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InfeccOes parasitérias estdo entre os problemas sanitarios comuns que acometem aves
em todo mundo. A identificacdo de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em aves
silvestres é relevante, visto que esses animais podem agir como veiculadoras dos
parasitos para o ser humano, por meio da contaminacdo ambiental. O objetivo deste
estudo foi determinar a ocorréncia e caracterizar geneticamente as espécies/gendtipos de
Cryptosporidium e Giardia em aves silvestres de cativeiro e vida livre atendidas no
Laboratdrio de Pesquisa em Animais Silvestres da Universidade Federal de Uberlandia
(LAPAS-UFU) e procedentes do zooldgico do Parque Municipal do Sabia, Uberlandia,
Minas Gerais, Brasil. O DNA, extraido diretamente das fezes coletadas, foi submetido a
reacOes de nested-PCR e semi-nested PCR para amplificacdo de fragmentos dos genes
SSU rRNA e gdh de Cryptosporidium spp. e Giardia spp., respectivamente.Das 256
amostras coletadas, 10 (3,9%) foram positivas para Cryptosporidium spp. e 8 (3,1%)
para Giardia spp. Das 172 amostras de aves de cativeiro, seis (3,49%) foram positivas
para Cryptosporidium spp.. e quatro (2,32%) para Giardia spp.; das 84 amostras de aves
de vida livre, quatro (4,76%) para Cryptosporidium spp. e quatro (4,76%) para Giardia
spp. foram positivas. A ocorréncia dos parasitos em aves aquaticas (n=39) foi dois
(5,13%) para Cryptosporidium spp. e quatro (10,26%) para Giardia spp.; em aves nao
aquaticas (n=217), oito (3,7%) e quatro (1,84%), respectivamente. N&o foi encontrada
diferenca significante na ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. entre 0s
grupos de aves de cativeiro e vida livre (p=0,62 e 0,29, respectivamente). Apesar de
ndo ter sido realizada analise estatistica para a positividade de Cryptosporidium spp. e
Giardia spp. entre aves aquaticas e ndo aquéticas, ressalta-se que o encontro desses
parasitos nas aves aquaticas pode ter implicacdes na transmissdao desses protozoarios
para 0 homem e outros animais. Analises de RFLP e sequenciamento identificaram C.
meleagridis em duas aves da familia Anatidae, duas Aratinga leucophthalma (Maritaca)
e duas Athene cunicularia (Corujas-buraqueira) e C. baileyi em trés Amazona aestiva
(papagaio-verdadeiro) e uma Amazona amazonica (papagaio-do-mangue). As amostras
sequenciadas para Giardia spp., provenientes de dois Rupornis magnirostris (Gaviao-
carij6) e uma Theristicus caudatus (Curicaca), foram classificadas como Giardia
duodenalis assemblage B. Cryptosporidium spp. e Giardia spp. estdo presentes em aves
silvestres de cativeiro e vida livre na microrregido de Uberlandia, MG. A presenca de C.
meleagridis e G. duodenalis assemblage B, considerados zoondticos, em animais desse

estudo, pode gerar impacto negativo na satde publica.
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Parasitic infections are among the commonest health problems that affect birds. The
identification of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in wild birds is relevant, since
these animals can act as disseminators of these parasites to humans through
environmental contamination. The aim of this research was to determine the occurrence
and to perform the molecular characterization of Cryptosporidium and Giardia
species/genotypes in feces from free-living and captive wild birds treated in the
Laboratory of Wild Animals Research from the Federal University of Uberlandia
(LAPAS) and kept in the Zoo of the Municipal Park of Sabia, in Uberlandia, Minas
Gerais, Brazil. The DNA extracted directly from feces was submitted to nested-PCR
and semi-nested PCR analysis for amplification of fragments of the SSU rRNA and gdh
genes of Cryptosporidium spp. and Giardia spp., respectively. Results showed that out
of 256 samples collected, 10 (3.9%) were positive for Cryptosporidium spp., and 8
(3.1%) for Giardia spp.. Out of 172 samples of captive birds, six (3.49%) were positive
for Cryptosporidium spp., and four (2.32%) for Giardia spp.. Out of 84 samples of free-
living birds, four (4.76%) for Cryptosporidium spp. and four (4.76%) for Giardia spp.
were positive. The occurrence of parasites in waterfowl (n=39) was two (5.13%) for
Cryptosporidium spp., and four (10.26%) for Giardia spp.; in non-aquatic birds
(n=217), it was eight (3.7%) and four (1.84%), respectively. There was no significant
difference in the occurrence of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. among captive
and free-living birds (p = 0.62 and 0.29, respectively). Although no statistical analysis
was performed for the positivity of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. between
waterfowl and non aquatic birds, the meeting of these parasites in waterfowl may have
implications for the transmission of these protozoa to humans and other animals. RFLP
and sequencing analysis have identified C. meleagridis in two birds of the Anatidae
family, in two Aratinga leucophthalma (White-eyed parakeet), and in two Athene
cunicularia (Burrowing Owl). They have also found C. baileyi in three Amazona
aestiva (Blue-fronted Parrot) and in one Amazona amazonica (Orange-winged Parrot).
Only three positive samples for Giardia spp. - classified as Giardia duodenalis
assemblage B - were sequenced, two of them found in Rupornis magnirostris (Roadside
Hawk), and one in Theristicus caudatus (Buff-necked Ibis). The essay concluded that
Cryptosporidium spp. and Giardia spp. are present in wild birds in the microregion of
Uberlandia, MG. The existence of zoonotic C. meleagridis and G. duodenalis

assemblage B in the animals of this study may have a negative impact on public health.
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InfeccBes parasitarias estdo entre os problemas sanitarios mais comuns que
acometem aves silvestres em todo o mundo, podendo se tornar tanto uma condigéo
subclinica como, também, ser causa de morte (MARIETTO-GONCALVES et. al.,
2008).

De acordo com Freitas et al. (2002), além de propiciar o aparecimento de
infeccbes secundarias, as parasitoses interferem no comportamento e no desempenho
reprodutivo das aves o que é refletido, principalmente, no retardo do desenvolvimento
dos filhotes e na diminuicao do tamanho das ninhadas (MOYER et. al., 2002).

Alguns parasitos podem causar doencas em humanos e animais, sendo as aves
um grupo importante na cadeia de transmissdo de varios parasitos. Aves infectadas com
patdégenos humanos podem contaminar fontes de &gua de consumo ou recreacionais,
representando risco a salde publica, uma vez que esses patdgenos causam diversos
surtos de doencas de veiculacdo hidrica (KARANIS et al., 2007).

Entre os parasitos que s&o facilmente disseminados no ambiente por hospedeiros
aviarios, destacam-se Cryptosporidium spp. e Giardia spp., 0s principais agentes
etioldgicos causadores de surtos gastrointestinais em animais e humanos de todo
mundo, nos ultimos anos (KARANIS et al., 2007; FRANCO et al., 2012). Oocistos e
cistos desses patdgenos sdo liberados no ambiente pelas fezes dos hospedeiros,
transmitidos por contato direto ou indireto, pelo consumo de &gua e alimentos
contaminados (FAYER et al., 2000).

Diversas espécies de aves silvestres e domeésticas sdo hospedeiras de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp (GRACZYC et al., 2008). Entretanto, o papel das
aves na contaminacdo de “habitats” aquaticos e as consequéncias na saude publica da
presenca desses animais em fontes de agua de consumo e recreacdo tém sido pouco
estudados (GRACZYC et al., 2008).

1.1. Cryptospordium spp.

O género Cryptosporidium pertence ao Filo Apicomplexa, Classe Coccidia,
Ordem Eucoccidiorida, Familia Crypstosporidiidae (FAYER, 2008). Este coccidio é
parasito intracelular obrigatorio, capaz de parasitar microvilosidades das células

epiteliais do trato gastrointestinal e respiratorio de hospedeiros vertebrados (PENG et
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al., 2003; OLSON et al., 2004). O quadro clinico comum é a diarreia, podendo gerar
prejuizo na produtividade de animais de producdo comercial (SANTIN et al., 2004).

Infecgbes por esse parasito sdo comuns em humanos, bovinos, cées, gatos,
porcos, cavalos, carneiros, cabras, aves e animais selvagens (HAMNES; GJERD;
ROBERTSON, 2006). Muitas espécies ndo possuem especificidade por hospedeiros e a
transmisséo entre eles pode ocorrer facilmente (SRETER; VARGA, 2000).

A presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. no ambiente sugere que a
infeccdo pode ocorrer por diversas rotas de transmissdo, tais como, contato pessoa-a-
pessoa, contato com animais de fazenda e de companhia e ingestdo de alimentos, agua
potéavel e 4guas de recreacdo contaminados (FAYER, 2010).

Os oocistos de Cryptosporidium spp. variam em tamanho e apresentam-se em
forma esférica. Possuem estruturas internas de dificil observacdo em microscopio
Optico, com pouca ou nenhuma diferenca morfométrica capaz de distinguir as inimeras
espécies do género que sdo infectantes para os animais e para 0 homem (HUBER et al.,
2003; MORGAN et al., 1998; XIAO et al., 2004).

A criptosporidiose aviaria é doenca cosmopolita, sendo reportada em mais de 30
espécies de aves no mundo todo, incluindo aves domeésticas, de cativeiro e silvestres
(RYAN, 2010). O elevado nimero de espécies suscetiveis a Cryptosporidium sugere
que as aves apresentam relevancia na cadeia epidemioldgica dessa zoonose, pois podem
agir como fonte de infeccdo para o ser humano pela contaminacdo ambiental.
(SRETER; VARGA, 2000). Além disso, a doenca acarreta impactos econdmicos,
causando perdas na industria avicola (SRETER; VARGA, 2000).

1.1.1. Historico e Classificacdo das espécies de Cryptosporidium

A morfologia dos oocistos era a principal ferramenta utilizada na taxonomia de
Cryptosporidium, porém, a falta de informacdes sobre a especificidade de hospedeiros
tem dificultado a classificacdo deste parasito (FALL et al., 2003). Atualmente,
baseando-se em caracteristicas moleculares, epidemiologicas e morfologicas, varias
especies, genotipos e subgendtipos de Cryptosporidium foram identificados, sendo
reconhecidas 20 espécies (PLUTZER; KARANIS, 2009), como demonstrado na tabela

a sequir:



21

Tabela 1: Relacdo das espécies de Cryptosporidium e hospedeiros.

Espécie Hospedeiro Referéncia

C. parvum Mamiferos Tyzzer, 1912

C. muris Mamiferos Tyzzer, 1907

C. andersoni Mamiferos Lindsay et al., 2000

C. hominis Mamiferos Morgan-Ryan et al., 2002
C. canis Mamiferos Fayer et al., 2001

C. felis Mamiferos Iseki, 1979

C. bovis Mamiferos Fayer et al., 2005

C. ryanae Mamiferos Fayer et al., 2008

C. suis Mamiferos Ryan et al., 2004

C. wrairi Mamiferos Vetterling et al., 1971
C. fayeria Mamiferos Ryan et al., 2008

C. macropodum Mamiferos Power; Ryan, 2008

C. meleagridis Aves Slavin, 1955

C. baileyi Aves Current et al., 1986

C. galli Aves Pavlasek, 1999

C. varanii Répteis Koudela; Modry, 1998
C. serpentis Répteis Levine, 1980

C. fragile Anfibios Jirku et al., 2008

C. molnari Peixes Alvarez-Pollitero; Sitja-Bobadilla, 2002
C. scophthalmi Peixes Alvarez-Pollitero et al., 2004

PLUTZER; KARANIS, 2009.

