamente, resistentes aos processos de cloragdo e ao

aumento de temperatura, permanecendo viaveis por muito tempo no ambiente.

Figura 6. Imagem de aves de vida livre representantes da ordem Columbriformes, familia
Columbidae (A e B = Patagioenas picazuro - Pombdo, asa branca, C= Columbina (O), C=

um exemplar da familia Psittacidae (A) que comumente sdo observadas no entorno e no

interior das instalagdes das aves do estudo.
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Na literatura, had relatos da presenca de Cryptosporidium e Giardia em aguas
subterraneas e em &guas superficiais, incluindo lagos, mares e rios, bem como em agua tratada
(JUAREZ-FIGUEROA et al., 2003; SHORTT et al., 2006; SUNDERLAND et al., 2007;
PLUTZER et al., 2008; AZMAN et al., 2009).

Feng et al. (2009), analisaram amostras de aguas residuais domésticas, coletadas de
quatro estacOes de tratamento em Xangai, China. Para o diagnostico, foram utilizadas técnicas
moleculares usando enzimas de restricdo - RFLP (Restriction Fragment Length Polimorfism)
e 0s genes alvos 18S e o da glicoproteina 60 kDa (GP60). Estes autores relataram a presenca
de C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. muris, C. bailey, C. suis, gen6tipo do rato,
gendtipo Avian 11l e um novo gendtipo, ndo compativel com nenhuma sequéncia depositada
no Genbank. Essas espécies e gendtipos diagnosticados foram de encontro aos habitos
alimentares da populacdo, onde se abatiam animais de producdo, assim como roedores e
varias espécies de aves, além de fezes humanas que eram depositadas nestes ambientes. Este
trabalno também enfatiza a contaminagdo ambiental, favorecendo a infeccdo de
Cryptosporidium a varios hospedeiros susceptiveis.

Como as bacias hidrograficas sdo vulneraveis a contaminacdo por Cryptospordium
tanto de carater zoonético e ndo zoondtico, provenientes de animais silvestres, faz-se
necessario uma deteccdo correta e sensivel de oocistos de Cryptosporidium em &guas
identificando espécies e/ou gen6tipo para uma avaliagdo do risco de transmissdao de aguas de
nascente (Li et al., 2015).

4.2 Ocorréncia de Cryptosporidium em aves das familias Ramphastidae e Psittacidae

Nas Tabelas 4 e 5 encontram-se o numero total de amostras fecais analisadas para as
duas familias de aves utilizadas no estudo, indicando as espécies, o seu numero total e o
percentual de parasitismo por Cryptosporidium sp. Nas Figuras 7 e 8 encontram-se imagens
das espécies de aves separadas por familias que foram analisadas neste estudo; vale ressaltar
gue na familia Ramphastidae, as imagens que estdo com letras de cor vermelha, referem-se as
espécies que se apresentavam parasitadas.

Papini et al. (2012) analisaram a presenca de endoparasitos em aves do Zooldgico de
Giardino (Italia) e de lojas para comercializacdo de aves. Apds 0 sequenciamento de amostras
positivas, os autores relataram a presenca de Cryptosporidium em Amazona aestiva

(papagaio-verdadeiro), Platycercus eximius (roselha-do-leste) e Psittacula eupatria
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(periquito-alexandrino), todos pertencentes ao grupo dos psitacideos. Sendo que no presente
estudo nenhuma das aves cativa da familia Psittacidae apresentou-se parasitada.

Tabela 4. Numero total de amostras por espécies da familia Psittacidae e seus diagnostico
parasitoldgico, utilizando a técnica de centrifugacdo e flutuacdo em solucdo saturada de

acucar.

FAMILIA PSITTACIDAE

o Numero Diagnéstico Parasitoldgico
Espécie / Nome Vulgar Total de
Amostras  Helmintos Cryptosporidium sp.
Psittacus eritachus (Papagaio do 14 _ __
Congo) (Exdética)
Ara ararauna (Arara canindé) 04 - --
Ara macao (Arara Macau) 01 -- --
Amazona aestiva (Papagaio verdadeiro) 19 -- --
Ecletus roratus (Papagaio ecletus) 08 . N
(Exdtica)
Pionites leucogaster (Marianinha da 02 _ __
cabeca amarela)
Total de amostras 48 -- --

Tabela 5. Numero total de amostras por espécies da familia Rhamphastidae e seus
diagndstico parasitolégico, utilizando a técnica de centrifugacdo e flutuacdo em solucdo
saturada de agucar.

FAMILIA RHAMPHASTIDAE

_ Ndmero Diagnéstico Parasitolégico
Espécie / Nome Vulgar Total de
Amostras  Helmintos Cryptosporidium sp.

