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Resumo



Infecgdes parasitarias estdo entre os problemas sanitdrios comuns que acometem aves em
todo mundo. A identificacdo de Cryptosporidium spp., Giardia spp. e Enterocytozoon
bieneusi em aves ¢ relevante, visto que esses animais podem agir como veiculadores dos
parasitos para o ser humano, pela contaminacdo ambiental. O objetivo deste estudo foi
determinar a positividade e caracterizar molecularmente as espécies/gendtipos de
Cryptosporidium spp., Giardia spp. e E. bieneusi em aves de diferentes locais das
microrregidoes de Uberlandia e Belo Horizonte, MG, Brasil. O DNA, extraido diretamente
das fezes, foi submetido a reacdes de nested-PCR para amplificacdo de fragmentos dos
genes SSU rRNA, SSU rRNA e ITS de Cryprosporidium spp., Giardia spp. e E. bieneusi,
respectivamente. Das 255 amostras coletadas, 25 (9,8%) foram positivas para
Cryptosporidium spp., duas (0,78%) para Giardia spp. € 27 (10,6%) para E. bieneusi. Nao
foi encontrada diferenga estatisticamente significante na positividade dos parasitos
estudados entre as aves das microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte. Analises de
RFLP-PCR e sequenciamento identificaram C. meleagridis em trés galinhas (Gallus gallus
domesticus), um peru (Meleagris gallopavo) e uma codorna (Coturnix coturnix) de
Uberlandia e em 11 galinhas de Belo Horizonte. C. baileyi foi observado em trés galinhas e
um ganso africano (4nser Cygnoides) de Uberlandia e em uma galinha e uma codorna de
Belo Horizonte. Genotipo de pato foi identificado em um marreco-mandarim (Aix
galericulata) de Uberlandia e infec¢do mista (C. meleagridis/C.baileyi) foi reportado em
uma galinha de Uberlandia. A subtipagem de C. meleagridis revelou a presenca de trés
familias. A familia Illg foi identificada em nove isolados e compreendeu 4 subtipos, sendo
dois subtipos novos e dois, anteriormente, reportados. A familia IIIb foi observada em dois
isolados, abrangendo dois subtipos diferentes, ja relatados na literatura. A familia Illa foi
encontrada em um isolado, cujo subtipo foi considerado inédito. As amostras sequenciadas
para Giardia spp., de uma galinha e de um tucano (Ramphastos toco), ambos provenientes
de Uberlandia, foram classificadas como Giardia duodenalis assemblage A. Para E.
bieneusi, o sequenciamento identificou gendtipo D em oito galinhas, uma codorna e um
ganso-africano de Uberlandia e em cinco galinhas de Belo Horizonte. A amostra de uma
galinha d’Angola (Numida meleagris) proveniente de Uberlandia apresentou o genotipo
Tipo IV. O genoétipo Peru6 foi observado em um faisdo (Phasianus colchicus) e em dois
Pombos-domésticos (Columba livia) de Belo Horizonte. O gendtipo Perull foi identificado
em quatro galinhas de Uberlandia e em quatro galinhas de Belo Horizonte. A presenca de
espécies/genotipos de Cryptosporidium spp., Giardia spp. e E. bieneusi, considerados

zoondticos, em animais desse estudo, pode gerar impacto negativo na saude publica.



Abstract



Parasitic infection is among the most common health problems that affect birds worldwide.
The identification of Cryptosporidium spp., Giardia spp. and Enterocytozoon bieneusi in
birds is relevant because these animals can act as disseminators of these parasites to
humans through environmental contamination. The aim of this research was to determine
the prevalence and perform molecular characterization of Cryptosporidium spp., Giardia
spp. and E. bieneusi species/genotypes in feces from several microregions of Uberlandia
and Belo Horizonte, MG, Brazil. The DNA extracted directly from feces was submitted to
nested-PCR analysis for amplification of fragments of the SSU rDNA of Cryptosporidium
spp.and Giardia spp. and of the ITS gene of E. bieneusi. Out of 255 samples collected, 25
(9.8%) were positive for Cryptosporidium spp., two (0.78%) for Giardia spp. and 27
(10.6%) for E. bieneusi. There was no significant difference in the prevalence of parasites
studied among birds from the microregions of Uberlandia and Belo Horizonte. RFLP-PCR
and sequencing analysis have identified C. meleagridis in three chickens (Gallus gallus
domesticus), one turkey (Meleagris gallopavo) and one quail (Coturnix coturnix) from
Uberlandia and in 11 chickens from Belo Horizonte. C. baileyi was observed in three
chickens and one swan goose (4nser Cygnoides) from Uberlandia and in one chicken and
one quail from Belo Horizonte. The duck genotype was identified in one Mandarim duck
(dix galericulata and mixed infection (C. meleagridis/C.baileyi) was reported in one
chicken from Uberlandia. C. meleagridis subtyping revealed the presence of three subtype
families. The subtype Family Illg was identified in nine isolates and comprised four
distinct subtypes, two novel and two previously reported. The subtype family IIIb was
observed in two isolates comprising two different subtypes that have been previously
reported. The subtype Family Illa was found in one isolate that represented a novel
subtype. The sequenced samples for Giardia spp. from one chicken and one toucan
(Ramphastos toco), both from Uberlandia, were classified as Giardia duodenalis
assemblage A. For E. bieneusi, sequencing identified genotype D in eight chickens, one
quail and one swan goose from Uberlandia and in five chickens from Belo Horizonte. The
helmeted guineafowl (Numida meleagris) sample from Uberlandia presented the TypelV
genotype. Peru6 was observed in one pheasant (Phasianus colchicus) and in two pigeons
(Columba livia) from Belo Horizonte. The Peru 11 genotype was identified in four
chickens from Uberlandia and in four chickens from Belo Horizonte. The existence of
zoonotic species/genotypes of Cryptosporidium spp., Giardia spp. and E. bieneusi in the