O polimorfismo genético entre as espécies de Cryptosporidium é continuamente

detectado, devido ao uso crescente das técnicas moleculares (PLUTZER; KARANIS,
2009). Utilizando-se a subunidade menor do RNA ribossémico (SSU rRNA), foram
descritos aproximadamente, 61 gendtipos de Cryptosporidium sem classificagao
definida (PLUTZER; KARANIS, 2009). A principal espécie estudada é C. parvum,
devido a seu potencial zoonotico. Plutzer e Karanis (2009) afirmam que foram

descritos doze subtipos de C. parvum, sendo dois identificados como zoonoéticos (lla e
I1d) e dez como nédo zoondticos (llb, llc, lle-111) (ABE et al., 2006; AKIYOSHI et al.,
2006; GLABERMAN et al.,, 2001; MEIRELES et al., 2006; MISIC; ABE, 2007,

SOBA; LOGAR, 2008).

Alguns trabalhos sugerem que oocistos de C. parvum, provenientes de

mamiferos, podem gerar infecgdes gastrointestinais em aves (MAJEWSKA et al., 2009;
QUAH et al., 2011; GOMES et al., 2012). O encontro dessa espécie nesses animais
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indica que as aves podem estar diretamente envolvidas na cadeia de transmissao
zoondtica.

Além da espécie zoonotica, até 0 momento, trés espécies-especificas de aves
foram reconhecias e denominadas C. meleagridis, C. baileyi e C. galli. Estas podem
infectar mais de 30 espécies de aves, diferindo-se quanto aos hospedeiros e os locais de
infeccdo (FAYER, 2010). Proctor e Kemp (1974) identificaram, também, C.
anserinum, parasitando gansos domésticos (Anser domesticus) e Levine (1961),
observou C. tyzzeri em galinhas (Gallus gallus domesticus). Entretanto, esses autores
ndo forneceram descricdo adequada dos oocistos ou outras informacbes Uteis e,
portanto, as espécies relatadas ndo foram consideradas vélidas (LINDSAY;
BLAGBURN, 1990).

Tyzzer, o autor do primeiro relato de infeccdo por Cryptosporidium em
camundongos em 1907, também foi o pioneiro nos estudos desse parasito em aves.
Porém, foi em 1955, que Slavin encontrou parasito estruturalmente similar no intestino
delgado de perus e 0 nomeou C. meleagridis.

C. meleagridis infecta varias espécies de aves, incluindo perus, papagaios,
galinhas, calopsitas e perdizes. A despeito de ser considerado espécie-especifica de
aves, Ryan (2010) relata que em estudos de transmissédo experimental, o parasito foi
capaz de se desenvolver em mamiferos, como bezerros, porcos, coelhos, ratos e
camundongos. Esse protozoario também é considerado patdgeno humano emergente,
sendo a terceira espécie de Cryptosporidium mais comum em seres humanos (XIAO;
FAYER, 2008). Estudos sugeriram que C. meleagridis pudesse ser C. parvum,
entretanto andlises moleculares realizadas na Inglaterra, Austradlia e Europa,
demonstraram a singularidade do parasito (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).

C. baileyi é a espécie mais encontrada em aves, sendo primeiramente descrita
em frangos de granja por Current et al. (1986). A espécie possui diversos hospedeiros,
como, gaivotas, galinhas, biguas, perus, patos, gansos, calopsitas, codornas, avestruzes,
periquitos, falcoes, entre outros (LINDSAY; BLAGBURN, 1990; PAVLASEK, 1993;
RYAN et al., 2003; HUBER et al., 2007).

Utilizando diferencas bioldgicas, Pavlasek (1999), descreveu C. galli, entretanto,

posteriormente, o parasito foi descrito novamente, sendo utilizadas, dessa vez,
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diferengas moleculares (RYAN et al., 2003b). Essa espécie se desenvolve nas células
epiteliais do proventriculo das aves, com altas taxas de morbidade e mortalidade
(PAVLASEK, 2001). Ja foram confirmadas 11 espécies de aves como hospedeiras deste
parasito, incluindo passaros, galinhas, araras-azul, flamingos e cardeais-do-nordeste
(CURRENT et al., 1986; LINDSAY et al., 1987).

Além das trés espécies reconhecidas, quatro gendtipos aviarios (I-1V) foram
descritos em varias espécies de aves baseado no lécus SSU rDNA e HSp-70. Foram
identificados também cinco genoétipos de ganso (I-V), dois de patos (I e 1) e um de
galinhola (PLUTZER; KARANIS, 2009).

1.1.2. Ciclo bioldgico

O ciclo de vida do parasito € monoxénico com padrdo semelhante a de outros
coccidios entéricos. Os oocistos esporulados, contendo 4 esporozoitos, sdo eliminados
nas fezes ou em secrecdes respiratorias (no caso de aves) e ap0Os ingestdo, 0s
esporozoitos sdo liberados e parasitam as células epiteliais do trato gastrointestinal (ou
outros, como trato respiratorio). Dentro das células, eles sofrem reproducédo assexuada
(merogonia) seguida de reproducdo sexuada (gametogonia). Apés fertilizagdo dos
macrogametocitos (célula feminina) pelos microgametdcitos (célula masculina) €
formado o zigoto e finalmente, 0 oocisto.

Os oocistos eliminados no meio externo sdo altamente infectantes, pois saem na
forma esporulada e se disseminam no ambiente com facilidade, podendo ser
encontrados em fontes de agua potavel, redes de esgoto, lagos usados para recreacdo e
até mesmo em alimentos (CURRENT et al., 1986; SRETER; VARGA, 2000). Além
disso, sdo bastante resistentes as condicdes ambientais adversas, podendo se manter
viaveis por longos periodos, principalmente em ambientes de temperatura e umidade
elevadas (CURRENT et al., 1986; SRETER; VARGA, 2000).

1.1.3. Patogenia

Criptosporidiose em aves se manifesta em duas formas clinicas principais:
respiratoria e gastrointestinal (LINDSAY; BLAGBURN, 1990).
A forma respiratéria, causada por C. baileyi, pode acometer o trato respiratorio

superior, com desenvolvimento de sinusite (cabeca inchada) e o trato respiratorio
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inferior, com acometimento da traqueia, brénquios, sacos aéreos e pulmdes, gerando
sinais clinicos de tosse, espirros, dispneia e conjutivite (SRETER; VARGA, 2000).
Segundo Sréter; Varga (2000), criptosporidiose respiratoria € uma das maiores causas
de morbidade e mortalidade na indUstria aviaria, entretanto, os fatores responsaveis
pelos surtos dessa doenca séo pouco conhecidos.

C. meleagridis e C. galli, sdo as espécies responsaveis pela forma
gastrointestinal da criptosporidiose, com acometimento das glandulas salivares e
esofagicas, proventriculos, intestino delgado, ceco, colo, cloaca e bursa de Frabicius
(LINDSAY; BLAGBURN, 1990; FAYER et al., 2000). Os sinais clinicos mais comuns
da doenca sdo: letargia, diarreia e perda de peso e de pigmentacdo. Como ocorre invasdo
da mucosa, lesdes, como atrofia das microvilosidades e hipertrofia das criptas, podem
ser observadas (SRETER; VARGA, 2000).

1.1.4. Epidemiologia

De acordo com Sréter; Varga (2000), criptosporidiose é infeccdo parasitaria
prevalente em aves domesticadas, de cativeiro e silvestres, sendo relatada em espécies
de aves pertencentes a diversas ordens, como Passeriformes, Psittaciformes,
Galliformes, Columbiformes e Anseriformes (MAJEWSKA et al., 2009; PLUTZER e
TOMOR, 2009; QI et al., 2011; QUAH et al., 2011; SEVA et al., 2011; GOMES et al.,
2012). Esta doenca foi reportada em aves de diversos paises como Australia, Argentina,
Canada, China, Espanha, Africa do Sul, Taiwan, Turquia, Inglaterra, Brasil, entre outros
(FAYER et al., 1997). Na Europa a prevaléncia da infec¢cdo foi de 50-59% em patos e
gansos, 20-60% em faisbes, 22-100% em gaivotas e 4% em Psittaciformes
(PAVLASEK; KOZAKIEWICZ, 1989; RICHTER, 1991; PAVLASEK, 1993; SMITH
etal., 1993; RICHTER et al., 1994; PAPINI et al., 2012).

No Brasil, estudos sobre infeccdo por Cryptosporidium spp. em aves se
concentram em aves domésticas e de cativeiro, estas provenientes, principalmente, de
“pet shops” e comercios aviarios. Nakamura et al. (2009), Huber et al. (2007) e Meireles
et al. (2006), utilizando técnicas de biologia molecular, encontraram Cryptosporidium
spp. em frangos de cortes e avestruzes. Em animais cativos, Gomes et al. (2011)
identificaram o parasito por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), 6,8% dos animais
apresentando oocistos do parasito. Em aves silvestres de vida livre, entretanto, estes

dados séo insuficientes. Em trabalho realizado com animais apreendidos por agéncias de
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controle ambiental, no estado de Sdo Paulo, Seva et al. (2011) encontraram
Cryptosporidium spp. parasitando 6,6% das aves.

1.1.5. Diagndstico

O diagndstico comum para Cryptosporidium spp. é o encontro e identificacdo de
oocistos nas fezes do hospedeiro por microscopia Optica. Varios métodos de coloragao
acido-resistentes sdo empregados, sendo Ziehl-Neelsen modificado (HENRIKSEN;
POHLENZ, 1981) recomendado, pois facilita a visualizacdo dos oocistos, que adquirem
coloracdo rosea em contraste com o fundo verde. Contudo, algumas amostras podem
conter artefatos com tamanho e formato similares ao de Cryptosporidium e se mostrar
alcool-acido-resistentes, dificultando o diagnostico (RAMIREZ; SREEVATSAN,
2006).

Métodos soroldgicos e imunoenzimaticos podem ser empregados em estudos
epidemioldgicos da criptosporidiose humana e animal, entretanto esses métodos, apesar
de alta sensibilidade, apresentam o inconveniente de ndo possibilitar a diferenciacdo
entre infeccOes passadas e recentes, uma vez que anticorpos 1gG para Cryptosporidium
podem persistir durante anos ap0s o contato com o parasito (ANDRADE, 2009).

A imunofluorescéncia direta e 0 ensaio imunoenzimatico (EIA) séo
considerados mais sensiveis que as coloragfes acido-resistentes, porém sdo caros e
assim como os métodos de coloracao, ndo sdo capazes de diferenciar as varias espécies
do protozoario (JEX et al., 2008; FAYER et al., 2000).

Métodos moleculares sdo amplamente empregados na detec¢éo e caracterizacao
genética de Cryptosporidium spp., sendo a PCR em associagdo com a RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism) as metodologias mais frequentemente
utilizadas. O sequenciamento é a técnica mais precisa na caracterizacdo molecular, pois
é capaz de fornecer a sequéncia exata de nucleotideos que compde a regido do DNA
analisada, possibilitando identificar e diferenciar as espécies e subtipos do parasito.
Contudo, além de caro, a presenca de varias substancias organicas e inorganicas nas
amostras, pode inibir e afetar a sensibilidade destes métodos baseados em &cidos
nucléicos (RAMIREZ; SREEVATSAN, 2006).