Ramphastus toco (Tucano toco) 28 -- 06 16,21%
Ramphastus tucanus (Tucano grande de
papo branco) 04 - 02 5,40%
Ramphastus dicolorus (Tucano de bico 02 . . _
verde)
Pteroglossus bailloni (Aragari banana) 02 -- 01 3,70%
Selenidera maculirostris (Aracari poca) 01 -- -- --
Total de amostras 37 -- 09 24,32%
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Figura 7. Espécies da familia Ramphastidae analisadas neste estudo: A= Ramphastus toco
(Tucano toco), B= Ramphastus tucanus (Tucano grande de papo branco), C= Ramphastus
dicolorus (Tucano de bico verde), D= Pteroglossus bailloni (Aragari banana) e E= Selenidera

maculirostris (Aragari poca).
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Figura 8. Espécies da familia Psittacidae analisadas neste estudo: A= Psittacus eritachus
(Papagaio do Congo) (Exotica), B= Ecletus roratus (Papagaio ecletus) (Exotica), C= Ara
macao (Arara Macau), D= Ara ararauna (Arara canindé), E= Amazona aestiva (Papagaio
verdadeiro), F= Pionites leucogaster (Marianinha da cabeca amarela).
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A infeccdo em aves silvestres por Cryptosporidium ja foi relatada por Lindsay et al.
(1990) que diagnosticaram o protozoario em aves da ordem Passeriformes de zooldgico e
aves destinadas como animais de estimacdo. Nestas aves a infeccdo teve como sitio de
parasitismo o proventriculo. Latimer et al. (1992) diagnosticaram a infec¢do por
Cryptosporidium que foi causa da morte de quatro calopsitas (Nymphicus hollandicus)
alojadas em zooldgico. Ng et al. (2006) e Antunes et al. (2008) detectaram Cryptosporidium
em isolados de varias aves silvestres, entre elas calopsitas e canarios (Serinus canaria).
Gomes et al., (2012) identificaram a eliminacdo de oocistos de Cryptosporidium nas fezes de
manon (Lonchura striata domestica) e calafate (Padda oryzivora), sendo o primeiro relato no
Brasil, nestas aves.

As taxas de ocorréncia da infec¢do por Cryptosporidium em aves silvestres variam
entre 0s autores, as observadas por Gomes et al. (2012) foram similares as encontradas por Ng
et al. (2006), que obtiveram 6,3% em aves de cativeiro. J4, Nakamura et al. (2009),
encontraram 4,86 % das amostras positivas. Estas taxas sdo consideradas baixas quando
comparadas a outras encontradas em aves domésticas e em patos silvestres (GOMES et al.,
2009; GRAKZYC et al., 1996), isso muito provavelmente pelo fato de aves silvestres quando
estudadas, serem adultas.

Alguns estudos tem sido conduzidos para a elucidacdo dos fatores de risco para a
infeccdo por Cryptosporidium principalmente para ruminantes domésticos (NORDEEN et al.,
2001; CAUSAPE et al., 2002; HOAR et al., 2001), com destaque para fatores como idade do
hospedeiro e tipos de manejo fornecido a esses animais, porém para aves poucos Sa0 0S
trabalhos desenvolvidos em relagdo a associacdo de fatores de risco para a infecgdo por
Cryptosporidium sp.

Ha relato que a idade é um dos fatores mais importantes para aquisicdo da infeccdo
pelo protozoéario, ja que esse é um patdgeno oportunista e, assim, animais mais jovens se
apresentariam com uma maior susceptibilidade a infeccdo. Em estudos de infecgédo
experimental em frangos de corte, observou-se que animais mais velhos demonstraram maior
resisténcia a Cryptosporidium, pelo fato de terem apresentado um maior periodo pré-patente,
ou seja, maior resisténcia a exposi¢do ao agente etioldgico, e um periodo patente menor. Este
fato é explicado por esses animais apresentarem o sistema imunologico mais desenvolvido,
capazes de combater a infeccdo comparando-se com 0s animais mais jovens, que

apresentaram periodos mais longos de eliminago de oocistos (TUMOVA et al., 2002).
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No criadouro onde se encontravam as aves deste estudo, nenhuma delas apresentou
sintomatologia clinica, tanto referente as gastrointestinais quanto a outras manifestacfes de
alguma outra infeccdo, todas independentes de estarem parasitadas ou ndo, encontravam-se
com fezes dentro dos padrdes de normalidade, este padrdo estando de acordo com as
caracteristicas de cada espécie estudada somando-se a sua dieta alimentar. Este fato também
poderia estar associado ao fator idade dos animais, como j& foi mencionado acima. Neste
trabalho, daquelas aves parasitadas, oito eram adultas e uma delas apresentava-se com um ano
de idade, significando que ainda nédo tinha adquirido o amadurecimento sexual, considerada
como uma ave jovem. No Anexo | e Il, encontram-se informagOes sobre a idade de cada
individuo utilizado neste estudo.

Os fatores de risco para a infeccdo estdo intimamente relacionados a facilidade de
dispersdo ambiental dos oocistos de Cryptosporidium. Fatores relacionados a higiene estdo
entre os fatores de risco para a infeccdo (JOACHIN, 2004), assim podemos associar que
limpezas periddicas de gaiolas e bebedouros diminuem a infeccdo pelo protozoério,
consequentemente, diminuindo o tempo de exposicdo a possiveis oocistos em fezes
contaminada nesses ambientes.