animals of this study may have a negative impact on public health.



Introducao



Cryptosporidium spp., Giardia spp. € Enterocytozoon bieneusi sao patdogenos
ubiquos no ambiente, capazes de desenvolver infecgdes grastrointestinais no homem e
em outros animais (XIAO et al., 2015). Nos Estados Unidos, entre os anos de 2000 a
2008, ocorreram 9,4 milhdes de casos de gastroenterites, sendo Cryptosporidium e
Giardia duodenalis os principais agentes etioldgicos dessas enfermidades (KEISER;
UTZINGER, 2009). No Brasil, surtos de diarreia em criangas ¢ em individuos
imunodeprimidos sdo, frequentemente, relacionados a esses parasitos (BRANTLEY et
al., 2003; GONCALVES et al., 2006).

A presenca das formas infectantes desses patogenos em fontes de agua e
alimento representa séria ameaga a saude publica, visto que esses parasitos tém
causado diversos surtos de origem hidrica e alimentar (KARANIS et al., 2007). Em
paises desenvolvidos, foram relatados, pelo menos, 191 casos de surtos de transmissao
hidrica por protozoarios (XIAO et al., 2015). De 2004 a 2010, 46,7% dos surtos
ocorreram no continente Australiano, 30,6% na América do Norte e 16,5% na Europa
(XTIAO et al., 2015). Em paises em desenvolvimento, os casos de infec¢do parasitaria
por transmissdo hidrica ou alimentar sdo pouco documentados, entretanto, a alta
positividade de doencas gastrointestinais nesses paises sugere problemas na seguranca
alimentar (XIAO et al., 2015).

Existem muitas fontes de contaminagdo ambiental por esses patdgenos.
Descargas de aguas residuais em aguas de superficie podem causar acamulo de cistos,
oocistos e esporos em fontes de dgua potavel. Além disso, varios animais podem
propagar e disseminar os parasitos no ambiente pelas fezes. De acordo com Graczyc et
al. (2008), aves domésticas e silvestres sdo capazes de eliminar cistos, oocistos €
esporos nas fezes e passa-los mecanicamente para fontes de dgua e alimento.

Evidéncias consideraveis indicam que as aves tém papel importante no ciclo de
transmissdo de parasitoses. De acordo com Graczyc et al. (2008), aves migratorias
voam em bando e percorrem grandes distancias, contribuindo para a disseminacao
ambiental de agentes infecciosos. Muitas espécies avidrias, especialmente as aquaticas,
tem o habito de reproduzir e defecar em fontes de dgua (GRACZYC et al., 2008).
Alguns trabalhos demonstram que as aves sdo capazes de eliminar altas concentragdes
de oocistos de Cryptosporidium, cistos de Giardia e esporos de microsporideos nas
fezes (GRACZYK et al., 1998; KUHN et al., 2002; KASSA et al., 2004).

Infec¢des por Cryptosporidium, Giardia e E. bieneusi também podem gerar

perdas econdmicas na industria avicola. A diarreia presente nas infec¢des causadas por



esses parasitos pode levar ao baixo rendimento de crescimento e produtividade de aves

domésticas (OLSON et al., 2004).

1.1. Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp. ¢ protozoario do filo Apicomplexa, capaz de parasitar
microvilosidades das células epiteliais do trato gastrointestinal e respiratério de
hospedeiros vertebrados, incluindo o homem, outros mamiferos, peixes, aves, répteis e
anfibios (PENG et al., 2003; OLSON et al., 2004).