Em estudos de biologia molecular, a escolha da regido correta € de grande
importancia. Geralmente, um gene todo ou parte dele é escolhido para anélise,
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dependendo do objetivo da pesquisa. Para Cryptosporidium, o gene que codifica a
subunidade 18S do rRNA é o locus de escolha quando se pretende confirmar a presenga
do DNA desse coccideo. Esta regido € conservada e de menor polimorfismo, o que
possibilita a identificacdo do parasito. J& 0s genes da actina e da proteina do choque
térmico (HSp-70), por apresentarem alto polimorfismo intraespecifico sdo utilizados na
analise de espécies e gendtipos com similaridade genética (PENG et al., 2003; XIAO et
al., 2004).

1.2. Giardia spp.

Esse protozoario flagelado e binucleado estd taxonomicamente inserido no
Reino Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora,
Classe Zoomastigophora, Ordem Diplomonadida, Subordem Diplomonadina, Familia
Hexamitidae, Género Giardia (THOMPSON, 2004).

O parasito é encontrado no intestino delgado de mamiferos, roedores, aves,
répteis e anfibios. Segundo, Thompson (2004), este protozoario é, atualmente um dos
organismos mais estudados do mundo, possivelmente pelo seu forte potencial
zoondatico.

N&do existem na literatura, estudos aprofundados sobre a especificidade de
Giardia spp. em aves silvestres. As espécies aviarias G. psittaci e G. ardeae e a espécie
zoondtica, G. duodenalis, acometem aves em todo o mundo, com prevaléncia variando
de 5 a 49% em aves silvestres, o que indica potencial papel, desses animais, na

transmissdo de parasitos intestinais (PLUTZER et al., 2010).

1.2.1. Histérico e Classificacdo das espécies de Giardia

O conceito de rigida especificidade de hospedeiros, proposto por Hegner (1922)
dominou a taxonomia da giardiase por varios anos, tendo sido descritas mais de 50
especies (THOMPSON et al., 1990; KULDA; NOHYNKOVA, 1996; THOMPSON,
2002). A classificacdo baseava-se na espécie animal do hospedeiro onde era encontrada
(LANE; LOYD, 2002), sendo Giardia bovis em bovinos, Giardia canis em cées,
Giardia cati em gatos e Giardia lamblia no homem (KENNEDY, 1989).

Entretanto, a visao proposta por Hegner em 1922, foi amplamente guestionada.

A maioria dos pesquisadores concordava que essa ideia era insustentavel e eram a favor
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da existéncia de variedade de espécies de Giardia, que ndo sdo rigorosamente
especificas aos hospedeiros (THOMPSON et al., 1993).

Em 1952, Filice prop6s, de acordo com as caracteristicas morfologicas, trés
espeécies de Giardia, sendo a G. duodenalis (sinonimia G. lamblia, G. intestinalis) a que
acometeria grande quantidade de mamiferos, inclusive o homem; G. muris parasitando
camundongos; e G. agilis acometendo anfibios (FAUBERT, 2000; ADAM, 2001).
Posteriormente, a partir de técnicas de axenizagdo, microscopia eletrénica e estudos de
DNA e RNA, foi possivel identificar trés novas espécies, denominadas Giardia psitacci
(ERLANDSEN; BEMRICK, 1987) parasitando periquitos, Giardia ardeae
(ERLANDSEN et al., 1990) em garcas, antes inclusas em G. duodenalis e a mais nova
espécies descrita Giardia microti parasitando roedores do campo (Microtus
ochrogaster) e do rato almiscarado (Ondatra zibethicus) (MONIS et al., 2003).

Atualmente, sabe-se que G. duodenalis apresenta grande variabilidade genética,
demonstrada por critérios fenotipicos e genotipicos (THOMPSON et al., 2000;
CACCIO; RYAN, 2008). A partir desses estudos, observou-se que os isolados desse
parasito, recuperados de humanos e outros mamiferos podem ser divididos em seis
principais genotipos (assemblages), demoninados de A, B, C, D, E, F, G e H (MONIS et
al., 2003; ELEGIO-GARCIA et al., 2005; VOLOTAO, et al., 2007).

As seis espécies de Giardia e os gendtipos de Giardia duodenalis descritos

atualmente, estdo demonstrados na tabela abaixo:

Tabela 2: Espécies de Giardia e assemblages de G. duodenalis.

Espécies Principais hospedeiros Referéncia
G. agilis Anfibios Kunstler, 1882
G. ardeae Gargas Noller, 1920
G. microti Roedores do campo e ratos almirados Benson, 1908
G. muris Roedores Benson, 1908
G. psittaci Periquitos Erlandsen; Bemrick, 1987
G. duodenalis  Mamiferos Davaine, 1875

Assemblage A Humanos, outros primatas, ruminantes
domésticos e selvagens, alpacas, suinos,
cavalos, cdes domésticos e selvagens, gatos,
furdo,  roedores,  marsupiais,  outros
mamiferos

Continuacao
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Espécies Principais hospedeiros Referéncia
Assemblage B Humanos, outros primatas, gados, caes,
cavalos, coelhos, castores, roedores
silvestres
Assemblage C Caes domésticos e selvagens
Assemblage D Cées domeésticos e selvagens
Assemblage E Ruminantes domésticos, suinos
Assemblage F Gatos
Assemblage G Camundongos, ratos
Assemblage H Focas

FENG; XIAQO, 2011

Alguns genétipos, especialmente, o sub-grupo | da assemblage A e, em menor
proporcéo a assemblage B, possuem potencial zoonético, o que explica a importancia da
caracterizacdo genotipica, para que possam ser tracados os papéis do homem e dos
animais dentro da giardiase (PLUTZER et al., 2010). Por outro lado, as assemblages C,
D, E e F parecem ser genotipos-especificos (PLUTZER et al., 2010).

Diversos trabalhos reportaram a presenca de Giardia em aves e alguns deles
indicam que novas espécies podem ocorrer em aves silvestres (McROBERTS et al.,
1996). Baseado em medidas morfométricas, Travis (1939) descreveu quatro novas
espécies provenientes de hospedeiros aviarios: G. sturnellae e G. melsopizae em
Passeriformes, G. boutari em Pelecaniformes e G. floridae em Ciconiiformes.
Entretanto, além dos gen6tipos zoono6ticos de G. duodenalis, somente duas espécies sao
reconhecidas como agentes etioldgicos da giardiase aviaria em todo mundo, G. ardeae e
G. psittaci (McROBERTS et al., 1996).

G. ardeae foi primeiramente descrita por Noller em 1920, em Garca-real-
europeia (Ardea cinerea). Posteriormente, Erlandsen et al. (1990), utilizando
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), caracterizaram em Garga-azul-grande
(Ardea herodias), parasito similar ao encontrado por Noller e 0 nomeou de G. ardeae.

Erlandsen; Benrick (1987), pela MEV, caracterizaram trofozoitos de Giardia de
Piriquito-australiano (Melopsittacus undulatus), como nova espécie, G. psittaci, com

base na auséncia de um flagelo ventrolateral (McCROBERTS et al., 1996).
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1.1.2. Ciclo bioldgico

O parasito apresenta dois estagios bem definidos em seu ciclo de vida, o cisto e
o trofozoito. O cisto, forma infectante, € encontrado, frequentemente, em fezes
formadas, apresentando alta resisténcia no ambiente e permanecendo vidvel por varios
meses, principalmente, em locais imidos (LANE; LLOYD, 2002). O trofozoito, forma
vegetativa do parasito, apresenta dois ndcleos de tamanhos iguais na parte anterior, dois
axonemas, um disco suctorial ou adesivo ventral, dois corpos médios e quatro pares de
flagelos (THOMPSON et al., 1993).

A forma cistica, ap0s ingerida, sofre acdo do baixo pH gastrico e de enzimas
pancreaticas que rompem suas paredes, promovendo o excistamento, e liberando dois
trofozoitos. Estes, aderem a mucosa intestinal e sob condi¢des favoraveis, iniciam
processo de reproducdo assexuada, multiplicando-se por divisdo binéria, utilizando
nutrientes presentes na mucosa e limen intestinal (BARR et al., 1994; THOMPSON,
2004). Nao ha invasdo celular, entretanto, o citoesqueleto e, especialmente, o disco
ventral desempenham papel fundamental na sobrevivéncia do organismo no intestino do
hospedeiro (ADAM, 2001). Completando o ciclo, o encistamento promove a
sobrevivéncia do parasito nas condi¢Ges adversas do meio (FARTHING, 1996).

1.2.3. Patogenia

Infeccbes por Giardia podem afetar aves de todas as idades, entretanto, aves
jovens sdo mais suscetiveis, sendo encontradas altas taxas de mortalidade em filhotes.

Aves infectadas podem apresentar apatia e anorexia e exibir sinais de
desidratacdo, méa-absorcdo e perda de peso associada a diarreia (FILIPPICH et al.,
1998). InfeccBes cronicas podem se apresentar na forma de diarreia recorrente e perda
de peso (FILIPPICH et al., 1998). A patogénese nado esta claramente compreendida, mas
observa-se atrofia e danos nas microvilosidades. Estas alteracdes estdo correlacionadas
com deficiéncias enzimaticas na borda em escova, diminuindo a digestdo e absor¢éo de
nutrientes, incluindo os dissacarideos, gorduras e vitaminas, que retornam a
normalidade quando a infeccdo é debelada (BURET et al., 1991). Em algumas aves,
infiltracdo de células inflamatorias foram observadas (FORSHAW et al., 1992).
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1.2.4. Epidemiologia

Giardiase € infeccdo parasitaria encontrada em aves silvestres no mundo todo.
Na Europa, Franssen et al. (2000) identificaram G. ardeae em Cegonha-branca (Ciconia
ciconia), nos Estados Unidos, Erlandsen et al. (1991) observaram prevaléncia de 55%
de G. ardeae em gansos e 46% de G. psittaci em psitacideos e Graczyk et al. (1998)
encontraram Giardia spp. em Gansos-do-Canada (Branta canadensis) e na Australia,
Filippich et al. (1998), encontraram oitos periquitos-australianos parasitados por G.
psittaci em cativeiros de reproducdo. Entretanto, no Brasil, ndo ha estudos recentes
sobre Giardia spp. em aves silvestres.

Assim como oocistos de C. parvum, cistos de G. duodenalis (gen6tipo humano)
provenientes de mamiferos também podem ser encontrados em aves, tornando este
parasito organismo de grande potencial zoon6tico. Plutzer e Tomor (2009) observaram
prevaléncia de 5,8% de G. duodenalis (assemblage A e B) em aves silvestres e 24% em
aves domesticas. Majewska et al. (2009) relataram que 5,2% das amostras fecais
analisadas, provenientes de dez ordens distintas de aves, foram positivas para G.
duodenalis (assemblage A e B) e mais recentemente, Papini et al. (2012), identificaram
5,3% de psitacideos infectados pela assemblage A do parasito.

1.2.5. Diagnéstico

Quanto aos métodos parasitoldgicos de diagndstico, 0 mais utilizado é o método
de flutuacdo em sulfato de zinco a 33% (FAUST et al., 1939), pois, € eficiente, pratico e
rapido. Mas, resultados negativos sdo comuns devido a dificuldade para demonstrar o
parasito, 0 que leva a necessidade de técnicas alternativas.

A utilizacdo de anticorpos monoclonais em técnicas de imunofluorescéncia
direta e ensaio imunoenzimatico (ELISA) podem ser empregados, contudo, possuem
valor epidemiologico limitado, especialmente em termos de fonte de infecgéo
(O’HANDLEY, 2002). Dessa forma, as técnicas moleculares, particularmente a PCR,
tém auxiliado a identificacdo e caracterizagdo das espécies de Giardia, possibilitando o
diagndstico e o reconhecimento de variantes intra-especificas (CACCIO, et al., 2002;
THOMPSON, 2004).