A idade dos animais neste estudo pode ter influenciado nos resultados pela questdo do
amadurecimento imunolégico dos animais, mas também ndo devemos descartar que oS
ambientes desta criagdo apresentavam um bom manejo higiénico sanitario, instalacBes e
alimentacdo dentro dos padrdes considerados satisfatorios, isto estando diretamente
relacionado ao bem estar do animal e somando-se a isto um bom estado imunolégico.

Como os animais sdo principais fontes de eliminacdo de oocistos no ambiente, a
diminuicdo da contaminacdo ambiental promovida por limpeza da &rea, reduz o risco da
infeccdo por Cryptosporidium sp. (CAUSAPE et al., 2002). Ng et al. (2006) verificaram que
baixas taxas de infeccdo em aves estdo relacionadas ao manejo eficiente encontrado nos
aviarios, como por exemplo, as medidas de higiene e a salubridade das criagdes. Entretanto,
no presente estudo as condi¢cBes sanitarias observadas foram de boa qualidade, havendo
limpeza periddica nas instalagdes, alimentacdo adequada e assisténcia veterinaria periddica.

Garber et al. (1994) relataram que a aglomeragédo de animais pode constituir um risco
a ocorréncia de doencas infecciosas, pois 0 intenso contato entre eles facilitaria a infecgéo.
Este fato, ndo foi observado nas instalagdes do sistema de criacdo das aves utilizadas neste

estudo.
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4.3 Diagndstico Molecular: PCR primaria e Nested-PCR

As nove amostras dos representantes da familia Ramphastidae que foram
diagnosticadas positivas para Cryptosporidium pela visualizacdo de oocisto na microscopia,
foram submetidas ao diagnostico molecular. Em nenhuma das reacdes da PCR priméria de
DNA obtido de amostras das aves positivas na microscopia foram observados resultados
visualizaveis em géis de agarose, porém confirmando que houve a reacdo primaria, isto
porque no controle positivo foi visualizado banda de aproximadamente 1.350 pb. Este
resultado, confirma que houve amplificagdo primaria do gene alvo 18S para Cryptosporidium
sp. (XIAO et al., 2000), pelo menos no controle positivo.

O resultado ndo observavel, para amostras de aves, deve-se pelo fato de que a deteccao
do DNA por meio da PCR simples € considerada invidvel quando ha baixa quantidade de
DNA ou inibidores enziméticos presentes na amostra, e 0 uso da PCR secundaria, aumentaria
a especificidade e sensibilidade dos testes (MORGAN; THOMPSON, 1998), sendo mais
eficiente na amplificacgéo.

Nas reacdes da Nested-PCR foram observados amplicons com aproximadamente 830
pb (Figura 9), confirmando que a regido do gene alvo foi amplificada para Cryptosporidium
sp. (XIAO et al., 2000). Estes dados comprovam que da PCR secundéria é necessaria para
aumentar a sensibilidade, ja que uma segunda amplificacdo aumenta a quantidade de DNA em
pelo menos o dobro, e também por utilizar um par de primers espécie-especifica aumenta a
sensibilidade da técnica da PCR (MORGAN; THOMPSON, 1998).

Os resultados das amostras positivas diagnosticadas pela microscopia foram em
concordancia com resultados da Nested PCR e amplicons de todas as amostras positivas na

Nested- PCR, foram sequenciados.

4.4 Analise das sequencias e Filogenia

Das amostras que amplificaram na Nested-PCR para o gene 18S, uma amostra (T5)
apresentou o sequenciamento de ma qualidade e foi descartada. Na tabela 5 encontram-se o
tamanho das sequencias obtidas ap0os anélise da qualidade dos cromatrogramas.

As sequencias obtidas neste estudo, foram alinhadas (Figura 10) e observou-se que as
oito amostras mostraram-se idénticas entre si. Deste modo, foram depositadas no GenBank

somente trés sequencias, cada uma correspondente a uma espécie de hospedeiro
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(Rhamphastus toco, T1 = KU885387; Ramphastus tucanus, T2 = KU885388; Pteroglossus
bailloni, T8 = KU885389).

~830 pb

Figura 9. Amplificagdo pela Nested-PCR do gene 18S rRNA. Eletroforese em gel de agarose

a 1,5 % contendo as amostras de Cryptosporidium sp. provenientes das espécies da familia

Ramphastidae. M = marcador de peso molecular, C+ = controle positivo (C. parvum) e C - =

controle negativo (agua ultrapura).

Tabela 6. Tamanho das sequencias obtidas de Cryptosporidium apés analise da qualidade dos

cromatrogramas de acordo com as espécies de hospedeiros.

