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SEIXAS, MERCIA. Ocorréncia e caracterizacdo genética de Cryptosporidium spp. em
pombos (Zenaida auriculata) da cidade de Londrina, Parana. 2016. 46f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

O Cryptosporidium é um protozoario que parasita diversas espécies animais incluindo o
homem. Transmitido por via fecal-oral por meio da ingestdo de agua e alimentos
contaminados por oocistos. Existem varias espécies de Cryptosporidium, porém, nas aves as
especies mais comuns sdo Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium baileyi e
Cryptosporidium galli. O pombo Zenaida auriculata, popularmente conhecido como
amargosinha ou pomba-de-bando, é comum em centros urbanos e nas areas rurais, e poderia
atuar como hospedeiro de Cryptosporidium. Este parasita ja foi encontrado em mais de 30
especies de aves no mundo, porém nenhum estudo foi publicado visando detectar esse
protozoario em Z. auriculata. O objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia e
caracterizar geneticamente o Cryptosporidium spp. em pombos da espécie Z. auriculata na
cidade de Londrina, Parand. Para isso, foram capturados 196 pombos, naturalmente infectados
de ambos os sexos, da espécie Z. auriculata em armadilhas tipo arapuca (com iscas), na area
urbana e peri-urbana da cidade de Londrina. Apds a eutanasia dos animais, o trato
gastrintestinal foi retirado e aberto, e o contetdo intestinal foi colhido, armazenado em
microtubos e mantidos em freezer a -20°C até o processamento. Para determinar a ocorréncia
de Cryptosporidium spp. nas fezes foi realizada a n-PCR do gene 18S rRNA. Dos 196 animais
estudados, 30 aves apresentavam-se positivos (15,3%). Destas amostras positivas, 15 foram
sequenciadas e suas espécies determinadas. Sendo que 87,6% (13/15) foi positiva para C.
meleagridis e 13,3% (2/15) para C. galli. Este € o primeiro estudo a descrever a presenca de
Cryptosporidium nas fezes da espécie Z. auriculata. Podemos observar também a relevancia
para saude publica devido ao potencial zoonético do C. meleagridis e o carater sinantropico
de Z. auriculata.

Palavras-chave: Pombos. Nested-PCR. Criptosporidiose. Epidemiologia.



SEIXAS, MERCIA. Occurrence and genetic characterization of Cryptosporidium spp. in
doves (Zenaida auriculata) from Londrina City, Parana State. 2016. 46p. Dissertation
(Master in Animal Science) — State University of Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Cryptosporidium is a protozoa that parasites a large number of animal species including
humans. It is transmitted through fecal-oral route by ingesting water and food contaminated
with oocysts. There are plenty of Cryptosporidium species, however, the most common
species in birds are Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium baileyi and
Cryptosporidium galli. The dove Zenaida auriculata, popularly known as eared dove, is very
common in urban and rural areas, and could act as a host to Cryptosporidium. This parasite
has been already found in more than 30 avian species in the world, but there is no published
study on detection of this protozoa in Z. auriculata. The aim of this work was to verify the
occurrence of Cryptosporidium spp. in naturally infected doves Z. auriculata, trap-captured in
Londrina City, Parana State. For this study, 196 doves of both sexes were trap-captured in
urban and near urban areas of Londrina. After euthanasia, the gastrointestinal tract was taken
and opened, and the intestinal content was collected, stored in microtubes and kept in freezer -
20°C until it was processed. To determine the occurrence of Cryptosporidium spp. in fecal
samples, a n-PCR was performed. From the 196 birds, 30 were positives (15.3%). From this
positive samples, 15 were successfully sequenced and their species were determined. They
resulted in 87.6% (13/15) C. meleagridis and 13.3% (2/15) C. galli. This is the first work to
describe the presence of Cryptosporidium in feces of Z. auriculata. We also note the
importance to public health due to the zoonotic potential of C. meleagridis and synanthropic
character of Z. auriculata.

Keywords: Doves. Nested-PCR. Cryptosporidiosis. Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

Cryptosporidium pertence ao Filo Apicomplexa (LEVINE,1988), Subclasse
Coccidia, Género Cryptosporidium. E um protozoario que parasita mamiferos (incluindo o
homem), répteis, aves, roedores e peixes (MONIS, THOMPSON, 2003). E transmitido por
via fecal — oral, principalmente por meio da ingestdo de dgua ou alimentos contaminados por
oocistos, causando uma infec¢do gastrintestinal (MONIS, THOMPSON, 2003). Estes
protozoarios tém distribuicado mundial e ja foram descritos em 95 paises (RY AN et al., 2014).
Atualmente, ja foram descritas mais de 20 espécies de Cryptosporidium, através de estudos
epidemiologicos e experimentais, no entanto, existem genotipos ndo caracterizados como
espécies (SLAPETA, 2013). A primeira descricdo de Cryptosporidium em aves foi realizada
por Tizzer em 1929, no epitélio de galinhas jovens. A criptosporidiose esta entre as principais
causas de infec¢do parasitaria nas aves domésticas e selvagens, sendo relatada em mais de 30
espécies de aves em todo o mundo (O° DONOGHUE, 1999; FAYER, 2010; RYAN, 2010).
As trés espécies reconhecidas de Cryptosporidium que infectam as aves sao: C. baileyi, C.
galli e C. meleagridis (FAYER, 2010; RYAN, 2010).
O pombo Zenaida auriculata (DES MURS, 1847), é também conhecido no
Brasil de acordo com sua localizagdo geografica, como pomba - de - bando (Sul), amargosa
(Sudeste) ou avoante (Nordeste). Aves desse género apresentam algumas caracteristicas
fisicas que auxiliam em sua identificacdo (Figural) como: dorso pardo; cabega com duas
faixas negras laterais aos olhos; manchas negras na asa bem delimitadas; colora¢ao da cabeca
do macho ¢ azulada e a fémea tom amarronzado; tamanho intermedidrio (aproximadamente
23 cm) e os pés e pernas sdo vermelhos (SICK, 1997). Pertencem a Ordem Columbiformes,
Familia Columbidae ¢ Género Zenaida. Esta ave pode formar bandos durante as migragdes ou
nas colonias onde repousam durante o periodo noturno. Elas ocorrem das Antilhas (América
Central), a Terra do Fogo, (América do Sul), e descontinuamente em todo o territdrio
brasileiro, principalmente em regides abertas como campos de cultivos, margens de florestas,
caatinga, cerrado, podendo ser encontrada no arquipélago de Fernando de Noronha (SOUZA
et al., 2007; SICK, 1997). Na Figura 2 pode-se observar a sua distribuicdo no territério

brasileiro.