Em estudos de caracterizacdo molecular de Giardia spp., 0 gene que codifica a

subunidade 18S do rRNA é o mais utilizado quando se pretende diferenciar as espécies
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de Giardia e assemblages de G. duodenalis, por se tratar de um regido mais conservada.
Entretanto, a genotipagem dos genes B-giardin (bg), glutamato dehidrogenase (gdh) e
triosefosfato isomerase (tpi), providencia informagdes mais detalhadas dos subgrupos
dos gendtipos de G. duodenalis, uma vez que esses genes possuem sequéncias

polimérficas capazes de diferenciar os gendétipos de forma mais precisa.

1.3. Papel das aves na transmisséo de Cryptosporidium spp. e Giardia spp.

Cryptosporidium spp. e Giardia spp. sdo patdgenos ubiquos no ambiente que
podem desenvolver doengas graves no homem e nos animais, sendo frequentemente
veiculados pela &gua (MAJEWSA et al., 2009).

De acordo com Gale; Stanfield (2000), os protozoarios patogénicos vém se
tornando agentes que estdo envolvidos na transmissdo de doencas de veiculacdo hidrica.
Esses organismos séo resistentes as condi¢Ges adversas do ambiente e também capazes
de causar infecgdes mesmo em baixas doses infectantes.

A presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em
fontes de &gua representa séria ameaca a saude publica, visto que esses parasitos tém
causado diversos surtos relacionados as guas de consumo e recreacionais (KARANIS
et al., 2007). Nos ultimos 28 anos, ocorreram 524 episodios em todo o mundo,
destacando-se o periodo compreendido entre 1984 e 2004 (KARANIS et al., 2007) e,
posteriormente, de 2004 a 2010 (BALDURSSON; KARANIS, 2011), com 325 e 199
surtos epidémicos, respectivamente.

Existem muitas fontes de contaminacdo ambiental de “habitats” aquaticos por
esses patdgenos. Descargas de aguas residuais em aguas de superficie podem causar
acumulo de oocistos e cistos em fontes de agua potavel e, consequentemente, impacto
negativo na salde publica (KARANIS et al., 2007). Além disso, varios animais podem
propagar e disseminar os parasitos no ambiente. De acordo com Graczyk et al. (2008),
diversas espécies de aves de vida livre, de cativeiro e domésticas podem excretar
oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos Giardia spp. e passa-los mecanicamente para
fontes de 4gua (GRACZYC et al., 1998; ZHOU et al., 2004). Entretanto, o papel das
aves como contaminates de “habitats” aquaticos é pouco estudado (GRACZYC et al.,
2008). Fontes de agua potavel ou daguas de recreacdo ndo sdo rotineiramente

monitorados, apesar de existirem evidéncias claras que demonstram a associagdo
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zoondtica com aves, principalmente, espécies de aves aquaticas (GRACZYC et al.,
2008).

De acordo com o trabalho desenvolvido por Majewska et al. (2009), a presenca
de C. parvum e G. duodenalis foi significantemente maior em aves de vida livre e em
aves aquaticas e segundo os resultados de Plutzer e Tomor (2009), aves aquaticas como
patos, gansos e corvos-marinhos foram de extrema importancia na disseminagao
ambiental dos parasitos.

C. parvum (genotipo bovino) e G. duodenalis (assemblages A e B), sdo as
principais espécies relacionadas a surtos epidémicos de transmissdo pela dgua, devido
ao carater zoonotico. Esses parasitos sao oportunistas e causam diarreia profusa em
individuos imunodeficientes, principalmente pacientes HIV positivos (MORGAN et al.,
2000; CAREY et al., 2004). Entretanto, outras espécies, entre elas, C. meleagridis, tém
sido relatadas em seres humanos, sendo considerado patdgeno humano emergente
(XIAQ; FAYER, 2008).



Justificativa
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InfeccBes parasitarias estdo entre os problemas sanitarios mais comuns que
acometem aves silvestres. Além de provocarem impactos econdémicos na inddstria
avicola e influenciarem em aspectos da ecologia, evolugdo e conservacao das espécies,
representam ameaca a saude publica, visto que as aves podem agir como veiculadoras
de infecgdo para o ser humano por meio da contaminagdo ambiental de fontes de &gua
de consumo e recreacional.

Entre os parasitos que s&o facilmente disseminados no ambiente por hospedeiros
aviarios destacam-se Cryptosporidium spp. e Giardia spp. Nos ultimos anos, esses
patdgenos sao relatados como os principais agentes etiologicos causadores de surtos
epidémicos de transmissdo hidrica, mostrando a importancia epidemioldgica das aves na
disseminacdo ambiental de oocistos e cistos, respectivamente. Mas, apesar de serem
potenciais veiculadoras de doencas, poucos estudos descrevem o papel das aves
silvestres na cadeia de transmissdo desses parasitos.

Dessa forma, trabalhos que relatem a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e
Giardia spp. em aves silvestres sdo de extrema importancia para o melhor entendimento
do papel desses animais na contaminacao ambiental por parasitos. Estudos nesse sentido
facilitardo a elaboracdo de estratégias de benfeitorias na saude publica e de planos de
manejos adequados que visem a conservacdo e manutencdo das espécies de aves

silvestres no Brasil.



Objetivos
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3.1. Objetivo geral

Determinar a ocorréncia e caracterizar geneticamente as espécies e ou genotipos
de Cryptosporidium e Giardia em aves silvestres de cativeiro e de vida livre na

microrregido de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

3.2. Objetivos especificos

- Determinar, por meio de nested-PCR e semi-nested PCR, a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp., respectivamente, em aves silvestres de cativeiro e

de vida livre na microrregido de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil;

- Comparar a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. entre aves

silvestres de cativeiro e de vida livre;

- Comparar a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. entre aves

aquaticas e ndo aquaticas;

- Determinar as espécies de Cryptosporidium encontradas em aves silvestres, por

meio de analises de RFLP-PCR e sequenciamente;

- Determinar as espécies de Giardia e gendtipos de G. duodenalis encontrados

em aves silvestres, por meio do sequenciamento.

- Avaliar se os isolados possuem potencial zoonético, estabelecendo o papel das

aves silvestres na disseminacdo ambiental dos patdgenos;



Material e Métodos
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4.1. Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU), sob o protocolo nimero 111/11
(Anexo A).

4.2. Area de Estudo

A microrregido de Uberlandia localiza-se do lado oeste do estado de Minas
Gerais. Pertencente a mesorregido do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, possui
populacdo estimada, pelo IBGE em 2012, de 838.094 habitantes, divididos em dez
municipios, com érea total de 18.790Km?. Apresenta temperatura média de 23,1°C e
indice pluviométrico de 1500 a 1600 mm.

A regido € caracterizada por uma vegetacdo sob dominio do Cerrado (lato
sensu), que atualmente esta restrito a pequenas reservas isoladas, tendo em seu entorno
atividades agropecuérias e reflorestamento (Aradjo et al., 1997). O clima € classificado
como tropical de altitude, do tipo Aw, segundo Koppen, apresentando nitida
sazonalidade, com chuvas de outubro a abril e seca de maio a setembro (Rosa et al.,
1991).

A avifauna presente na microrregido € rica, sendo encontradas espécies de
diversas  ordens, como: Anseriformes, Podicipediformes, Pelecaniformes,
Ciconiiformes, Falconiformes, Charadriiformes, Columbiformes, Psittaciformes,
Cuculiformes,  Strigiformes, Caprimulgiformes, Apodiformes, Piciformes e
Passeriformes (MARCAL JUNIOR et al., 2009).

4.3. Local de Estudo

4.3.1. Laboratdrio de Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS)

O LAPAS é setor vinculado a Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). O ambulatorio do LAPAS atende animais
silvestres da microrregido de Uberlandia, de diferentes familias, géneros e espécies com
problemas de salde e animais que sdo apreendidos pelo Instituto Brasileiro do Meio

Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e pela Policia Ambiental.
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Atualmente, o laboratério é coordenado pelo Professor Doutor André Luiz
Quagliatto Santos (CRMV-MG 2401) e a residente em Medicina Veterinaria Lorena
Leal Rodrigues (CRMV-MG 12374) e a responsavel pelo atendimento clinico,
avaliacdo médica e tratamento dos animais.

Ao chegarem ao ambulatdrio do LAPAS, os animais silvestres levados por seus
proprietarios, recebem atendimento médico veterinario. O animal é diagnosticado e
posteriormente, é realizada prescricdo de medicacdo, caso haja necessidade. Apds a
consulta, o proprietario deixa o ambulatério de posse de seu animal.

Quando os animais chegam por intermédio do IBAMA ou da Policia Ambiental,
sdo encaminhados para o0 ambulatério onde € realizada triagem e avaliacdo das aves. Os
animais saudaveis, sdo vermifugados e mantidos em quarentena, para em seguida, serem
encaminhados ao viveiro do LAPAS. Neste local, os animais permanecem até o retorno
do IBAMA, o qual promove a soltura em areas de reserva florestal no municipio de
Uberlandia e regido.

Os animais doentes encaminhados pelo IBAMA recebem tratamento adequado,
permanecendo no ambulatorio tempo necessario para total recuperacdo. Os sadios sdo
levados para o viveiro, permanecendo no local até o retorno do IBAMA.

As aves encaminhadas ao LAPAS sdo mantidas em gaiolas separadas,
higienizadas diariamente e recebem como alimentacéo, frutas, racdo e agua da torneira.

Antes do inicio do estudo, foi realizada reunido com o coordenador do LAPAS,
para explicar os objetivos e delineamento do trabalho e obter a devida autorizacdo
permitindo a realizacdo da pesquisa com os animais que chegam ao ambulatério (Anexo
B).

O Acordo de Cooperacdo Técnica n°® 02/2011, assinado entre IBAMA e UFU,
sustenta a possibilidade de aproveitamento de qualquer material oriundo dos animais
silvestres atendidos no Hospital Veterinario, sem licenga especifica (Disponivel no
Diéario Oficial da Unido, do dia 29/09/11, secéo 3, pag. 130).

4.3.2. Zooldgico do Parque Municipal do Sabia

O Parque Municipal do Sabia estd localizado a aproximadamente seis
quilémetros do centro da cidade de Uberlandia, MG, entre os bairros Tibery e Santa
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Ménica, possuindo &rea total de 185 hectares (ha), dos quais cerca de 35 sdo de
remanescentes de vegetacédo nativa (GUILHERME et al., 1998).

O zooldgico do Parque conta com estrutura adequada para manter em seu
interior mais de 200 espécies animais. Dentre as instalacdes, 0 zooldgico conta com
lagos artificiais, onde habitam aves aquéaticas de diferentes espécies. As aves
permanecem em recintos cercados ou transitando livremente em &reas proximas aos
lagos.

As aves aquaticas sdo alimentadas diariamente, com racdo e frutas e tém como
fonte de agua, os lagos onde estdo localizadas.

Autorizacdo assinada pelo diretor do zooldgico, Sr. Gustavo Cavinato Herrera,
foi obtida antes do inicio das coletas (Anexo C).

4.4. Populacéo de Estudo

Foram incluidas nesta pesquisa, aves silvestres que permaneceram no
ambulatério do LAPAS por pelo menos trés dias, ndo importando a espécie, origem ou
condicdes de saude do animal. Durante os dias de realizacdo das coletas de fezes, 0s
animais ndo receberam nenhum tipo de droga antiparasitaria.