NOME ESPECIE DE IDENTIFICAA(;AO DA TAMANHO DO
HOSPEDEIRO SEQUENCIA FRAGMENTO
Tl Ramphastus toco TCBL1 (F) e TCB2 (R) 678pb
T2 Ramphastus tucanus TCB3 (F) e TCB4 (R) 698pb
T3 Ramphastus tucanus TCB5 (F) e TCB6 (R) 670pb
T4 Ramphastus toco TCB7 (F) e TCBS8 (R) 664pb
T5 Ramphastus toco TCB9 (F) e TCB10 (R) Sequencia descartada
T6 Ramphastus toco TCB11 (F) e TCB12 (R) 728pb
T7 Ramphastus toco TCB13 (F) e TCB14 (R) 727pb
T8 Pteroglossus bailloni TCB15 (F) e TCB16 (R) 727pb
T9 Ramphastus toco TCB17 (F) e TCB18 (R) 738pb
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Figura 10. Alinhamento das sequéncias obtidas neste estudo provenientes das trés espécies de

tucanos evidenciando os nucleotideos idénticos por (. ), tamanho da sequencia utilizada para

comparacgédo: 652pb.
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Figura 10. Alinhamento das sequéncias obtidas neste estudo provenientes das trés espécies de

tucanos evidenciando os nucleotideos idénticos por ( . ), tamanho da sequencia utilizada para

comparacdo: 652pb (Continuacao).
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AATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATARGTARGGACTTTTGTCTTTCTTGTTGGTTCTAGGAT
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AAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCG
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A comparagdo deste fragmento obtido com a sequéncia completa do gene 18S de
Cryptosporidium serpentis, espécie mais proxima que apresenta o gene completamente
sequenciado depositado no GenBank (nimero de acesso: AF151376), permitiu localizar o
fragmento de 652pb aproximadamente entre as posi¢des nucleotidicas 264-915.

Os fragmentos das sequencias obtidas dos isolados de Cryptosporidium das amostras
dos representantes da familia Ramphastidae apresentaram 100% de similaridade com as
sequencias de Cryptosporidium gendtipo Avian Ill depositadas no GenBank (Tabela 6 e
Figura 11). No estudo da posicdo taxonémica dos isolados obtidos no presente estudo,
podemos observar que se agruparam com Cryptosporidium Genotipo Avian Il (Figura 12), e
a topologia da éarvore filogenética obtida pelo Neighbor Joining, mostrando a posicao
taxondmica dos isolados.

Cryptosporidium gendtipo Avian |11 ja foi relatado em varias espécies de aves das
sequintes ordens: Psittaciformes (NG et al., 2006; NAKAMURA et al., 2009; ABE,
MAKINO, 2010; Ql et al., 2011; GOMES et al., 2012; RAVICH et al., 2014); Passeriformes
Qletal., 2011; GOMES et al., 2012) e Charadriiformes (KOOMPAPONG et al., 2014).

Neste trabalho nenhuma espécie de aves da ordem Psittaciformes apresentaram
positividade para Cryptosporidium: Psittacus eritachus (Papagaio do Congo), Ecletus roratus
(Papagaio ecletus), Ara macao (Arara Macau), Ara ararauna (Arara canindé), Amazona
aestiva (Papagaio verdadeiro), Pionites leucogaster (Marianinha da cabeca amarela. Sendo
que os representantes da ordem Piciformes analisados neste estudo: Ramphastus toco (Tucano
toco), Ramphastus tucanus (Tucano grande de papo branco), Ramphastus dicolorus (Tucano
de bico verde), Pteroglossus bailloni (Aracari banana) e Selenidera maculirostris (Aracari
poca); trés apresentaram positividade para Cryptosporidium genétipo Avian Il mediante as
analises do gene alvo 18S (Ramphastus toco, Ramphastus tucanus e Pteroglossus bailloni).
Este estudo, sendo o primeiro registro mundial de Cryptosporidium genétipo Avian Ill na
ordem Piciformes e na familia Ramphastidae, onde trés especies de hospedeiros (Ramphastus
toco, Ramphastus tucanus e Pteroglossus bailloni) encontravam-se com o agente etiologico.

As analises filogenéticas de Cryptosporidium spp. usando os loci dol18S, HSP-70 e
Actina, suportam a estrutura genética geral do género, com as espécies gastricas e as
intestinais formando grupos monofiléticos distintos. Dentro de cada grupo as espécies que
parasitam repteis formam os ramos basais e a maioria das espécies encontradas em mamiferos

formam os ramos mais distantes (XIAO et al., 2004).
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Tabela 7. Sequencias obtidas do GenBank de Cryptosporidium sp. do Genétipo Avian Ill

utilizadas como comparacdo com as sequencias obtidas neste estudo, com as suas respectivas

similaridades.

SEQUENCIA
(Acesso /origem)

IDENTIDADE

QUERY
COVER
(Cobertura da
sequencia)

REFERENCIA

LOCAL

KF994570
Cryptosporidium sp.
(Avian genotype 111 - dguas
superficiais)

GU074384
Cryptosporidium sp.
(Avian genotype 111 - Padda
oryzivora)

HM116385
Cryptosporidium sp.
(Avian genotype 111 - Pica
pica)

AB471641
Cryptosporidium sp.
(Avian genotype 111 -
Agapornis roseicollis)

GQ227480
Cryptosporidium sp.
(Avian genotype 111 -
Agapornis roseicollis)

FJ205700
Cryptosporidium sp.
(Avian genotype 111 -
ambiente - 4guas residuais)

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100% Prystajecky et al.,
2014