Figura 1 — Fotografia de Z. auriculata adulta.

” SN .3 - » & g
Fonte: http://ibc.lynxeds.com/photo/eared-dove-zenaida-auriculata/pomba-de-bando

Figura 2 — Mapa de registro de ocorréncia de pombos Zenaida auriculata de acordo com os biomas brasileiros.

Amazonia
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Mata Atlantica
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Pantanal

Fonte: IBGE.
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Zenaida auriculata alimentam-se geralmente de sementes cultivadas como
graos de trigo, milho, soja, sorgo, amendoim, ¢ no periodo de escassez se alimentam de
plantas silvestres, frutos e residuos alimentares produzidos pelo homem. Em alguns paises da
América do Sul como Brasil, Argentina, Uruguai e Colombia elas sdo consideradas pragas
agricolas, devido aos prejuizos econdomicos (MURTON et al., 1974; CANDIDO JR,2008;
RANVAUD et al., 2001).

Diversas técnicas diagnodsticas sdo empregadas para verificacdo da presenca do
Cryptosporidium nas fezes, dentre elas a técnica de Ziehl-Neelsen modificado, que se baseia na
coloragdo de esfregacos de fezes na qual pode-se detectar oocistos de Cryptosporidium por
microscopia direta. No entanto, os métodos de diagnodstico baseados em microscopia direta,
apresentam baixa sensibilidade quando comparado a outras técnicas de diagndstico, como as
técnicas moleculares, pois requerem pessoal treinado para identificar o protozoario. Além
disso, sua estrutura pode ser confundida com outros patégenos que se coram de maneira
semelhante, como as Cianobactérias. Uppal e colaboradores (2014), compararam a
sensibilidade entre 0 método diagndstico por Ziehl-Neelsen modificado e a Nested-PCR em
amostras diarreicas de pacientes HIV positivos, comprovando que o método biomolecular foi
17,88% mais eficiente no diagnostico em termos de sensibilidade.

Diversas técnicas de biologia molecular sdo utilizadas no diagndstico da
criptosporidiose, dentre elas a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Trata-se de uma
técnica sensivel que permite a identificacdo de espécies e subtipos de Cryptosporidium spp.
sendo importante identificar as vias de transmissdo e os gendtipos de potencial zoonotico
(XIAO, 2010).

O crescimento populacional descontrolado da Z. auriculata, na cidade de
Londrina tem causado preocupagoes relacionadas a transmissao de doengas a saide humana e
animal (SHIBATTA et. al., 2009). A criptosporidiose ¢ uma dessas doencas zoonoticas que
possuem as aves como fonte de infeccdo. Desta forma, estudos relativos a ocorréncia de
Cryptosporidium em Z. auriculata, devem ser realizados para elucidar a importancia dessa

ave em saude publica.
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2 REFERENCIAL TEORICO — CRIPTOSPORIDIOSE NAS AVES

2.1 HISTORICO

O primeiro relato do Cryptosporidium foi feito no ano de 1907 por Ernest
Edward Tyzzer, que descreveu um protozoario frequentemente encontrado nas glandulas
gastricas de ratos de laboratorio, classificando-o como C. muris (TYZZER, 1907). Ainda no
século passado, o mesmo descreveu o ciclo de vida mais detalhado, do C. muris, e sugeriu que
0s esporozoitos eram maturados nas glandulas géstricas, gerando autoinfeccao (TYZZER,
1910). No ano de 1912, Tyzzer encontrou estruturas semelhantes ao C. muris no intestino
delgado de ratos de laboratorio, porém eles eram menores, e observou ainda em infec¢do
experimental na transmissdo entre ratos o parasita sempre se localizava no intestino delgado,
que foi entdo nomeado C. parvum.

O primeiro relato de Cryptosporidium em aves com descrigdo de todos os
estagios de desenvolvimento, foi realizado por Tyzzer no ceco de frangos (TYZZER, 1929).
Posteriormente, uma nova espécie de Cryptosporidium, foi observada em amostras de fezes
diarreicas de perus, corados pelo método Mac. Neal, denominada C. Meleagridis (SLAVIM,
1955).

Cryptosporidium baileyi foi descrito a partir de isolados do parasita
localizado na bursa de Fabricius de galinhas (CURRENT, 1986).

Pavlasek em 1999, descreveu Cryptosporidium galli no proventriculo de
galinhas, sendo este re-descrito, por RYAN e colaboradores (2003), com o auxilio de técnicas
moleculares e dados biologicos.

Os relatos de cryptosporidiose em humanos ocorreram no ano de 1976, em
que uma crianga imunocompetente apresentava quadros de diarreia aguda intermitente, € um
adulto com diarreia persistente que estava sendo tratado com drogas imunossupressoras.
Quadros de cryptosporidiose em humanos comegaram a ter maior importancia com a

disseminacdo do virus HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) (FAYER,2010).
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2.2 CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Cryptosporidium spp. sdo protozoarios pertencentes ao Filo Apicomplexa, Classe
Esporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida, Subordem Eimeriorina,
Familia Cryptosporidiidae (LEVINE, 1984), contendo um tnico género, o Cryptosporidium
(FAYER,1986). Entretanto, apds a realizacdo de analises filogenéticas alguns autores
discordaram dessa classificagdo taxdnomica, pois acreditam que este protozoario tenha mais
afinidade com a Classe Gregarinas do que com os coccideos. Atualmente, ja foram descritas
mais de 20 espécies diferentes de Cryptosporidium. O quadro 1 elucida as espécies
atualmente descritas, e ainda fornece informacdes quanto aos hospedeiros suscetiveis
(incluindo a possibilidade de transmissdo zoondtica), e a localizacdo do parasita dentro do
hospedeiro (SLAPETA, 2013)

As principais diferengas observadas entre o Cryptosporidium e os demais coccideos
sdo: sua localizacdo na célula hospedeira, que ndo € intracelular tipica, porém, forma um
vacuolo parasitoforo extracitoplasmatico com comunicagdo intracelular, desta forma
caracterizado como intracelular-extracitoplasmatico; infecta uma gama extensa de
hospedeiros; resistente a diversos agentes antimicrobianos e também pela ocorréncia da auto-
infeccdo, durante ciclo vital, uma vez que 20% dos oocistos formados apresentam parede fina

que se rompem na luz intestinal e infectam células antes da excrecdo com as fezes

(CARRENO, 1999; CLODE,2015).