As aves silvestres foram distinguidas em aves de cativeiro e de vida livre, de
acordo com os critérios estabelecidos pelo LAPAS. Foram consideradas aves de
cativeiro, aquelas provenientes de propriedades particulares ou criatérios e aves de vida
livre, aquelas que chegaram ao ambulatério imediatamente ap6s sua remocao do
“habitat” natural.

Amostras fecais de aves aquaticas provenientes do Zooldgico do Parque
Municipal do Sabia situado em Uberlandia, Minas Gerais, também foram incluidas no
estudo. Foram coletadas amostras fecais das aves dos recintos fechados e das aves que
transitavam livremente pelo local. Todas as aves do zooldgico foram consideradas de

cativeiro.

4.5. Coleta das amostras

No LAPAS, as coletas fecais foram realizadas de forma individual. As fezes
frescas foram retiradas do piso das gaiolas desinfetadas previamente com hipoclorito e

depositadas em tubos de poliestileno identificados (espécie, familia ou género a qual
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pertence o animal, nimero correspondente do individuo e nimero da coleta), sendo a
primeira coleta realizada no dia em que o animal chegava ao local. As duas coletas
subsequentes foram efetuadas, em dias alternados devido o padrdo intermitente de
eliminacdo dos oocistos de Cryptosporidium spp e cistos de Giardia spp.

No zoologico, as amostras das aves aquéticas foram colhidas diretamente do
chdo, em forma de “pool”, pois os animais se encontravam livres e aglomerados. As
quatro areas onde as aves transitavam foram divididas em quadrantes de,
aproximadamente, 80m?. Todas as fezes frescas presentes em cada quadrante foram
coletadas, formando-se um “pool” amostral (Figura 1). As coletas foram realizadas em
tréplicas, em dias alternados, em todos os quadrantes.

Os tubos contendo as fezes foram armazenados em caixa térmica contendo gelo
e transportados ao Laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal de Uberlandia

para processamento.

Lago

Bm

16m — Area das aves|aqudticas

Figura 1: Exemplo esquematico da divisdo das areas onde se localizavam as aves

aquaticas. Cada quadrante foi considerado um “pool” amostral.
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4.6. Armazenamento das amostras fecais

Assim que chegaram no laboratdrio de parasitologia, as amostras fecais foram

mantidas a -20° C até 0 momento da extracdo do DNA.

4.7. Extracéo do DNA

O DNA foi extraido diretamente das fezes utilizando “kit” comercial QIAamp
Stool Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), com pequenas modificacfes das
instrucdes do fabricante. Foram acrescentados 0,3 gramas de pérolas de zirconia
(Stratech Scientific, Luton, United Kingdom) as fezes com o tampao de lise do “kit”,
com posterior agitacdo vigorosa apds aquecimento a 95°C por 10 minutos. Essa
modificacdo foi realizada com o intuito de facilitar o rompimento dos oocistos de
Crypstosporidium spp. e cistos de Giardia spp. O DNA foi eluido em 200 uL de tampéo

e armazenado em freezer a -20°C.

4.8. Diagnostico molecular e Identificacdo das espécies de Cryptosporidium

4.8.1. Reacao de nested-PCR

A primeira etapa da reagdo de nested-PCR (n-PCR) destinou-se a amplificar um
fragmento de aproximadamente 1.325pb do gene que codifica a regido hipervariavel da
subunidade ribossémica menor (SSU rRNA) de Cryptosporidium, utilizando-se o0s
iniciadores 18SX1F: (5"-TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG-3") e 18X1R: (5- CCC
ATT TCC TTC GAA ACA GGA-3"), de acordo com os protocolos de Xiao et al., 1999;
Xiao et al., 2000. A reacdo foi realizada em volume final de 25 puL de uma solucgéo
contendo 6 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada um dos quatro nucleotideos, 10pmol de
cada iniciador, 2,5U de Taq DNA Platinum (Invitrogen), tampao composto de Tris-HCI
10 mM, pH= 8,3 e KCI 50 mM e 5 uL de cada amostra de DNA. Controles positivos e
negativos foram incluidos em cada reacdo. O programa de amplificacdo consistiu de
desnaturacdo inicial a 94°C (3 min) e de 35 ciclos térmicos para desnaturacdo a 94°C
(45s), associacdo a 55°C (45s) e extensdo a 72°C (60s), seguida de uma extensao final
de 72°C (7 min). Os produtos amplificados na primeira etapa foram utilizados como
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molde para uma segunda amplificacdo pela nested-PCR, que produziu um fragmento
especifico de aproximadamente 819-825pb (produto secundario) utilizando os
iniciadores 18SX2F: (5"-GGA AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA AG-3) e
18SX2R: (5"- AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A-3"). A reacdo foi realizada nas
mesmas condic¢des descritas para a primeira etapa de amplificacéo, diferindo apenas no
tempo da extensdo a 72° que seré de 40 segundos.

4.8.2. Reacdes de Restriction Fragment Length Polymorfism (RFLP-PCR)

Para determinacdo da espécie de Cryptosporidium, os produtos secundarios da
nested-PCR foram digeridos com dez unidades das endonucleases Sspl e Vspl (New
England BiolLabs), de acordo com as orientac6es do fabricante. Apos a digestdo, 25 pL
de cada produto digerido foram diluidos em 5 pL de tampao da amostra 5x (0,25% de
azul de bromofenol; 0,25% de xilenocianol, 25% de Ficoll 400) e aplicados em gel de
agarose a 2%. A analise visual dos produtos da nested-PCR clivados com as enzimas de

restri¢do foi seguida como demonstrado na tabela abaixo:

Tabela 3: Analise de RFLP-PCR do gene SSU rDNA de varias espécies e genotipos de
Cryptosporidium spp. (adaptado de Xiao et al., 1999; Xiao et al., 1999, Xiao et al., 2001). Os
nomes com asterisco referem-se a C. parvum gendtipo humano (C. hominis*) e C. parvum

gendtipo dog (C. canis**), do original do trabalho de Xiao et al. (2001).

Espécie Hospedeiro Sspl (pb) Vspl (pb)

C. parvum bovino A Bovinos 11,12, 108, 254, 449 102, 104/628

C. parvum bovino B Bovinos 9, 119, 254, 449 102, 104, 625

C. hominis* Humanos 11, 12,111, 254,449 70, 102, 104, 561
C. parvum monkey Macacos 11, 109, 254, 461 70, 102, 104, 559
C. parvum mouse Ratos 11,112,112, 254,449 102, 104, 175, 457
C. parvum ferret Ferret 11,12, 111, 254, 449 102, 104, 174, 457
C. meleagridis Peru 11, 108, 254, 449 102, 104, 171, 456
C. wrairi Porquinho da India 11, 109, 254, 449 102, 104, 628

C. andersoni/C.muris  Bovinos 385, 448 102, 731

C. serpentis Serpentes 14, 33, 370, 414 102, 729

C. bailyei Galinha 254,572 102, 104, 620

C. felis Gato 15, 33, 390, 426 102, 104, 182, 476
C. canis** Céo 20, 33, 105, 254,417 94, 102, 633
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4.9. Diagnostico molecular e identificacdo das espécies de Giardia

O diagnostico molecular de Giardia spp. foi realizado usando protocolo baseado
em reacdo de semi-nested PCR. Fragmentos de 432 pares de bases do gene glutamato
dehidrogenase (gdh) foram amplificados, de acordo com a metodologia previamente
descrita por Read et al., 2004. Na primeira amplificacdo, os iniciadores utilizados foram
GDHeF: (5°- TCA ACG TYA AYC GYG GYT TCC GT - 3’) e GDHIiR: (5 - GTT
RTC CTT GCA CAT CTC C — 3°). Para a segunda fase da reagdo (Semi-nested), os
iniciadores usados foram GDHiF: (5° — CAG TAC AAC TCY GCT CTC GG - 3’) e
novamente, o iniciador GDHIR: (5 - GTT RTC CTT GCA CAT CTC C - 3”). A reacdo
foi realizada em volume final de 25 pL de uma solucdo contendo 50 mM de MgCl,, 5
mM de uma solucdo contendo cada um dos quatro oligonucleotideos, 50pmol de cada
iniciador, 1,25U de Taq DNA Platinum (Invitrogen), tampdo composto de Tris-HCI 10
mM, pH= 8,3 e KCI 50 mM e 2,5 pL de cada amostra de DNA. Controles positivos e
negativos foram incluidos em cada reacdo. As condi¢Ges de amplificagdo foram: um
ciclo de 94°C por dois minutos, um ciclo de 56°C por um minuto, um ciclo de 72°C por
dois minutos, 55 ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 20 segundos e 72°C por 45
segundos e extensdo final de 7 minutos a 72°C. Foram adicionados 2,5ul do produto de
PCR da reagdo primaria a reacdo secundaria. Para a segunda fase da reacdo (semi-nested
PCR) o protocolo seguiu as mesmas condi¢des de temperaturas e tempos descritos

acima para a reacdo de PCR.

4.10. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos das reagdes da nested-PCR e semi-nested PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2,0% em tampéo de &cido borico-Tris-EDTA (TBE)
[1M Tris-HCI (pH 8.0), 0,83M é&cido bérico, 20mM EDTA] e revelados com Brometo
de Etidio (0,5pug/mL). O gel foi observado em transluminador ultravioleta, para a
visualizagdo dos produtos amplificados e os fragmentos de DNA foram analisados,

comparativamente, com marcadores de DNA de 100 pares de base.
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4.11. Purificacédo dos produtos amplificados e sequenciamento

Ap0s a separagdo dos produtos da PCR em gel de agarose a 2,0%, as bandas de
interesse foram purificadas com Sephacryl S-400 HR (GE Healthcare, UK). As reacoes
de sequenciamento foram realizadas no sentido Foward, utilizando-se o reagente
BigDye terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit e sequenciadas em analizador de acidos
nucléicos ABI 3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

4.12. Avaliacdo, edicdo e alinhamento das sequéncias

Os cromatogramas das sequéncias obtidas foram avaliados usando Sequence
Scanner (version 1.0; Copyright Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As
sequéncias de nucleotideos de cada amostra amplificada foram alinhadas com o auxilio
da ferramenta Clustal W do programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999).
As seguintes sequéncias referéncia disponiveis no GenBank foram utilizadas para
Cryptosporidium spp.: EU827312 para C. meleagridis, AF093495 C. baileyi,
AY168848 C. galli, GQ227479 gendtipo aviario I, DQ002931 gendtipo aviario II,
DQ650342 genotipo aviario 111, DQ650344 gendtipo aviario 1V, AY273769 genotipo de
galinhola, AF316630 gendtipo de pato, AY120912 gendtipo de ganso |, AY504512
genotipo de ganso Il, AY324638 gendtipo de ganso Ill, AY324641 gen6tipo de ganso
IV e AF093490 C. parvum. Para Giardia spp. foram utilizadas as sequéncias referéncia:
M84604.1 para G.duodenalis Sub-Assemblage Al, AY178737.1 G. duodenalis Sub-
Assemblage All, AY826193.1 G. duodenalis Sub-Assemblage BIll, AY178738.1 G.
duodenalis Sub-Assemblage BIV, U60982.2 G. duodenalis assemblage C, U60986.2 G.
duodenalis Assemblage D, AY178741.1 G. duodenalis assemblage E, AF069057.2 G.
duodenalis Assemblage F, AF069060.2 G. ardeae e AB714978.1 G. psittaci.

A analise filogenética foi realizada usando “Neighbour-Joining” (NJ)
implementada no programa MEGA v.5.1 Beta e 0s valores de “bootstrap” foram
calculados pela analise de 1000 réplicas.