100% Gomes et al.,
2012

100% Qietal, 2011

100% Makino et al.,

2010

100% Seva et al., 2009

100% Feng et al., 2009

Canada

Brasil

China

Japao

Brasil

China
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Figura 11. Alinhamento das sequéncias obtidas neste estudo provenientes da trés espécies de
tucanos comparando com sequencias de Cryptosporidium gen6tipo Avian I, evidenciando os
nucleotideos idénticos por (. ).
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Figura 11. Alinhamento das sequéncias obtidas neste estudo provenientes da trés espécies de
tucanos comparando com sequencias de Cryptosporidium gen6tipo Avian I, evidenciando os

nucleotideos idénticos por (. ) (Continuacéo).
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Figura 12. Relacdo genetica entre os isolados de Cryptosporidium sp. baseada no
sequenciamento parcial do gene 18 S (tamanho do fragmento analisado: 633pb), inferida pelo
algoritmo Neighbor Joining utilizando o modelo kimura - 2 pardmetros com analise de
"bootstrap com 1000 réplicas. As sequencias obtidas do Genbank estdo indicadas por seus
nameros de acessos. A = isolados obtidos neste estudo da familia Rhamphastidae (T1, T4,
T6, T7,e T9 = Rhamphastus toco; T2 e T3 = Ramphastus tucanus; T8 = Pteroglossus
bailloni).
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A formacédo dos dois grupos principais, de espécies de Cryptosporidium gastricos e
intestinais, parece ter ocorrido antes do surgimento de peixes e répteis, uma vez que em
ambos o0s grupos de hospedeiros ocorrem nos dois tipos de grupos (XIAO et al., 2004).

Hospedeiros geneticamente relacionados muitas vezes albergam espécies semelhantes
de Cryptosporidium, sugerindo a co-evolucao entre hospedeiro e parasito (XIAO et al., 2004).
A formacdo das espécies do género Cryptosporidium aparentemente é o resultado da
adaptacdo do parasito a diferentes hospedeiros, porém diferentes espécies de Cryptosporidium
podem parasitar um mesmo hospedeiro, como ocorrem em C. parvum, C. hominis, C.
meleagridis e C. muris, sugerindo que outros fatores podem levar a especiacdo
(TANRIVERDI; WIDMER, 2006).

Geneticamente, por meio da utilizacdo do gene alvo 18S, o genotipo de
Cryptosporidium Avian Ill diagnosticado neste estudo, assim como também relatado por
outros autores (Prystajecky et al., 2014; Gomes et al., 2012; Qi et al., 2011; Makino et al.,
2010; Seva et al., 2009; Feng et al., 2009), apresentou-se mais estreitamente relacionado as
espeécies gastricas.

Cryptosporidium gen6tipo Avian |ll, foi diagnosticado pela primeira vez em
amostras em calopsitas (Nymphicus hollandicus), cacatua de peito rosa (Eolophus
roseicapilla) e jandaia da testa vermelha (Solstitialis Aratinga) na Australia Ocidental (NG et
al., 2006). Posteriormente no Brasil em periquito (Agapornis roseicollis) (NAKAMURA et al.,
2009); no Japdo em calopsitas (Nymphicus hollandicus) (ABE, MAKINO, 2010) e no
"passaro do amor" (Agapornis roseicollis) (MAKINO et al., 2010); na China em calopsita
(Nymphicus hollandicus) e gralha do bico vermelho (Urocissa erythrorhyncha) (QI et al.,
2011); no Brasil em calafate (Padda oryzivora) e calopsita (Nymphicus hollandicus)
(GOMES et al., 2012); em gaivotas (Chroicocephalus) na Tailandia (KOOMPAPONG et al.,
2014) e nos Estados Unidos da América em espécies de Agapornis (RAVICH et al., 2014).
Tendo em consideracdo as localidades variadas das pesquisas, pode-se deduzir que este
gendtipo pode ser amplamente distribuido em outros paises e em outras ordens da classe das
aves assim como outras familias, contendo possivelmente varios outros hospedeiros.

Embora Cryptosporidium gendtipo Avian Il seja semelhante a espécie C.
galli em termos de morfologia de oocistos (NG, et al., 2006), esta caracteristica para a
distingdo de espécies e gendtipos ndo é valida, para tal, sendo imprescindivel a utilizacdo de
analises moleculares, ja que a morfologia do oocisto ndo é um dado confiavel em sistematica
(RYAN et al, 1999; MORGAN et al., 2001; NG, et al., 2006; NAKAMURA et al., 2009).
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Em aves conforme j& foi descrito por Santin (2013), a criptosporidiose se apresenta de
trés principais formas: respiratoria, intestinal e renal, com manifestagdes clinicas ou
subclinicas. A patogenicidade e a localizacdo das formas enddgenas no hospedeiro para
gendtipo Avian Ill, ainda ndo estdo claras. Makino et al. (2010) relatam pela primeira vez,
sinais clinicos como o vémito crénico em Agapornis roseicollis que estavam infectados com
Cryptosporidium genétipo Aviam 1ll. Ng et al. (2006), descreveram a positividade do
gendtipo Avian 111 em trés espécies de aves, onde as mesmas apresentaram sinais clinicos, tais
como diarréia, dispnéia, tosse, espirros, ou vomitos. Informacdes clinicas relativas a infeccdo
de Cryptosporidium genétipo Aviam Il em Agapornis roseicollis, no Brasil, ndo foram
documentadas (NAKAMURA et al., 2009) e nem para outras espécies de aves. No presente
estudo, nenhumas das aves diagnosticadas positivas para 0 genétipo apresentavam-se com
sinais clinicos.