Quadro 1 — Espécies de Cryptosporidium atualmente descritas.
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Espécie Hospedeiro/ localizacio Referéncia

C. andersoni Bovinos (AB) Lindsay et al., 2000

C. bovis Bovinos (ID) Fayer et al., 2005

C. ryanae Bovinos (D*) Fayer et al., 2008

C. canis Caninos (ID) Fayer et al., 2001

C. felis Felinos (ID) Iseki, 1987

C. hominis Humanos (ID) Morgan-Ryan et al., 2002
Camundongos, Bovinos e

C. parvum Humanos (ID) Tizzer, 1912

C. viatorum Humanos (D*) Elwin et al., 2012

C. ubiquitum Ruminantes, Humanos (ID) Fayer et al., 2010

C. meleagridis  Aves e Humanos (ID) Slavim, 1955

C. baileyi Aves (B, TR, C) Current et al., 1986

C. galli Aves (P) Pavlasec, 1999; Ryan, 2003

C. suis Suinos (ID, IG) Ryan et al., 2004

C. muris Roedores (E) Tizzer, 1910

C. wrairi Cobaio (Cavia porcelus) (ID) Vetterling et al., 1971

C. serpentis Lagartos e Serpentes (E) Brownstein et al.,1977; Levine, 1980

C. saurophilum Lagartos (E, ID) Koudela & Modry, 1998

Alvarez - Pellietro et al., 2004 & Sitja-

C. molnari Peixes (E) Bobadilla, 2002

C. xiaoi Ovinos (D*) Fayer e Santin, 2009

C. cuniculis Coclhos (D¥) Robson et al., 2010
Canguru vermelho (macropus

C. fayeri rufus) Ryan et al., 2008

Localizacdo do parasita no hospedeiro: A- Abomaso; B- bursa de Fabricius; C-cloaca; D*-desconhecido; ID-
intestino delgado; IG- intestino grosso; P- Proventriculo. (Adaptado de XIAO 2004; SMITH et al.,2007 ; RYAN
et al., 2014).

2.3 CICcLO BIOLOGICO

Protozoarios do género Cryptosporidium sdo patdégenos que infectam e se
desenvolvem nas microvilosidades das células epiteliais dos tratos gastrointestinal,
respiratorio e urinario, sendo que o sitio de predilecdo varia de acordo com a espécie do
Cryptosporidium (GOODWIN, 1989; SMITH,2007).

Os oocistos esporulados podem ser eliminados nas fezes ou diretamente do
trato respiratorio de um hospedeiro infectado, por meio da contaminagdo ambiental, pela dgua
(de consumo ou recreacdo), alimentos e fomites. Os oocistos podem ser ingeridos ou inalados
por hospedeiros susceptiveis, nos quais ocorre a excistagao e liberacdo de quatro esporozoitos,
e estes vao se aderir na superficie das células epiteliais dos tratos gastrointestinal e
respiratorio, onde serdo englobados pelas microvilosidades formando um vacuolo parasitoforo

(localizagdo intracelular e extracitoplasmatica). Ocorrendo assim a diferenciacdo dos
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esporozoitos em trofozoitos, iniciando um processo de reprodugdo assexuada, a merogonia
(GOODWIN,1989; SRETER, VARGA 1999; SMITH,2007).

Durante a merogonia ¢ originado os merontes tipo I, com oito merozoitos
em seu interior. Estes merozoitos sdo capazes de infectar novas células e originar os merontes
tipo II, contendo quatro merozoitos em seu interior. Merozoitos de segunda ou terceira
geracdo se diferenciam em estagios sexuais, microgametdcitos e macrogametocitos
(SMITH,2007).

Ap6s a fecundagdao dos macrogametocitos pelos microgametocitos, ocorre o
desenvolvimento dos oocistos, com quatro esporozoitos no seu interior, este vai se diferenciar
em dois tipos de oocistos, sendo eles oocistos de parede fina (20%) e (80%) de parede
espessa. Os oocistos de parede fina excistam no trato gastrointestinal ou respiratorio, onde
pode se iniciar o ciclo de autoinfeccao. Os oocistos de parede espessa sdo eliminados nas
fezes na forma infectante, sendo estes altamente resistentes em condigdes ambientais
(GOODWIN,1989; SRETER, VARGA 1999; SMITH,2007).

O ciclo de vida do C. baileyi possui um terceiro tipo de meronte, 0 meronte
tipo III, e seus merozoitos vao penetrar enterocitos e se desenvolvem em estagios sexuais

(FAYER, 1986; GOODWIN, 1989).

2.4 ESPECIE EM AVES

Atualmente as trés espécies reconhecidas de Cryptosporidium que infectam
as aves sdo: C. baileyi, C. galli e C. meleagridis (RYAN, 2010).

C. meleagridis, foi descrito por SLAVIN (1955), apds ser encontrado
diferentes estagios de desenvolvimento no intestino delgado de perus, e tem sido encontrado
parasitando diversas aves e mamiferos (SRETER, VARGA 2000). Os oocistos sdo ovalados,
medem aproximadamente 4,5x4,0 um, ndo sendo possivel sua diferenciagdo morfométrica
com o Cryptosporidium parvum (XIAO et al,2004). Analises moleculares em isolados de
perus e um papagaio, baseados nos genes SSU rRNA, HSP70, COWP, e actina,
demonstraram a singularidade genética do C. meleagridis (XIAO et al,2004). Estudos
utilizando a infecgdo experimental, tem demonstrado a capacidade dos oocistos C.
meleagridis em infectar frangos, patos, perus, bezerros, suinos, coelhos e ratos (AKYOSHI et
al.,2003; SILVERLAS et al.,2012).

O C. meleagridis ¢ considerado o terceiro Cryptosporidium mais comum a
causar infeccdo em seres humanos (XIAO et al,2004; XIAO et al.,2012; SILVERLAS et al.,
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2012). Em alguns paises como a Tailandia e Peru, ele ¢ o responsavel por 10% a 20 % das
infecgoes de Cryptosporidium em humanos (WANG et al.,2014). Estudos realizados em uma
propriedade rural na Suécia comprovaram a transmissdo zoondtica de C. meleagridis, por
meio da comparagdo de andlises filogenéticas, a partir de trés amostras de galinha e uma de
ser humano, onde as quatro amostras analisadas foram idénticas (SILVERLAS et al., 2012).
Em um estudo realizado por Akyoshi e colaboradores foi possivel observar que a taxa de
infectividade e a viruléncia do C. meleagridis de isolados de humanos, em mamiferos foi
semelhante as taxas C. parvum sendo capaz de infectar camundongos, suinos € bovinos
(AKYOSHI et al.,2003).