Diagrama esquematico das etapas do trabalho estd demonstrado na Figura 2.
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Figura 2: Diagrama esquematico do fluxograma de etapas do estudo.

4.13. Andlise Estatistica

Os dados foram armazenados e analisados pelo programa BioEstat verséo 5.0.
Nas comparacdes entre duas amostras independentes foi utilizado o teste binomial de

duas proporgdes. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



Resu/tados
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Foram coletadas 256 amostras de fezes de aves silvestres, em 12 meses de coleta
(marco 2011 a fevereiro de 2012). No LAPAS, 218 amostras foram colhidas de aves

pertencentes a 29 espécies de 16 familias (Psittacidae, Tyrannidae, Mimidae,

Accipitridae, Falconidae, Cathartidae, Strigidae, Tytonidae, Ramphastidae, Trochilidae,

Columbidae, Cacatuidae, Icteridae, Emberizidae, Rallidae e Threskiornithidae) (Tabela

4). No zooldgico do Parque Municipal do Sabia foram coletadas 38 amostras (“pool”)

de aves aquaticas (Familia Anatidae) (Tabela 4).
Do total de aves silvestres, 172 (67,2%) de cativeiro e 84 (32,8) de vida livre e
39 (15,2) de aves aquaticas e 217 (84,8) ndo aquéticas (Tabela 5).

Tabela 4: Espécies e familias de aves silvestres procedentes do LAPAS e do zooldgico do

Parque Municipal do Sabid, das quais foram obtidas amostras de fezes, no periodo de marco de

2011 a fevereiro de 2012, na microrregido de Uberlandia, MG.

Espécie Familia Nome popular N° animais
Brotogeris chiriri "? Psittacidae Periquito-de-encontro-amarelo 30
Aratinga leucophthalma *° Psittacidae Maritaca/Periquitdo-maracana 32
Amazona aestiva * 2 Psittacidae Papagaio-verdadeiro 56
Amazona amazonica ™ 2 Psittacidae Papagaio-do-mangue/Curica 4
Amazona xanthops " Psittacidae Papagaio-galego 7
Aratinga aurea *"? Psittacidae Piriquito-rei 6
Melopsittacus undulatus °* Psittacidae Piriquito-australiano 1
Ara nobilis * Psittacidae Maracana-nobre 2
Ara ararauna ** Psittacidae Arara-caninde 2
Pitangus sulphuratus ®? Tyrannidae Bem-te-vi 8
Mimus saturninus *2 Mimidae Sabia-do-campo 2
Rupornis magnirostris 2 Accipitridae Gavio-carijo 10
Heterospizias meridionalis ® Accipitridae Gavido-caboclo 3
Polyborus plancus ®? Falconidae Carcara 11
Falco sparverius *2 Falconidae Quiriquiri 2
Coragyps atratus ** Cathartidae Urubu-de-cabeca-preta 3

Continuacéo
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Espécie Familia Nome popular N° animais
Asio clamator ** Strigidae Coruja-orelhuda 1
Athene cunicularia ** Strigidae Coruja-buraqueira 6
Tyto Alba *2 Tytonidae Coruja-suindara 2
Ramphastos toco *? Ramphastidae Tucano 10
Eupetomena macroura ** Trochilidae Beija-flor-tesoura 2
Colibri serrirostris *2 Trochilidae Beija-flor-de-orelha-violeta 1
Columbina talpacoti Columbidae Rolinha caldinho-de-feijdo/roxa 1
Columba livia Columbidae Pombo-domestico 7
Nymphicus hollandicus *? Cacatuidae Calopsita/Caturra 3
Gnorimopsar chopi 2 Icteridae Péssaro-preto/Gralna 1
Sporophila angolensis *? Emberizidae Curio 2
Gallinula galeata ** Rallidae Galinha d'agua 2
Theristicus caudatus * Threskiornithidae Curicaca 1
Anatidae ! Aves aquaticas 38
Total 256

% Aves de vida-livre ° Aves de cativeiro * Aves aquaticas ° Aves ndo-aquaticas

Tabela 5: Grupo e numero de aves silvestres procedentes do LAPAS e do

zooldgico do Parque Municipal do Sabia, das quais foram obtidas fezes, no

periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2012, na microrregido de

Uberlandia, MG.

Aquética N&o aquética Total
Cativeiro 38 134 172
Vida livre 1 83 84
Total 39 217 256
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5.2. Cryptosporidium spp.
5.2.1. Ocorréncia de Cryptosporidium spp.

Do total das 256 amostras coletadas, 10 (3,9%) foram positivas para
Cryptosporidium spp. apos analise pela nested-PCR (Figura 3 e Tabela 6).

Das amostras positivas para o0 parasito, seis (3,49%) eram de aves de cativeiro,
pertencentes as familias Anatidae (patos, marrecos e gansos) e Psittacidae (Amazona
aestiva e Amazona amazonica) e quatro (4,76%) eram de aves de vida livre das familias
Psittacidae (Aratinga leucophtalma) e Strigidae (Athene cunicularia) (Tabela 7). Néo
foi encontrada diferenca estatisticamente significante na ocorréncia de Cryptosporidium
spp. entre os grupos de aves de cativeiro e vida livre (p=0,62) (Tabela 7).

A nested-PCR para Cryptosporidium spp. foi positiva em duas (5,13%) amostras
de fezes de aves aquaticas da familia Anatidae (patos, marrecos e gansos) e em oito
(3,7%) amostras de aves ndo aquaticas das familias Psittacidea (Amazona aestiva,
Amazona amazobnica e Aratinga leucophtalma) e Strigideae (Athene cunicularia)
(Tabela 8).
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825 pb

Figura 3: Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, mostrando os produtos de
aproximadamente 825 pares pb do gene SSU rDNA de Cryptosporidium spp.,
amplificado pela nested-PCR a partir do DNA obtido de amostras de fezes de aves de
cativeiro e vida livre, na microrregido de Uberlandia, MG. Linha M: Marcador molecular
de 100 pares de base; Linha 1 a 5: Amostras positivas para Cryptosporidium spp.; Linha
6: Branco; Linha 7: Controle positivo (C. parvum).

Tabela 6: Ocorréncia de Cryptosporidium spp. a partir do numero amostral total de aves
silvestres, procedentes do LAPAS e do zool6gico do Parque Municipal do Sabia, das quais
foram obtidas fezes, no periodo de margo de 2011 a fevereiro de 2012, no municipio de
Uberlandia, MG.

Total de N° de amostras

Hospedeiro .
amostras positivas

Maritaca (Aratinga leucophthalma) 32 2
Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) 56 3
Papagaio-do-mangue (Amazona amazonica) 4 1
Coruja-buraqueira (Athene cunicularia) 6 2
Patos, marrecos e gansos (Anatidae) 38 2
25 outras espécies 120 0

Total 256 10 (3,9%)




Tabela 7: Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em aves silvestres de cativeiro e de vida livre procedentes do LAPAS e do zoologico do
Parque Municipal do Sabia, das quais foram obtidas fezes, no periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2012, na microrregido de
Uberlandia, MG.

) N° de aves o N° de aves vida o
Hospedeiro L Positivas . Positivas p-valor*
cativeiro livre

Maritaca (Aratinga leucophthalma) 26 0 6 2
Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) 55 3 1 0
Papagaio-do-mangue (Amazona amazonica) 4 1 0 0
Coruja-buraqueira (Athene cunicularia) 0 0 6 2 0,62
Patos, marrecos e gansos (Anatidae) 38 2 0 0
25 outras espécies 49 0 71 0
Total 172 6 (3,49%) 84 4 (4,76%)

*p<0,05
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Tabela 8: Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em aves silvestres aquaticas e ndo aquaticas procedentes do LAPAS e do zooldgico do
Parque Municipal do Sabia, das quais foram obtidas fezes, no periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2012, na microrregido de
Uberlandia, MG.

Aves aquaticas Aves ndo aquaticas

Hospedeiro n Pos. Hospedeiro n Pos.

Maritaca (Aratinga leucophthalma) 32 2
_ Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) 56 3

Patos, marrecos e gansos (Anatidae) 38 2 _ _
Papagaio-do-mangue (Amazona amazonica) 4 1
Coruja-buraqueira (Athene cunicularia) 6 2

Outros 1 0 Outros 119 0

Total 39 2 (5,13%) Total 217 8 (3,7%)

*p<0,05
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5.2.2. Identificacdo das espécies de Cryptosporidium spp.

Anélises de RFLP-PCR dos produtos dos fragmentos do gene SSU rDNA
identificaram a presenca de duas espécies nas amostras positivas, C. meleagridis, que
apresentou leituras aproximadas de 108pb, 254pb e 449 pb com a enzima Sspl e
102(104)pb, 171 pb e 456pb com a enzima Vspl e C. baileyi, cujas leituras aproximadas
foram 254pb e 572pb com a enzima Sspl e 102(104)pb, 171pb e 456pb com a enzima
Vspl (Figura 4). C. meleagridis foi identificado em duas aves da familia Anatidae (aves
aquaticas) de cativeiro, duas Aratinga leucophthalma (Maritaca) de vida livre e duas
Athene cunicularia (Coruja-buraqueira) de vida livre e C. baileyi em trés Amazona
aestiva (Papagaio-verdadeiro) e uma Amazona amazoénica (Papagaio-do-mangue), todas
de cativeiro (Tabela 9).

Quando as sequéncias do presente estudo foram submetidas ao BLAST, as
espécies C. baileyi e C. meleagridis isoladas das diferentes aves, exibiram 100% de
similaridade com sequéncias depositadas no GenBank (Tabela 9).

Na comparacdo entre as sequéncias obtidas nesse estudo e as sequéncias
referéncia, observou-se que todas as sequéncias de C. meleagridis e C. baileyi foram
homologas as referéncia. A arvore filogenética das espécies de Cryptosporidium

encontradas e as sequéncias referéncia utilizadas estdo demonstradas na figura 5.
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Sspl VspI

M 1 2 3 4 5 6 7 m 1r 2 3 4 5 e 7

500 pb

Figura 4: Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio mostrando o perfil das amostras
positivas na nestes-PCR ap0ds digestdo com as enzimas Sspl e Vspl. M: Marcador de peso
molecular de 100 pares de base; 1, 3, 4 e 5: Amostras positivas para Cryptosporidium spp.
digeridas pela enzima Sspl.; 2 e 7: Controle positivo (C. parvum); 6: Branco; 1°, 3°, 4°, 5°:
amostras positivas para Cryptosporidium spp. digeridas pela enzima Vspl, 2’ e 7’: controle

positivo (C. parvum); 6’: branco.