Portanto, tanto a patogenicidade e os sitios de localizacdo deste genotipo em
hospedeiros tém sido bastante incerto. O sitio de localizqacdo de Cryptosporidium Gendtipo
Avian Il1, foi documentado por Makino et al. (2010) e Ravich et al. (2014) em ductos de
glandulas proventriculares, onde mediante a utilizacdo fragmentos de proventriculo das aves e
insercdo de metodologias moleculares utilizando-se os genes alvos 18S e Actina, apds
analises das sequencias, confirmou-se a presenga de Cryptosporidium genétipo Avian Il
Mas, mais estudos deverao ser realizados, principalmente para se verificar se todas as espécias
de aves diagnosticadas com este gendétipo teriam 0 mesmo sitio de localizacdo do parasitismo
ou se seria apenas restrito somente ao proventriculo. Nos trabalhos desses autores, as
sequéncias de ambos os “loci” foram idénticas as do Cryptosporidium genétipo Avian I11. No
presente trabalho, utilizou-se amostras fecais das aves e por meio de metodologias
moleculares tendo o gene alvo 18S, obteve-se o diagnéstico para Cryptosporidium gendtipo
Avian IlI.

Makino et al. (2010) estudaram aves (Agapornis roseicollis) infectadas pelo
Cryptosporidium genotipo Avian 11l que apresentavam-se com mais de dois anos de idade, e
foi observado a eliminacéo persistente de oocistos em trés das aves estudadas. No presente
estudo, ndo foi feito acompanhamento para uma avaliagdo dos animais em termos de
eliminacdo de oocistos por terem sido amostras Unicas, mas naquelas aves positivas,
apresentavam-se com mais de dois anos de idade com excessdo de uma que tinha um ano e

meio de vida.
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Aves da familia Ramphastidae sdo exclusivas da regido neotropical, que é uma
regido biogeografica que compreende a América Central, incluindo a parte sul do México e da
peninsula da Baja California, o sul da Florida, todas as ilhas do Caribe e a América do Sul.
Nesta familia, encontram-se aves com potencial de dispersdo de sementes, sendo muito
importantes para a dindmica e manutencdo de ambientes florestais. Apesar da grande
biodiversidade de espécies da familia, pouco se sabe sobre patdgenos e seus impactos, tanto
da fauna de vida livre quanto da cativa.

Estudos cientificos, como a determinacdo da incidéncia e da distribuicdo de agentes
etiologicos patogénicos na populacdo desta familia, sdo tarefas urgentes e prioritarias
(CATAO-DIAS, 2008). Sem o conhecimento sobre agentes etioldgicos circulantes entre
animais silvestres cativos ou de vida livre, programas conservacionistas podem fracassar
devido a perda dos animais introduzidos ou translocados, ou pela possibilidade da introducéo
de doencas em ambientes previamente isentos (CATAO-DIAS, 2008). Além disso, é provével
que o papel das doencas nos processos de extingdo de espécies seja subestimado, devido ao
pouco conhecimento sobre agentes etiolégicos em animais ameacados (SMITH et al., 2008).
Como as areas naturais podem estar reduzidas ou fragmentadas, a pressdo sobre animais de
vida livre se aproxima a sofrida pelos individuos cativos. Assim, animais mantidos ex situ
podem servir como modelo para estudar as respostas in situ aos diversos desafios nos
ambientes naturais (MUNSON et al., 1993).

Ryan et al. (2003) realizaram uma pesquisa de Cryptosporidium em amostras fecais de
varias espécies de hospedeiros (mamiferos, aves e répteis) da Republica Tcheca. A maioria
dos isolados foram obtidos a partir de animais de producdo de fazendas e do Jardim zooldgico
de Praga. Quanto as aves, foi diagnosticado Cryptosporidium baileyi em um tucano do bico
preto (Rhamphastus vitellinus), mas o artigo ndo menciona o numero total de exemplares
analisados, alias para nenhum dos hospedeiro estudados. Na natureza a espécie de tucano
citada acima, esta presente no Brasil, desde a Amazonia até os estados de Santa Catarina,
Goids e Mato Grosso. No Nordeste é restrito aos estados de Pernambuco e Alagoas.
Exemplares, também sdo encontrados nas Guianas, Venezuela e Bolivia.