C.baileyi ¢ a espécie de Cryptosporidium mais comum em aves, sendo
descrita em uma gama de hospedeiros (RYAN et al.,2010). Os oocistos medem
aproximadamente 6,2 x 4,6 um, sendo eles maiores e mais alongados que o C. meleagridis
(XTAO et al, 2004). Altas taxas de morbidade e mortalidade sdo frequentes em infec¢des
respiratorias em frangos de corte, principalmente em animais jovens (RYAN et al., 2010).

C. galli foi descrito pela primeira vez por Pavlasek (1999), porém com o
auxilio de dados moleculares e biologicos foi re-descrito posteriormente (Ryan et al., 2003).
Os oocistos sao maiores do que os de outras espécies medindo aproximadamente 8,25x 6,3
um (XIAO et al,2004). Estes infectam o proventriculo de uma grande variedade de
hospedeiros, entre eles galinha, calopsita e curid (RYAN et al., 2003). Esta espécie pode ter
sido em descoberta em 1990, no proventriculo, de um “Finch firetail” (diamante australiano)
que apresentava quadro de diarreia aguda, e foi denominado Cryptosporidium blagburn para
espécies infectantes de passaros. Porém analises moleculares recentes do SSU rRNA, HSP70
e actina loci revelou que C. galli e C. blagburn s3o a mesmas espécies (RYAN ET AL.,
2010).

Além das trés espécies reconhecidas de Cryptosporidium nas aves, C.
meleagridis, C. galli e C. baileyi, novos gen6tipos foram encontrados em diversas espécies de
aves, incluindo patos, gansos e avestruz (RYAN et al., 2003; NG et al., 2006; RYAN, 2010;
FAYER 2010).
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2.5 PATOLOGIA E SINAIS CLINICOS EM AVES

A presenga do Cryptosporidium no trato gastrointestinal pode causar
diarreia, distensdo abdominal e gases pelo acimulo de conteudo intestinal, letargia e
diminui¢do do ganho de peso corporal. No entanto, na maioria dos individuos as infec¢des sao
assintomaticas (SMITH, 2007). Em casos clinicos, a patogénese da criptosporidiose ¢
relacionada a invasdo e a lise dos enterocitos, hipertrofia das células das criptas intestinais,
com infiltragdo de células inflamatorias, atrofia das microvilosidades e das vilosidades
(SRETER, VARGA, 1999). Em individuos imunodeficientes a infec¢io ¢ frequentemente
cronica e eventualmente pode ser letal (XIAO, 2004).

A infec¢ao por C. baileyi pode resultar em hiperplasia ou hipertrofia de
células epiteliais da Bursa de Fabricius, causando imunossupressdo € um aumento da
mortalidade em frangos (SRETER; Varga 2000; XIAO, 2004).

A doenga respiratoria pode ser causada pelo C. meleagridis, porém ¢
frequentemente associada ao C. baileyi, e pode ser observada em duas formas: a mais
frequente ¢ a forma mais grave, sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade
em aves. Os sinais clinicos consistem em sinusite, depressdo, tosse, espirros, dispneia,
acimulo de muco nas cavidades ocular e nasal, traqueia pulmdes e sacos aéreos. Nas aves
afetadas severamente ¢ possivel observar a presenga de exsudato mucocelular no Ilimen dos
orgdos do trato respiratorio, hepatomegalia ¢ espleonomegalia (SRETER, VARGA, 1999;
XIAO, 2004). O C. baileyi no trato urinario pode levar quadro clinico inaparente, e durante a

necropsia ¢ possivel observar hiperplasia das células do epitélio renal e nefrite purulenta

(XIAO, 2004).

2.6 POTENCIAL ZOONOTICO

Cinco espécies de Cryptosporidium sdo consideradas as principais

responsaveis pelas infecgdes em seres humanos: C. parvum, C. hominis, C. meleagridis, C.

canis e C. felis (XIAO et al., 2004; RYAN et al., 2015). C. meleagridis tem uma ampla gama

de hospedeiros, € a terceira espécie mais prevalente em humanos, sendo o agente responsavel
por 10% a 20 % dos casos de criptosporidiose em humanos (SILVERLAS et al.,2012).

Cryptosporidium ¢ de ocorréncia mundial, sendo considerado como uma das

principais causas de diarreia em criangas e em individuos infectados com o virus do HIV

(MBAE et.al, 2015). Em criangas, a diarreia ¢ aguda, e em individuos imunossuprimidos pelo
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virus HIV ou em individuos severamente desnutridos ela ¢ cronica (CARVALHO-COSTA et
al., 2007).

Um estudo em uma propriedade rural na Suécia comprovou através da
analise da sequéncia do gene SSU e HSP70 a transmissdao zoonotica do C. meleagridis de
galinhas a um ser humano (SILVERLAS et al 2012).

Diversos surtos tém sido relatados em seres humanos, tendo como principal
fonte de infecgdo, a agua (XIAO et al., 2004; RYAN et al.,2015). Isto pode ser explicado pela
resisténcia dos oocistos nas etapas de tratamento, pequeno tamanho do oocisto, elevado
niamero de oocistos excretados por hospedeiros infectados, baixa dose necessaria para a
infecgdo, a reducdo ou auséncia de especificidade de hospedeiro. Aguas residuais e de
escoamento de industrias que manipulam produtos de origem animal, propriedades
agropecuarias, assim como animais domésticos e selvagens, passaros ou mamiferos, podem
contaminar a 4gua de consumo humano e serem consideradas fontes de infeccdo do parasita

ao homem (O'DONOGHUE, 1995; CURRENT; GARCIA, 1991; KARANIS et al., 2007).

2.7. CONSIDERACOES FINAIS

Nenhum estudo relativo a ocorréncia de Cryptosporidium em Z. auriculata foi
realizado até o presente momento. A criptosporidiose ¢ uma doenga zoonoética, que possui as
aves como fonte de infec¢do. Com o advento das técnicas de biologia molecular, inimeras
possibilidades de analises tornaram-se possiveis, o que era impossivel por meio de andlises
morfo-métricas de oocistos. Através da andlise de sequéncias de nucleotideos ¢ possivel
determinar a espécie do parasito encontrado e inferir se ele podera ou ndo causar a infecgao

numa determinada espécie.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a ocorréncia e caracterizar geneticamente o Cryptosporidium spp.

em pombos da espécie Z. auriculata, capturados na cidade de Londrina, Parana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar as espécies de Cryptosporidium a partir do sequenciamento genético das

amostras positivas.
Determinar a filogenia com as sequéncias obtidas e comparar com outros

1solados caracterizados no GenBank.
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4 ARTIGO - OCORRENCIA E CARACTERIZACAO GENETICA DE
CRYPTOSPORIDIUM SPP EM POMBOS (ZENAIDA AURICULATA) DO MUNICIPIO
DE LONDRINA, PARANA.