Tabela 9: Resultados de RFLP-PCR e sequenciamento das amostras positivas para Cryptosporidium spp.
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Isolado Hospedeiro “Enzima Sspl *Enzima Vspl Resultado N° acesso Resultado
(pb) (pb) RFLP GenBank Blast
CrylUDI Ave aquética (Anatidae) 108, 254, 449 102(104), 171, 456 C. meleagridis JX416368.1 C. meleagridis
Cry2UDI Ave aquatica (Anatidae) 108, 254, 449 102(104), 171, 456 C. meleagridis JX416368.1 C. meleagridis
Cry3UDI Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) 254, 572 102(104), 620 C. baileyi JQ413445.1 C. baileyi
Cry4UDI Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) 254,572 102(104), 620 C. baileyi JQ413445.1 C. baileyi
Cry5UDI Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) 254,572 102(104), 620 C. baileyi JQ413445.1 C. baileyi
Cry6UDI Papagaio-do-mangue (Amazona amazonica) 254, 572 102(104), 620 C. baileyi GQ426096.1 C. baileyi
Cry7UDI Maritaca (Aratinga leucophthalma) 108, 254, 449 102(104), 171, 456 C. meleagridis JX416368.1 C. meleagridis
Cry8UDI Maritaca (Aratinga leucophthalma) 108, 254, 449 102(104), 171, 456 C. meleagridis JX416368.1 C. meleagridis
Cry9uDI Coruja-buraqueira (Athene cunicularia) 108, 254, 449 102(104), 171, 456 C. meleagridis JX416368.1 C. meleagridis
Cryl0UDI Coruja-buraqueira (Athene cunicularia) 108, 254, 449 102(104), 171, 456 C. meleagridis JX416368.1 C. meleagridis

* XIAO et al., 1999; XIAO et al., 2001
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Cry10UDI
EU827312 - C. meleagridis
Cry8uUDI
Cry2UDI
Cry9uDI
Cry7UDI
Cry1UDI
AY 168848 - C. galli
DQ650344 - Genotipo avario IV
— DQ650342 - Genotipo aviario I
AY 273769 - Genotipo galinhola

DQO002931 - Genotipo avario |l
GQ227479 - Genotipo aviario |
Cry3UDlI
Cry5UDI
Cry4UDI
Cry6UDI
AF093495 - C. baileyi
AF316630 - Genotipo de pato
—— AY 120912 - Genotipo ganso |
AY504512 - Genotipo ganso I

AY 324638 - Genotipo ganso llI
[ AY 324641 - Genotipo ganso IV

AF093490 - C. parum

'——|

0.1

Figura 5: RelacOes filogenéticas das espécies e genoétipos de Cryptosporidium spp.
caracterizados pelo sequenciamento do gene SSU rDNA inferidas pela analise
Neighbour-Joining. Valores de “bootstrap” estabelecidos em 1000 réplicas.
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5.3. Giardia spp.
5.3.1. Ocorréncia de Giardia spp.

Das 256 amostras coletadas, oito (3,1%) foram positivas para Giardia spp. apos
analise pela semi-nested PCR (Figura 6 e Tabela 10).

Das amostras positivas para o parasito, quatro (2,32%) eram de aves de cativeiro
pertencentes a familia Anatidae (patos, marrecos e gansos) e quatro (4,76) eram de aves
de vida livre, das familias Strigidae (Asio Clamator), Threskiornithidae (Theristicus
caudatus) e Accipitridae (Rupornis magnirostris) (Tabela 11). Nao foi encontrada
diferenca estatisticamente significante na ocorréncia de Giardia spp. entre os grupos de
aves de cativeiro e vida livre (p=0,29) (Tabela 11).

A semi-nested PCR para Giardia spp. foi positiva em quatro (10,26%) amostras
de fezes de aves aquaticas da familia Anatidae (patos, marrecos e gansos) e em quatro
(1,84%) aves ndo aquaticas das familias Strigidae (Asio Clamator), Threskiornithidae
(Theristicus caudatus) e Accipitridae (Rupornis magnirostris (Tabela 12).
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500 pb
432 pb

Figura 6: Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, mostrando os
produtos de aproximadamente 432 pares pb do gene gdh de Giardia spp.,
amplificado pela semi-nested PCR a partir do DNA obtido de amostras de fezes
de aves de cativeiro e vida livre, na microrregido de Uberlandia, MG. Linha M:
Marcador de peso molecular de 100 pares de base; Linha 1 a 3: Amostras
positivas para Giardia spp.; Linha 4: Branco; Linha 5: Controle positivo (G.

duodenalis).

Tabela 10: Ocorréncia de Giardia spp. a partir do nimero amostral total de aves silvestres
procedentes do LAPAS e do zooldgico do Parque Municipal do Sabia, das quais foram
obtidas fezes, no periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2012, na microrregido de

Uberlandia, MG.

. Tamanho N° de amostras
Hospedeiro .
da amostra positivas
Coruja-orelhuda (Asio clamator) 1 1
Curicaca (Theristicus caudatus) 1 1
Gavido-carijo (Rupornis magnirostris) 10 2
Patos, marrecos e gansos (Anatidae) 38 4
26 outras espécies 206 0

Total 256 8 (3,1%)




Tabela 11: Ocorréncia de Giardia spp. em aves silvestres de cativeiro e de vida livre procedentes do LAPAS e do zooldgico do Parque
Municipal do Sabi, das quais foram obtidas fezes, no periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2012, na microrregido de Uberlandia,
MG.

N° de aves ° '
Host . Positivas N* de aves vida Positivas p-valor*

cativeiro livre

Coruja-orelhuda (Asio clamator) 0 0 1 1

Curicaca (Theristicus caudatus) 0 0 1 1

Gavido-carijo (Rupornis magnirostris) 0 0 10 2 0,29

Patos, marrecos e gansos (Anatidae) 38 4 0 0

26 outras espécies 134 0 72 0

Total 172 4 (2,32%) 84 4 (4,76%)

*p<0,05
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Tabela 12: Ocorréncia de Giardia spp. em aves silvestres aquaticas e ndao aquaticas procedentes do LAPAS e do zoologico do Parque Municipal do

Sabid, das quais foram obtidas fezes, no periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2012, na microrregidao de Uberlandia, MG.

Hospedeiro n Pos. Hospedeiro n Pos.
Coruja-orelhuda (Asio clamator) 1 1

Patos, marrecos e gansos (Anatidae) 38 4 Curicaca (Theristicus caudatus) 1 1
Gavido-carijo (Rupornis magnirostris) 10 2

26 outras espécies 1 0 26 outras espécies 205 0

Total 39 4 (10,26%) Total 217 4 (1,84%)

*p<0,05
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5.3.2. Identificacdo das espeécies de Giardia spp.

Das oito amostras positivas pelo semi-nested PCR, apenas trés foram
sequenciadas com sucesso, sendo duas amostras de Rupornis magnirostris (Gaviao-
carijo) e uma de Theristicus caudatus (Curicaca).

Quando as sequéncias foram submetidas ao BLAST, as trés amostras foram
classificadas como Giardia duodenalis assemblage B. As sequéncias dos Gavides-carijo
foram idénticas entre si e exibiram 100% de similaridade com sequéncia depositada no
GenBank (JN204452.1) e a sequéncia da curicaca exibiu 76% de similaridade com a
sequéncia HM136884.1, sendo depositada no GenBank, com nimero de acesso
KC473497 (Tabela 13).

A érvore filogenética das espécies de Giardia encontradas e as sequéncias

referéncia utilizadas estdo demonstradas na figura 7.

Tabela 13: Resultados do sequenciamento das amostras positivas para Giardia spp.

NUmero acesso no

Isolado Hospedeiro GenBank Resultado do Blast
GiarlUDI Curicaca (Theristicus caudatus) HM136884.1 G. duodenalis - assemblage B
Giar2UDI Gavido-carijé (Rupornis magnirostris) JN204452.1 G. duodenalis - assemblage B

Giar3UDI Gavido-carijé (Rupornis magnirostris) JN204452.1 G. duodenalis - assemblage B
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Giar3uDlI

Assemblage BIV

Giar2UDlI
Assemblage BllI

Assemblage E

Assemblage F
[ Assemblage Al
Assemblage All

Assemblage C

Assemblage D

G. psittaci

G. ardeae
GiarluDl

0.05

Figura 7: Relacdes filogenéticas das assemblages de G. duodenalis e Giardia spp.
caracterizados pelo sequenciamento do gene gdh inferidas pela analise Neighbour-
Joining. Valores de “bootstrap” estabelecidos em 1000 réplicas.



Discussao
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Cryptosporidium spp. e Giardia spp. sdo considerados os principais protozoarios
agentes de infeccdo em humanos e animais, sendo causas comuns de surtos transmitidos
por a4gua e de gastroenterites no mundo todo. (FILIPPICHI et al., 1998; NG et al., 2006;
NAKAMURA et al., 2009). Esses parasitos possuem variedade de reservatorios
zoondticos, podendo estar associados a “habitats” aquaticos e a inimeras espécies de
animais, que propagam e disseminam cistos e oocistos, no meio ambiente
(GRACZYCK et al., 2008). Varios géneros e especies de aves de vida livre, de cativeiro
e domésticas podem excretar esses protozoarios nas fezes, entretanto o papel desses
animais na contaminacdo ambiental ndo estd totalmente esclarecido (GRACZYCK et
al., 2008).

No presente estudo, a positividade encontrada para Cryptosporidium spp. e
Giardia spp. foi de 3,9% e 3,1%, respectivamente. O resultado observado para
Cryptosporidium spp., corrobora com diversos autores no Brasil e no mundo que
encontraram positividade entre 1,4 e 10% (NG et al., 2006; ZIEGLER et al., 2007;
GUL; CICEK, 2009; MAJEWSKA et al., 2009; NAKAMURA et al., 2009; QI et al.,
2011; QUAH et al., 2011; SEVA et al., 2011; GOMES et al., 2012). Entretanto, para
Giardia spp. a ocorréncia encontrada foi inferior a outros estudos que relataram 5 a 49%
de prevaléncia (PLUTZER et al., 2010). A diferenca nos resultados pode ser atribuida a
variacBes nas técnicas de diagndstico empregadas. Segundo Ramirez; Sreevatsan,
(2006), diagndsticos baseados na deteccdo do DNA do parasito, como realizado nesta
pesquisa, demonstraram maior sensibilidade e especificidade que as demais técnicas.
Entretanto, deve-se ressaltar que a presenca de varias substancias organicas e
inorganicas nas amostras analisadas, pode inibir e afetar a eficiéncia dessas
metodologias. Além disso, cistos de Giardia spp. sdo menos resistentes do que oocistos
de Cryptosporidium spp. e, 0 armazenamento das fezes em freezer por longo periodo de
tempo, pode explicar a baixa positividade desse parasito (KOTHAVADE, 2012). De
acordo com Paz e Silva (2010), a extracdo do DNA deve ser realizada, até cinco dias
apos a coleta, para que ndo ocorra degradacao dos cistos e, consequentemente, perda do
DNA do parasito.

Neste estudo, ndo foram observadas diferencas significantes na positividade de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. entre aves de cativeiro e aves de vida livre. Esse
resultado foi diferente ao de Majewska et al. (2009) que relataram aves de vida livre

mais parasitadas pelos protozoarios. Conjectura-se que este grupo de aves € mais
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propenso a carrear patdégenos, pois animais de vida livre estdo em constante contato com
diferentes ambientes, cujas condi¢cdes podem ndo ser ideais. O contrario pode ser
observado em ambientes de cativeiro, onde alimentacdo, agua e higienizacdo sdo
controlados pelos tratadores. Entretanto, ndo deve-se descartar que as diferencas entre
os trabalhos estejam relacionadas a fatores tais como numero amostral, manejo das aves,
método de diagnostico e localizacdo geografica.