Apesar de ndo se saber se 0s representantes da familia Ramphastidae livres na
natureza, possam se infectar com Cryptosporidium, o trabalho demonstrou a susceptibilidade
de algumas espécies a infeccdo quando criados em cativeiro. E importante ressaltar que
Cryptosporidium gendétipo Avian 1ll, até a presente data, ndo foi registrado em humanos,

portanto, trata-se de um gendétipo que parece nado ter potencial zoondtico, mas apresenta a sua
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importancia na saude animal. No Brasil, Seva et al. (2011), realizaram genotipagem de
Cryptosporidium em 242 amostras de aves silvestres apreendidas no estado de Séo Paulo,
dentre estas haviam oito representantes da familia Ramphastidae (3,3%), sendo que estas
amostras foram negativas para a presenca de Cryptosporidium. Neste artigo, os autores ndo
mencionam espécies destes exemplares.

Estudos epizootioldgicos globais da infeccdo por Cryptosporidium em “pet
aves" sd0 necessarios para esclarecer a origem da infecgcdo, a via de transmissdo, e para
controlar a infeccdo por Cryptosporidium entre a populacdo dessas aves e outras cativas.
Além disso, a infec¢do experimental de Cryptosporidium gendtipo Avian 111 em aves livres do
patdgeno, também sdo necessérias para observacfes das manifestacde clinicas, assim como
também para a verificacdo do sitio de parasitismo.

Mais estudos devem ser realizados para elucidacdo de fatores de risco associados a
infecgdo por Cryptosporidium sp., assim como também estudos de caracterizacdo molecular
dos diferentes isolados para a identificacdo de espécie(s) e/ou gendétipo(s) envolvido (s) nesses

ambientes.
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5. CONCLUSOES

Das amostras fecais de aves pertencentes as familias Ramphastidae e Psittacidae,
somente a primeira apresentou positividade para presenca de oocistos de

Cryptosporidium mediante diagnostico microscopico.

Apdbs a utilizacdo de técnicas moleculares nas amostras positivas da microscopia,
utilizando como gene alvo o 18S, foi identificado Cryptosporidium genotipo Avian

Il.
Este € o primeiro registro mundial de Cryptosporidium genétipo Avian Ill na na

familia Ramphastidae, onde trés espécies de hospedeiros (Ramphastus toco,

Ramphastus tucanus e Pteroglossus bailloni) encontravam-se com o agente etiologico.
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Anexo 1. Informagdes sobre as espécies de aves da familia Psittacidae, estudada neste trabalho.
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N° IDENTIFICACAO NOME CIENTIFICO NOME VULGAR IDADE SEXO
01 |HORIZONTE11,064% Fsittacuz eritachus Papagaio do Congo (Exético) JA F
02 |IFB10.0373 Psittacus eritachus Papagaio do Congo 6 A F
03 |O2ZRST718 Esittacus eritachus Papagaio do Congo 3A M
04 |CTF1675250462 Bsittacus eritachus Papagaio do Congo 6A F
05 |98RST717 Fsiftacus eritachus Papagaio do Congo 18 A M
06 |EJPE 64 Fsiftacus eritachus Papagaio do Congo 10 A M
07 |CSI0697 Psiftacus eritachus Papagaio do Congo 18A F
08 |VC201320057310.0PE2952 Psittacus eritachus Papagaio do Congo 3A M
09 55878612014 SP11 AQR 151 Fsiftacus eritachus Papagaio do Congo 2A F
10 [5587861 SP201411 AQR 117 Esiftacus eritachus Papagaio do Congo 2A F
11 [55878612014SP11 AQR120 Fsiftacus eritachus Papagaio do Congo 2A F
2 |VC201320057310.0PE 2949 Esittacus eritachus Papagaio do Congo 3JA F
13 |EPL2014MA11.013 Esittacus eritachus Papagaio do Congo 2A M
14 [5387861 SP201411 AQR116 Esittacus eritachus Papagaio do Congo 2A M
15 |LH03015 Ara araraune Arara Canindé Adulto F
16 |LHO03016 Ara ararauna Arara Canindeé Adulto M
17 [LHA04173 Ara ararauna Arara Canindé Adulto F
18 |LHA03022 Ara araraune Arara Canindé Adulto M
19 |FP10139 Aramacao Arara Macau 6 A M
20 |LH A 03087 Amazona aestiva Papagaio Verdadeiro Adulto F
21 |LHA03089 Amazona aestiva Papagaio Verdadeiro Adulto M
22 |LHAO03131 Amazona aestiva Papagaio Verdadeiro Adulto F
23 |LHAO03132 Amazona aestiva Papagaio Verdadeiro Adulto M
24 |LH A 04135 Amazona aestiva Papagaio Verdadeiro Adulto F
25 |LHA03133 Amazona aestiva Papagaio Verdadeiro Adulto M
26 |CETAS03010 AL Amazona aestiva Papagaio Verdadeiro Adulto F
27 |LHA10484 Ameczonag gestiva Papagaio Verdadeiro Adulto M
28 |IBAMA CE 2010100 Amazona aestive Papagaio Verdadeiro Adulto F
29 |CETAS001 10 AL Amazong aestiva Papagaio Verdadeiro Adulto M
30 [CCM 394 Eeletus roratus Papagaio Ecletus (exotico) SA F
31 |CCM391 Feletus roratus Papagaio Ecletus SA M
2 |IBAMACE2010028 Amazona aestivea Papazaio Verdadeiro Adulto F