4.1 RESUMO

Cryptosporidium ¢ um protozoario que parasita diversas espécies incluindo o homem.
Existem varias espécies de Cryptosporidium, porém, nas aves as espécies mais comuns sao
Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium baileyi e Cryptosporidium galli. O objetivo
deste estudo foi verificar a ocorréncia de Cryptosporidium spp em pombos da espécie Zenaida
auriculata naturalmente infectados, capturados no municipio de Londrina, Parana. Para isso,
foram capturados 198 pombos de ambos os sexos da espécie Z. auriculata em armadilhas, na
zona urbana, e zona rural de Londrina. Para detec¢do de Cryptosporidium spp. nas fezes a
Nested — PCR foi realizada. Dos 198 animais estudados, 30 animais apresentavam-se
positivos (15,1%) e outros 168 negativos (84,9%) na n-PCR. Destas amostras positivas 15
foram sequenciadas e suas espécies determinadas. A maioria das amostras foi positiva para C.
meleagridis (13/15 ou 86,7%) e 2/15 (13,3%) C. galli. A presenca de amostras positivas para
C. meleagridis ¢ C. galli ressalta a importancia deste trabalho, pois até o0 momento este é o
primeiro a descrever a presenca de Cryptosporidium nas fezes da espécie Z. auriculata.
Podemos observar também a relevancia para saude publica devido ao potencial zoondtico do
C. meleagridis e o carater sinantrépico de Z. auriculata.

Palavras-chave: Pombos, Epidemiologia, Criptosporidiose, Apicomplexa

ARTICLE - OCCURRENCE AND GENETIC CHARACTERIZATION OF
CRYPTOSPORIDIUM SPP IN DOVES (ZENAIDA AURICULATA) FROM LONDRINA
CITY, PARANA STATE.

4.2 ABSTRACT

Cryptosporidium is a protozoan parasite with wide range hosts, including man. There are
several species of Cryptosporidium, however the only species in birds are Cryptosporidium
meleagridis, Cryptosporidium baileyi and Cryptosporidium galli. The aim of the present
study was to verify the occurrence of Cryptosporidium spp in dove species (Zenaida
auriculata), naturally infected, trap captured in Londrina, Parana State. For this, 196 animals
of both sexes were obtained. For the detection of Cryptosporidium spp. in feces, a Nested -
PCR was performed. Thirty animals (15.3%) were considered positive in n-PCR. From
positive, the samples 15 were successfully sequenced and their species were determined. Most
samples were positive for C. meleagridis 13/15 (86.7%) and 2/15 (13.3%) C. galli. The
presence of positive samples for C. meleagridis and C. galli emphasize the importance of this
work, because so far this is the first study to describe the presence of Cryptosporidium in
feces of Z. auriculata. We also note the importance to public health due to the zoonotic
potential of C. meleagridis and synanthropic character of Z. auriculata.

Keywords: Pigeons, Nested-PCR, Cryptosporidiosis, Eared dove



29

4.3 INTRODUCAO

Cryptosporidium é um protozoario que parasita mamiferos, incluindo o
homem, répteis, aves, roedores e peixes (MONIS, THOMPSON, 2003). E transmitido por via
fecal — oral, por meio da ingestdo de dgua ou alimentos contaminados por oocistos, causando
uma infec¢do gastrintestinal (MONIS, THOMPSON, 2003).

Este protozoario tem distribuicdo mundial e ja foi descrito em 95 paises
(FAYER et al.,1998). A primeira descricdo de Cryptosporidium em aves foi realizada por
Tizzer em 1929, no epitélio de galinhas jovens (SRETER ,1999). Nas aves domésticas e
selvagens a criptosporidiose esta entre as principais causas de infeccao parasitaria, sendo
relatada em mais de 30 espécies de aves em todo o mundo (O° DONOGHUE, 1999; FAYER,
2010; RYAN, 2010). A criptosporidiose nas aves pode se manifestar com sinais clinicos
entéricos, respiratorios ou renais (RY AN, 2010), sendo que em caso de surto o mais comum ¢
que apenas uma forma da doenca se manifeste (LINDSAY E BLAGBURN,1990). As trés
espécies reconhecidas de Cryptosporidium que possuem as aves como hospedeiro definitivo
sdo: C. baileyi, C. galli e C. meleagridis (RYAN,2010).

O Cryptosporidium ¢ considerado uma das principais causas de diarreia em
criangas e em individuos infectados com o virus do HIV (MBAE et.al, 2015). Cinco espécies
de Cryptosporidium sdo consideradas as principais responsaveis pelas infec¢des em seres
humanos: C. parvum, C. hominis, C. meleagridis, C. canis e C. felis (XIAO et al., 2004;
RYAN et al., 2015). C. meleagridis, é a unica espécie de Cryptosporidium conhecido por
infectar aves e mamiferos e ¢ responsavel por aproximadamente 10% da criptosporidiose
humana em algumas areas do Peru e Tailandia (WANG et al., 2014b).

O pombo Zenaida auriculata, popularmente conhecido como amargosinha
ou pomba-de-bando, comum em centros urbanos e nas areas rurais, poderia atuar como
hospedeiro de Cryptosporidium ou como transportador mecanico de oocistos (Nakamura et al,
2009; QUAH et al, 2011). Em Londrina o crescimento populacional descontrolado desta ave
tem causado preocupagdes relacionadas a transmissao de doengas a saide humana e animal
(SHIBATTA et. al., 2009).

Diversas técnicas de biologia molecular sdo utilizadas no diagnostico da
criptosporidiose, dentre elas a Reagdo de Polimerase em Cadeia (PCR). Trata-se de uma técnica
especifica que permite a identificacdo de espécies e subtipos de Cryptosporidium spp. sendo

importante identificar as vias de transmissao e os gendtipos de potencial zoonotico (XIAO, 2010).
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O objetivo deste estudo foi caracterizar molecularmente a infeccdo por
Cryptosporidium spp. em pombos da espécie Z. auriculata , capturados na cidade de

Londrina, Parana.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Local e populacao de estudo

O municipio de Londrina localiza-se no norte do Estado do Parana, a 369
km da capital Curitiba, situado entre 23°08“47" e 23°55“46" Sul e entre 28 50°52°23" e
51°19*11" Oeste (IBGE, 2010).