No presente trabalho, ndo foi possivel realizar andlise estatistica para a
positividade de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. entre aves aquaticas e nao
aquaticas, devido as diferencas nas metodologias de coleta de fezes. Ressalta-se,
entretanto, que o encontro desses parasitos nas aves aquaticas pode ter implicacGes na
transmissdo desses protozoarios para 0 homem e outros animais. Em trabalho realizado
por Majewska et al. (2009), a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em
aves aquéticas foi significantemente maior, em comparacdo as aves ndo aquaticas. Os
autores trabalharam tanto com aves de cativeiro, como com aves de vida livre. Diversos
pesquisadores sugerem que, independente da significancia estatistica, do modo de vida e
da positividade encontrada, aves aquaticas podem estar diretamente envolvidas no ciclo
de transmissdo de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. associado a agua
(KOOMPAPONG; SUKTHANA, 2012; KOTHAVADE, 2012; GRACZYK et al.,
2008; NAKAMURA et al., 2009; PLUTZER; TOMOR, 2009; GRACZYK et al., 2008).
A presenca de cistos e oocistos dos protozoadrios em ambientes aquaticos representa
risco a salde publica, uma vez que esses patdgenos tém causado indmeros surtos
relacionados a aguas de consumo e recreacional (KARANIS et al., 2007). Deve-se
considerar que nesta pesquisa, as coletas de fezes das aves aquéticas foram realizadas
em forma de “pool”. Como 0s animais transitavam entre 0s quadrantes, uma ave
infectada pode ter contaminado outros quadrantes, o que, possivelmente, superestimou a
ocorréncia de Giardia spp.

Das duas espécies de Cryptosporidium observadas nesse estudo, C. meleagridis
prevaleceu, contrariando a literatura que afirma ser C. baileyi a espécie mais prevalente
em aves (PLUTZER; KARANIS, 2009; FAYER, 2010; RYAN, 2010).

C. meleagridis possui diversidade de hospedeiros aviarios, sendo relatado em
perus, papagaios, galinhas, periquitos e perdizes-vermelhas (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.,
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2007). Entretanto, ndo h& na literatura, relatos em coruja-buraqueira (Athene
cunicularia), sendo o encontro de C. meleagridis nesse espécie, o primeiro achado.

Além das aves, esta espécie foi identificada no homem e em diversos mamiferos,
estando associada a manifestacfes gastrointestinais (FAYER, 2010; CHAPPELL et al.,
2011). De acordo com Ryan (2010), C. meleagridis € patdgeno humano emergente,
sendo a terceira espécie de Cryptosporidium mais comum no homem (XIAO; FAYER,
2008). Champliaud et al. (1998) e Sréter e Varga (2000) sugeriram que C. meleagridis
pudesse ser C. parvum, espécie considerada zoonotica, entretanto analises moleculares
demonstraram a singularidade biolégica de C. meleagridis (XIAO et al., 1999;
MORGAN et al., 2000; SRETER et al., 2000; XIAO et al., 2000; SULAIMAN et al.,
2002; XIAO et al., 2002). O parasito pode afetar individuos saudaveis e
imunocomprometidos. Chappell et al. (2011), comprovaram a suscetibilidade do
homem a esta espécie, por meio de estudos de transmissdo experimental em adultos
imucompetentes; Cama et al. (2003) e Samra et al. (2012) relataram esse protozoario,
em pacientes HIV-positivos e em criancas com diarreia, respectivamente. Apesar dos
varios relatos, a admissdo de C. meleagridis como espécie zoonoética, € pouco discutida
e compreendida.

A presenca de C. meleagridis em aves de vida livre nesse trabalho, sugere risco
de disseminacdo ambiental, haja vista a grande possibilidade de circulacdo desses
animais. Além disso, por ser considerado patdgeno de potencial zoonético, a presenca
dessa espécie proveniente de aves aquaticas do zooldgico pode, também, ter
implicacBes na salde publica, visto que esses animais transitam livremente pelo local,
permanecendo em contato direto com tratadores e visitantes.

Ao contrario de C. meleagridis, C. baileyi tem especificidade por hospedeiros
aviarios. Segundo Qi et al. (2011), esta especie foi reportada em diversas aves,
incluindo aves domésticas e silvestres (NAKAMURA et al., 2009; AMER et al., 2010;
RYAN, 2010). E frequentemente associada a criptosporidiose respiratoria, com alta
morbidade e mortalidade em aves, especialmente em frangos de corte (SRETER;
VARGA, 2000). Neste trabalho, foi observada presenca de C. baileyi em aves do género
Amazona, animais nativos da América do Sul. No Brasil esta espécie foi somente
reportada em galinhas domésticas, codornas e patos (MEIRELES; FIGUEIREDO,
1992; CARDOZO et al., 2005; HUBER et al., 2007).
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Giardia spp. tem sido identificada em aves pertencentes a diversas ordens, como
Pssitaciformes, Anseriformes, Gruiformes, Ciconiiformes e Passeriformes (GRACZYK
et al., 1998; MAJEWSKA et al., 2009; PLUTZER; TOMOR, 2009; PAPINI et al.,
2012). Entretanto, este € o primeiro relato do parasito nas espécies Asio clamator
(Coruja-orelhuda), Theristicus caudatus (Curicaca) e Rupornis magnirostris (Gaviédo-
carijo).

O sequenciamento do gene gdh de Giardia spp. falhou em algumas amostras
positivas pelo semi-nested PCR. Segundo Read et al. (2004), o sequenciamento do gene
gdh pode prover informacOes detalhadas dos diferentes gendtipos de G. duodenalis,
uma vez que possui sequéncias polimorficas capazes de diferenciar os genoétipos de
forma precisa. Entretanto, perdas ou a ma qualidade do DNA amplificado, pequena
quantidade de cistos nas amostras e pequena quantidade de DNA amplificado, podem
ser responsaveis por falhas no sequenciamento (NAKAMURA et al., 2009).

Neste trabalho, o sequenciamento identificou G. duodenalis, como espécie
presente nas amostras avaliadas. De acordo com Feng; Xiao (2011), G. duodenalis é
considerada multiespécie complexa devido a presenca de diversos genotipos e
subgenotipos que podem ser zoondticos ou hospedeiro-especifico. Entre os gendtipos de
G. duodenalis, as assemblages A e B séo aquelas que possuem menor especificidade de
hospedeiro, sendo encontradas em humanos e outros vertebrados, incluindo aves
(CACCIO; RYAN, 2008). Nesta pesquisa, as trés amostras sequenciadas foram
caracterizadas como assemblage B. Plutzer; Tomor (2009), trabalhando com aves
aquaticas encontraram a maior parte dos animais parasitados com o gendtipo B.
Entretanto, Feng; Xiao (2011) comentam que 0 genotipo A € considerado mais
prevalente em relacdo ao gendtipo B, em animais silvestres.

A identificacdo de genotipos zoondticos de G. duodenalis em aves silvestres
neste e em outros estudos, ressalta o potencial papel desses animais na manutencdo do
ciclo de transmissdo zoonotica da giardiase. Dessa forma, as aves podem representar
impacto negativo na saude publica, pela eliminacdo de cistos do parasito nas fezes,
passando-os mecanicamente para fontes de agua, causando surtos epidémicos de
gastrointerites (GRACZYK et al. 2008; FRANCO et al., 2012). De acordo com Karanis
et al. (2007) e Baldursson; Karanis (2011), os principais protozoarios envolvidos em
surtos epidémicos de doencas transmitidas pela agua foram Giardia spp. e também

Cryptosporidium spp.
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Apesar das espécies de Giardia ndo terem sido caracterizadas nas aves aquaticas
do zooldgico do Parque Municipal do Sabid, ndo se deve descartar os riscos da presenca
desse protozoario para humanos e animais. Se o geno6tipo encontrado fosse zoonotico,
os tratadores e visitantes poderiam estar expostos a infeccéo, devido ao contato direto
com 0s animais. Entretanto, se os genotipos identificados fossem especificos, esses
seriam reservatorios de infecgdo para outras aves ndo infectadas.

Embora, estudos tenham comprovado o papel das aves na contaminagdo de
“habitats” por patdégenos humanos, pouco se sabe sobre os mecanismos e fatores
associados ao hospedeiro e ao parasito que facilitam ou dificultam a contaminagéo
ambiental (GRACZYK et al., 2008). Baseado nisso, sugere-se a necessidade de mais
estudos epidemioldgicos para melhor compreensdo da importancia das aves na
disseminacdo ambiental de oocistos e cistos das espécies/genotipos zoonoticos de
Cryptosporidium e Giardia, respectivamente. Além disso, busca-se compreender os
impactos desses animais na salde publica, principalmente quando estiverem presentes
em areas de recreacdo, como parques e zooldgicos, assim como proximos a fontes de

agua de consumo.
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- Cryptosporidium spp. e Giardia spp. estdo presentes em aves silvestres de cativeiro e

vida livre.

- A ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em aves silvestres de cativeiro e

vida livre foi de 3,9 e 3,1%, respectivamente.

- Néo foi observada diferenca significante na positividade de Cryptosporidium spp. e

Giardia spp. entre aves de cativeiro e aves de vida livre.

- O encontro de Cryptosporidium spp. e Giardia spp em aves aquaticas pode ter

implicacdes na transmisséo desses protozoarios para 0 homem e outros animais.

- Duas espécies de Cryptosporidium foram observadas, C. baileyi e C. meleagridis,
sendo C. meleagridis, a espécie que prevaleceu.

- A Unica espécie de Giardia identificada foi G. duodenalis, assemblage B.

- A presenca de gendtipos zoonoticos de G. duodenalis em aves silvestres pode gerar

impacto negativo na saude publica.

- Foi observado o primeiro relato de Cryptosporidium spp. em Athene cunicularia
(Coruja-buraqueira) e de Giardia spp. em Asio clamator (Coruja-orelhuda), Theristicus

caudatus (Curicaca) e Rupornis magnirostris (Gaviao-carijo).

- Estudos epidemiologicos envolvendo aves silvestres e 0 homem sdo necessarios para
melhor entendimento do impacto da criptosporidiose e da giardiase aviaria, na saude

publica.
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Anexo A: Analise final da Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA)
para o protocolo 111/11.

U'j Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
Comissao de Etica na Utilizacao de Animais (CEUA)
Avenida Joao Naves de Avila, n°. 2160 - Bloco A, sala 224 - Campus Santa
Ménica - Uberlandia-MG -
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceua@propp.ufu.br;
www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 235/12DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 111/11

Projeto Pesquisa: “Giardia spp., Cryptosporidium spp. e hemoparasitos em
aves silvestres de cativeiro e vida livre”.

Pesquisador Responsavel: Marcia Cristina Cury

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redagao e da metodologia apresentadas.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE A CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVAGCAO DA MESMA.

AO FINAL DA PESQUISA DEVE SER ENTREGUE A CEUA UM RELATORIO.
O MODELO DESTE ESTA NO SITE.

Uberlandia, 15 de fevereiro de 2012

Prof. Dr. Evandrg de Abreu Fernandes
Presidentg da CEUA/UFU
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Anexo B: Autorizacdo do coordenador do Laboratoério de Pesquisa em Animais
Silvestres (LAPAS).

Eu, André Luiz Quagliatto Santod, autorizo a aluna Maria Jalia Rodrigues da Cunha a
desenvolver a pesquisa intitulada “Giardia spp., Cryptosporidium spp., e hemoparasitos
em aves silvestres de cativeiro e vida livre”, no Laboratério de Pesquisa em Animais

Silvestres da Universidade Federal de Uberlandia.

\
A 7\ |y
Uberlandia, U~V de | b0 de2011.

[ . |
‘J\'

André Luiz Quagliatto-Sanfos

(Coordenador)
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Anexo C: Autorizacao do diretor do zool6gico do Parque Municipal do Sabia.

PAEFEITURA DE 0 @R
womuen: (IRERLANDIA
MEIQ AMBIENTE  ©  n0sSA CIDAOE CADAVEZ WELAOR

AUTORIZACAO

eciaro para 0s aevidos fins que iviaria Juiia Rodrigues da Cunna esia auiorizada a
Tazer coieta de Tezes no recino das aves aquaticas No Zooiogico Municipali.

Atenciosamerne,

/
GUSTAVO CAVINATO HERRERA
Uiretor do Z00iogico viuricipai