33 |CETAS04010 AL Amazona aestiva Papagaio Verdadeiro Adulto M
34 |LHE10115 Feletus roratus Papagaio Ecletus SA F
35 |LHE 06021 Feletus roratus Papagaio Ecletus 9A M
36 |LHE 06 066 Eeletus roratus Papagaio Ecletus 9A F
37 |CNO04074 Feletus roratus Papagaio Ecletus 11A M
38 |RLP3382 Amazona aestiva Papazaio Verdadeiro Adulto M
39 |EJPNOO Pionites lericogaster Marianinha da cabeca amarela 10A F
40 |TNO77 Fionites lericogaster Marianinha da cabeca amarela 11 A M
41 |GJA 10,0064 Amazona aestiva Papagaio Verdadeiro 1A F
42 |[LHA11532 Amazonag gestiva Papagaio Verdadeiro Adulto M
43 |LH03019 Amazona aestiva Papagaio Verdadeiro 13A F
44 |LH 03005 Amazona aestiva Papagaio Verdadeiro 13 A M
45 |FCMG205 Amazona aestiva Papagaio Verdadeiro 3A F
46 |CTRJ021 Amazonea aestiva Papagaio Verdadeiro Jovem M
47 |LHE 08053 Feletus roratus Papagaio ecletus 6 A F
48 |I1S1168 Foletus voratus Papagaio ecletus 6 A M

A=Ano(s)

F=Feémea

M=Macho




Anexo 2. Informagdes sobre as espécies de aves da familia Ramphastidae, estudada neste

trabalho.
N° |IDENTIFICACAO | NOME CIENTIFICO | NOME VULGAR IDADE SEX0 | DIAGNOSTICO
01 |CT RI/030 Ramphastus toco Tucano Toco Adulto F
02 |LHAO05292 Ramphastus faco Tucano Toco Adulto %l
03 |V3OCR11.0004 |Ramphastus foco Tucano Toco Adulto F
04 |LEHA 12555 Ramphastus taco Tucano Toco Adulto %A
05 JLHA 11513 Ramphastis toco Tucano Toco Adulto F Positivo (T1)
06 | CT RI/038 Ramphastus faco Tucano Toco Adulto %l
07 | AGC 3078 Remphasis cans Tucano Pacova Adulto F Positivo (T2)
08 | AGC3081 Ramphasius fucas Tucano Pacova Adulto W
0% |AGC 3814 Ramphasts fucans Tucano Pacova Adulto F Positivo (T3)
10 |LHA 11512 Ramphastus foco Tucano Toco Adulto F
11 |LHAQ4516 Ramphasis toco Tucano Toco Adulto %)
12 |PET 50372 Ramphastus dicalonis . | Tucano Bico Verde Jovem F
13 | BCCAR 52492 942 | Preraglassus bailoni Aracari castanho Adulto F Positivo (T8)
14 |3CCAB438 FPteroglossis bailonr Aracari castanho 44 il
15 |LHA 12561 Selenideramactdirastris | Aracari Poca Adulto %l
16 |LHA 05282 Ramphastus tocao Tucano Toco Adulto it Positivo (T9)
17 | CT EI/C38 Ramphasius toco Tucano Toco Jovem F
18 |AGC GO 2232 Ramphastus toco Tucano Toco Sh F
19 | CT RI/040 Ramphastus toco Tucano Toco Jovem %l
20 |GOEEDC 7122 Ramphastus faco Tucano Toco 1A il
21 |LHA Q4220 Ramphiasiis foco Tucano Toco Adulto %l Positivo (T4)
22 |LHA 06331 Ramphastus fucais Tucano Pacova Adulto F
23 | GOEEDC 4314 Ramphastus faco Tucano Toco 1A F
24 | GO EE3DC 6053 Ramphastus faco Tucano Toco 1A F
25 |LHA 05323 Ramphastus dicoloris | Tucano Bico Verde Adulto it
26 | GO BEDC 6051 Ramphastis foco Tucano Toco 1A (jovem) i Positivo (TS)
27 | GOEsDC 7004 Ramphastus faco Tucano Toco 1A il
28 |LHA 12559 Ramphastus faco Tucano Toco Adulto it
29 | CT RI/035 Ramphastus foco Tucano Toco Adulto it
30 JAGCZ234 Ramphasius toco Tucano Toco 4 4 il
31 | GOBEDC 6257 Ramphasius toco Tucano Toco 14 F
32 |GoEsDC 6216 Ramphastus toco Tucano Toco 1A il
33 | GOEEDC 5246 Ramphastus faco Tucano Toco 1A F
34 | AGC 4497 Ramphasiys foco Tucano Toco Adulto F Positivo (T6)
35 | GO BEDC 7005 Ramphastus toco Tucano Toco 1A il
36 |CT RI/028 Ramphastus taco Tucano Toco Adulto hd Positiva (T 7)
37 |LHAO4221 Ramphastus toco Tucano Toco Adulto %A
A=Ano(s)
F=Fémea

M= Macho
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