Um total de 196 pombos de ambos os sexos da espécie Zenaida auriculata
em armadilhas tipo arapuca (com iscas), sendo que todos os animais capturados foram
utilizados, no periodo de setembro de 2010 a junho de 2014. As aves foram capturadas em
quatro regides da cidade: 137 aves em uma industria receptora de graos, 35 campus da
Universidade Estadual de Londrina, 15 em uma fazenda de gado leiteiro na regido peri-urbana
e 9 em uma cooperativa receptora de graos. O presente estudo encontra-se aprovado no

IBAMA SISBIO N. 16428-1 e no CEEA (UEL) N. 70//2008.

4.4.2 Coleta de amostras

Os animais capturados foram eutanasiados em camara de CO2. O trato
gastrointestinal foi retirado, aberto e o conteudo intestinal foi coletado, armazenado em

microtubos e mantidos em freezer a -20°C até o momento da extragdo de DNA.

4.4.3 Extragao de DNA

Para a realizacdo da extracdo de DNA, as fezes foram submetidas a trés
ciclos de congelamento/descongelamento, as amostras foram congeladas a -80°C e aquecidas
30°C em banho seco, e em seguida, para cada 50ul de fezes da amostra foi adicionado 1mL
Tris — EDTA (TE). Este contetido foi centrifugado (4000xg durante 15 minutos). O
sobrenadante foi descartado e o sedimento formado na centrifugacdo foi submetido a extragdo

com Kit comercial Nucleospin Tissue® Macherey - Nagel.



31
4.4.4 Protocolo de Reagdo Em Cadeia Da Polimerase (PCR)
Os produtos da extragdo foram submetidos a técnica de Nested — PCR do

gene 18S rRNA em triplicata, utilizando-se de primers especificos para género

Cryptosporidium, segundo XIAO et al. (1999). Na primeira reacdo, os seguintes primers

foram utilizados: Fwl: TTCTAGAGCTAATACATGCG e Rv2:
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA. Na segunda reacdo, os primers continham as seguintes
sequéncias: Fw3: GGAAGGGTTGTATTTATTAGAT e Rv4:

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA. Apos a amplificacao da segunda reacdao para obtengdao
de um fragmento de 825pb do DNA do Cryptosporidium spp.

As reagoes foram realizadas em um volume de 25 pl contendo: 1 x PCR
buffer, 2,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de DNTP, 0,2 uM de cada primer, 2 U de Platinum Taq
(Invitrogen®), 2,5 ul de DNA e H,O mili-Q estéril.

Na primeira e segunda reacdo, os mesmos ciclos de tempo e temperatura
foram utilizados: Incubagdo inicial 95°C por 5 minutos, desnaturacdo 94°C por 45 segundos,
anelamento 55°C por 45 segundos, sintese 72°C por 1 minuto e extensao final 72°C por 5
minutos. A desnaturacdo, anelamento e sintese repetem - se 34 vezes antes do passo de
extensdo final.

A visualizagdo do resultado da PCR foi feita em gel de agarose a 1,5%,
corado com SYBR® Safe (DNA Gel Stain; Invitrogen, Brasil), e visualizado por luz
ultravioleta e fotodocumentados usando o programa LPix Imagem ST (Loccus

Biotecnologia).

4.4.5 Sequenciamento Genético e Arvore filogenética

Os Amplicons sintetizados durante a Nested-PCR foram submetidos a
purificagdo por meio do kit comercial QIAquick gel extraction kit (Invitrogen). Apds a
purificacdo, foram submetidos ao sequenciamento genético utilizando o kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applyed Biosystems, Foster City, CA, USA), através
do ABI3730x] Genetic Analyzer (Applyed Biosystems, Foster City, CA, USA).

Os dados obtidos apds o sequenciamento permitiram comparagdes entre
amplicons complementares de uma mesma amostra, o que permitiu a construgdo de
sequencias consensus que foram comparadas com sequencias depositadas no GenBank por

meio do programa Blastn, para determinacao de espécies.
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O alinhamento das sequéncias foi realizado no software Bioedit Sequence
Aligment Editor 7.2.5, incluindo amostras de referéncia para os parasitos C. meleagridis
(AF180339.1), C. galli (GU734647.1), C. baileyi (AJ276096.2) e Eimeria tenella
(DQ640011.1).

Por meio dos consensus, com a utilizacdo do software MEGA6 (TAMURA
et al., 2013), foi construida a arvore filogenética comparando os isolados obtidos e outros
isolados cujas sequéncias estdo depositadas no GenBank. Os parametros utilizados para a
construg¢do da arvore filogenética foi Kimura 2- parametros da distancia (KIMURA, 1980).
As analises estatisticas de arvores filogenéticas foram determinadas pelo método bootstrap

em 1000 repeticdes.

4.4.6 Analise Estatistica

Os resultados foram comparados de acordo com as variaveis sexo e local de
captura utilizando o teste de qui-quadrado com intervalo de confianga de 95%, utilizando o

Programa OpenEpi 3.03a. Um p < 0,05 foi considerado significativo.

4.5 RESULTADOS

Dos 196 animais analisados, 30 (15,3%) foram positivos na n-PCR. Todas
as amostras positivas na PCR, 30/198 (15,1%), foram enviadas para o sequenciamento, porém
quinze delas ndo foram sequenciadas devido a baixa qualidade do DNA. As outras quinze
foram sequenciadas e suas espécies determinadas. Treze amostras (87%) foram positivas para
C. meleagridis e duas (13%) para C. galli.

As andlises filogenéticas (Figura 3) das sequencias consensus obtidas neste
estudo concordaram com resultados obtidos nas comparacdes com a ferramenta Blastn. Foram
encontrados dois grupamentos de espécies que podem ser observados na tabela 1, sendo que
13 amostras se agruparam com a sequéncia padrdo C. meleagridis (AF180339.1), com
similaridade genética de 99% a 100%, 2 amostras se agruparam com C. galli (GU734647.1),
com 99% de similaridade e nenhuma com C. baileyi (AJ276096.2).
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Figura 3 — Arvore filogenética de sequéncias do gene 18S rRNA de Cryptosporidium de aves da espécie
Zenaida Auriculata deste estudo e de outras espécies de Cryptosporidium disponiveis no GenBank.
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PB110C
PB80C
PB183C
100 | PB97C
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98 PB192C
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100 \{ PB87C
69 ' PB103C
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0.02

Tabela 1 — Avaliagdo do grau de similaridade das amostras obtidas neste estudo comparadas com sequencias
previamente depositadas no GenBank.

Numero de
Animal Descricao Query cover Identidade acesso*

Pombo 48 C. meleagridis 100% 100% KT151551.1
Pombo 74 C. meleagridis 100% 100% KT151551.1
Pombo 80 C. meleagridis 100% 100% KT151551.1
Pombo 87 C. galli 100% 99% KT151553.1
Pombo 91 C. meleagridis 100% 100% KT151551.1
Pombo 97 C meleagridis 100% 99% KT151551.1
Pombo 98 C meleagridis 100% 99% KT151551.1
Pombo 103 C. galli 100% 99% KT151553.1
Pombo 109 C. meleagridis 100% 100% KT151551.1
Pombo 110 C. meleagridis 100% 100% KT151551.1
Pombo 183 C. meleagridis 100% 100% KT151551.1
Pombo 188 C. meleagridis 100% 100% KT151551.1
Pombo 190 C meleagridis 100% 99% KT151551.1
Pombo 192 C. meleagridis 100% 100% KT151551.1
Pombo 236 C. meleagridis 100% 99% KT151551.1

*Numero de acesso das sequencias no GenBank.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_952952016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/952952016?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D8JXA91T01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/952952016?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D8JXA91T01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/952952016?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D8JXA91T01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/952952016?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D8JXA91T01R
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Os resultados da ocorréncia de Cryptosporidium spp. associada com os
locais de captura das aves, estdo apresentados na tabela 2. Observou-se uma positividade de
69,9% na cooperativa 1, 17,86% no Campus da Universidade Estadual de Londrina, 7,65 %
em uma pequena propriedade de leite, e na Cooperativa 2 ndo foram verificados animais
positivos (0%). Nao houve diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao

local de captura dos animais e positividade para Cryptosporidium spp.

Tabela 2 — Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em pombos (Zenaida auriculata) segundo os locais de captura,
Londrina/PR, de setembro de 2010 até junho de 2014.

N POS % NEG % X? p
Coop.1 137 26 69,90 111 56,63265 5,581 0.1339
UEL 35 2 17,86 33 16,83673
Leite 15 2 7,65 13 6,632653
Coop.2 9 0 0,00 9 4,591837
Total 196 30 166

N — Numero de animais; POS- Positivos; NEG- Negativos; X* ~Analise de qui-quadrado

Foi observado que ha um numero maior de fémeas da espécie Zenaida
auriculata em relagdo a presenga de machos desta mesma espécie nos locais de captura,
porém esta diferenga nao foi estatisticamente significativa (p<0,05), estes resultados sao
demonstrados na tabela 3.

Tabela 3 — Presenca de machos e fémeas de pombos (Zenaida auriculata) em diferentes locais de captura, em
Londrina/PR, de setembro de 2010 até junho de 2014.

M %local  %total F %local  %total Total X2 p
Coop.1 70 51,09 35,71 67 48,91 34,18 137 4,354  0.2257
UEL 11 31,43 5,61 24 68,57 12,24 35
Leite 7 46,67 3,57 8 53,33 4,08 15
Coop.2 4 44,44 2,04 5 55,56 2,55 9
Total 92 46,94 104 53,06 196

N — Nimero de animais; M- Machos; F- Fémeas; % local- local de captura; X*> - Analise de qui-quadrado

Dos 196 animais analisados, 30 (15,3%) foram positivos na n-PCR. Destes
animais, 10 s3o machos e 20 fémeas, a positividade de Cryptosporidium separadas por locais de
captura estdo detalhados na tabela 4. Foi encontrado um maior nimero de machos e fémeas positivas
na Cooperativa, pois este foi o local onde houve o maior niimero capturas (137 pombos), isso
provavelmente esta associado ao fato desta cooperativa atuar como beneficiadora de graos

disponibilizando grande oferta de alimentos para 0S animais.



Tabela 4 - Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em pombos (Zenaida auriculata) segundo o sexo e os diferentes locais de captura, em Londrina/PR, de setembro de 2010 até
junho de 2014.

N POS %local %total POS %local %total NEG %local %total NEG %local %total X* p

M F M F
UEL 35 0 0,00 0,00 2 571 1,02 15 42,86 21,87 27 77,14 13,78 - -
Coop.1 137 9 6,57 3,35 17 12,41 8,67 61 44,53 22,72 50 36,50 25,51
Leite 15 1 6,67 3,40 1 6,67 0,51 6 40,00 20,41 7 46,67 3,57
Coop.2 9 0 0,00 0,00 0 0,00 0,00 4 44,44 22,68 5 55,56 2,55
Total 196 10 5,10 20 10,20 82 41,84 89 45,41

N — Numero de animais; POS- Positivos; NEG- Negativos; M- Machos; F- Fémeas; % local- local de captura; X? " Analise de qui-quadrado

[
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4.6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou pela primeira vez a ocorréncia de
Cryptosporidium nas fezes de pombos Z. auriculata, pois os demais estudos encontrados na
literatura, apresentam resultados para Cryptosporidium, porém pesquisados em outras
espécies de aves.

Estudo realizado com aves domésticas comercias e silvestres de vida livre e
cativeiro, por meio da técnica n-PCR, apds o isolamento e caracterizacdo genética observou
nove amostras positivas para C. galli, uma Genoétipo 1, doze para Genoétipo 11 e cinco para
genotipo III, com prevaléncia de 6,3% (27/430) de Cryptosporidium spp. nas amostras fecais
(NG et al., 2006). O presente estudo obteve resultado semelhante ao sequenciar C. galli nas
fezes de Zenaida auriculata, essa similaridade pode ser justificada pelo fato desta espécie de
Cryptosporidium ser comum em aves.

Nakamura et al, (2009) em levantamento epidemioldégico da
criptosporidiose em aves (galinha doméstica e diferentes espécies de aves silvestres) mantidas
em cativeiro no Brasil de varias regides geograficas, por meio da técnica de PCR,
encontraram prevaléncia de 4,86% (47/966). Ao realizarem um segundo levantamento
epidemioldgico da criptosporidiose somente em aves silvestres, utilizando a mesma técnica de
diagnostico, observaram prevaléncia de 10,13% (104/1027) (Nakamura et al., 2014). Os
resultados obtidos por este autor em ambos os estudos supracitados diferem dos encontrados
no presente trabalho provavelmente por diferengas de habitos comportamentais e alimentares
entre Passeriformes, Psitaciformes e Galiformes e¢ Columbiformes estudados em nosso
trabalho.

Em trabalho semelhante com aves silvestres mantidas em cativeiro Seva et
al. (2010), por meio de exames coproparasitologicos, observaram a prevaléncia de 8,64%
(41/474) de Cryptosporidium spp. As amostras positivas nos coproparasitologicos foram
submetidas a técnica de PCR, sendo 40 amostras positivas. Destas 30 amostras foram
sequenciadas, sendo 96,66 (29/30) positiva C. galli e 3,34% (1/30) C. baileyi.

Wang et al, (2010) ao utilizar amostras de frangos de corte, galinha
poedeira e patos em Pequim, China, avaliaram 2579 amostras de fezes, sendo 8 granjas de
patos e 46 de galinhas poedeiras e frangos de corte. Apos a andlise genética foi observado
uma positividade de C. baileyi em 15 propriedades de frangos e em 4 propriedades de patos, e

uma positividade de C. meleagridis em 3 propriedades de frangos .
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Quah et al. (2011) registraram prevaléncia de 10% (9/90) para
Cryptosporidium spp. em amostras fezes de 37 espécies de aves no Zoologico Nacional de
Kuala Lumpur na Malasia.

Na Argélia, Baroudi et al. (2013) por meio técnico de n-PCR encontraram uma
prevaléncia de 34% (26/90) de Cryptosporidium em amostras de fezes diarreicas de frangos
de corte e 44% (25/57) em perus. Apds a caracterizagdo genotipica observou-se 51 amostras
positivas de perus e galinhas para C. meleagridis, 5 amostras de C. baileyi e uma amostras de
frango de corte apresentou coinfec¢do dessas espécies.

Wang et al. (2014a) em estudo realizado em sete regides de uma provincia na
China, analisando 385 amostras de fezes de frango de corte coletadas diretamente das
bandejas das gaiolas, observaram positividade de 9,9 % (38/385) por meio da técnica de n-
PCR, com taxa de infec¢cdo das diferentes regides variando de 2,3 % a 16,9%. Apos analise
genética foi observado positividade de 86,8 % (33/38) de C. baileyi em todas as regides, 5,3%
(2/38) de C. meleagridis e 7,9% (3/38) Gendtipo II aviario.

Li et al. (2015), avaliaram a prevaléncia de Cryptosporidium em pombos
doméstico, foram analisadas 244 amostras de quatro propriedades distintas de quatro regides
de uma provincia no Sul da China. Por se tratar de propriedades comerciais os animais eram
mantidos em gaiolas em grupos de trés animais. A prevaléncia global de infeccao por
Cryptosporidium spp. em pombos por meio da técnica de n-PCR foi 0,82 % (2/244).
Semelhante ao nosso estudo apds andlises genéticas foram encontradas duas espécies sendo C.
baileyi e C. meleagridis. A diferenca da prevaléncia observada provavelmente se deve ao fato
dos animais analisados no presente estudo serem animais de vida livre, apresentando hébitos
alimentares distintos dos mantidos em cativeiro.

O presente trabalho observou C. meleagridis em 13 amostras do
sequenciamento. Esta espécie de Cryptosporidium ¢é considerada uma das principais
responsaveis pelas infec¢des em seres humanos assim como C. parvum, C. hominis C. canis e
C. felis (XIAO et al., 2004; RYAN et al., 2015). C. meleagridis tem uma ampla gama de
hospedeiros, € a terceira espécie mais prevalente em humanos, sendo o agente responsavel por
10% a 20 % dos casos de criptosporidiose em humanos (SILVERLAS et al.,2012; WANG et
al., 2014b).

Estudos realizados em uma propriedade rural na Suécia comprovou a
transmissao zoonotica de C. meleagridis, por meio da comparagdo de analises filogenéticas, a

partir de trés amostras de galinha e uma de ser humano, onde as quatro amostras analisadas



38

foram idénticas (SILVERLAS et al., 2012). Desta forma as fezes de Zenaida auriculata pode
representar um potencial zoonotico dentro da cadeia de transmissdo da criptosporidiose

humana.

4.7 CONCLUSAO

A presenga de amostras positivas para Cryptosporidium spp. identificadas
como C. meleagridis e C. galli em nosso trabalho, ressalta a importancia do mesmo, pois até o
momento este ¢ o primeiro a relatar a presenga de Cryptosporidium spp. nas fezes da espécie
Z. auriculata através da técnica de PCR.

Podemos observar a relevancia para saude publica devido ao potencial
zoonotico do C. meleagridis e o carater sinantropico de Z. auriculata. Esta espécie de ave
serve como importante indicador biologico, ressaltando a importancia dos estudos de

monitoramento e ocorréncia de diferentes parasitas com potencial zoondtico nesta espécie.
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Universidade "

‘T’ Estadual de Londrina PARANA

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

QF CIRC. CEEA N° 70/2008 Londnna, 10 de setembro de 2008
Prezado Pesquisador

O CEEA/UEL, reumido aos 09 de setembro do ano corrente, avaliou o
projeto de pesquisa intitulado "Caracterizacio genética de isolados de Toxoplasma
gondii de pombas (Zenaida auriculata) do municipio de Londrina, Parana” , registrado
no CEEA sob o n° 35/08. desenvolvido sob sua responsabilidade, julgando-o aprovado para
execugdo por entender que os principios €ticos postulados pelo Colégio Brasileiro de
Expenmentagio Animal estdo respeitados.

Serdo utilizados 384 pombos capturados em pragas publicas do municipio de
Londrina e 768 camundongos adultos procedentes do Biotério central da UEL

Tendo em vista o grande nimero de pombos capturados e o ineditismo ¢ a
complexidade desse procedimento, o CEEA/UEL sugere que outras investigagoes
relevantes sejam realizadas aproveitando material biologico colhido desses animais.

Cumpre orientar que caso se pretendam quaisquer alteragdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagio do CEEA/UEL
anteriormente a execugio das modificagdes

Sem mais para o momento, subscrevo-me.

Cordialmente,

Prof. Dré &:&;RO th%r Lisboa
en

ador do CEEA/UEL

limo. Sr.

Prof. Dr. Jodio Luis Garcia

Coordenador do Projeto
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizaglo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica
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