Por muito tempo, Cryptosporidium spp. foi considerado parasito intracelular
obrigatorio que se replicava apenas no interior de um hospedeiro e que os oocistos
liberados nas fezes poderiam sobreviver, mas ndo se multiplicar no ambiente
(FAYER, 2008). Entretanto, novas descobertas biologicas e moleculares, incluindo a
capacidade em completar o ciclo na auséncia de um hospedeiro e a producao de novos
estdgios extracelulares, transferiram Cryptosporidium de Coccidia para uma nova
subclasse, Cryptogregarina (LEANDER, 2008; TEMPLETON et al., 2010; RYAN et
al., 2016). Baseando-se em caracteristicas moleculares, epidemioldgicas e
morfologicas, at¢é o momento, 31 espécies e diversos genotipos de Cryptosporidium
sao reconhecidos (Tabela 1).

O ciclo de vida do parasito € monoxénico com padrao semelhante a de outros
coccidios entéricos. Os oocistos esporulados, contendo 4 esporozoitos, sdo eliminados
nas fezes ou em secregdes respiratdrias (nas aves) e apoOs ingestdo e/ou inalacdo, os
esporozoitos sdo liberados, parasitando as células epiteliais do trato gastrointestinal (ou
trato respiratorio). Dentro das células, ocorre reprodugdo assexuada (merogonia)
seguida de reproducdo sexuada (gametogonia). Apos fertilizagdo dos macrogametas
(gameta feminino) pelos microgametas (gameta masculino) ¢ formado o zigoto e
finalmente, o oocisto (XIAO E RYAN, 2015). De acordo com Xiao e Ryan (2015),
cerca de 20% dos oocistos produzidos apresentam parede delgada, podendo desencistar

no trato digestivo do hospedeiro e levar a auto-infecgao.



Tabela 1: Relacdo das espécies de Cryptosporidium e hospedeiros.

Espécie Hospedeiro Referéncia

C. parvum Bovinos, ovinos, caprinos, equinos, humanos  Tyzzer, 1912

C. ubiquitum Ovinos, cervos, roedores, primatas Fayer et al., 2010

C. muris Roedores Tyzzer, 1907

C. proliferans Roedores Kvac et al., 2016

C. rubeyi Esquilos Lietal., 2015

C. andersoni Bovinos Lindsay et al., 2000

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

C. felis Felinos Iseki, 1979

C. bovis Bovinos Fayer et al., 2005

C. ryanae Bovinos Fayer et al., 2008

C. suis Suinos Ryan et al., 2004

C. wrairi Suinos Vetterling et al., 1971
C. tyzzeri Mamiferos Renetal., 2012

C. viatorum Humanos Elwin et al., 2012

C. scrofarum Suinos Kvac et al., 2013

C. erinacei Equinos, ourigos Kvac et al., 2014

C. xiaoi Ovinos Fayer; Santin, 2009

C. cuniculus Coelhos Robinson et al., 2010
C. fayeri Marsupiais Ryan et al., 2008

C. macropodum Marsupiais Power; Ryan, 2008

C. meleagridis Aves Slavin, 1955

C. baileyi Aves Current et al., 1986

C. galli Aves Ryan et al., 2003

C. avium Aves Holubova et al., 2016
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. huwi Peixes Ryan et al., 2015

C. scophthalmi Peixes Alvarez-Pellitero et al., 2004

Fonte: XIAO; RYAN, 2015

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

A transmissao ocorre, preferencialmente, pela via fecal-oral, sendo a agua a
principal rota de transmissdo em paises industrializados (XIAO E RYAN, 2015).
Virios surtos de criptosporidiose associados a d4gua de consumo e recreacional foram
relatados nos Estados Unidos, Canadd, Inglaterra, Franca, Australia e Japao (FAYER,
2004; KARANIS et al.,, 2007, SEMENZA; NICHOLS, 2007; BALDURSSON E

KARANIS, 2011). Entretanto, a transmissdao da criptosporidiose pelo alimento nao



esta clara. Utilizando oocistos de Cryptosporidium isolados de frutas, verduras e
frutos do mar, estudos epidemiologicos tem falhado em demonstrar associacao de
infeccdes por Cryptosporidium spp. ¢ habitos de higiene alimentar (ROBERTSON;
GJERDE, 2001; PEREIRA et al., 2002; FAYER et al., 2004; BUDU-AMOAKO et
al., 2011).

Infecgdes por Cryptosporidium sao, geralmente, localizadas no estdmago,
intestino e dutos biliares (XIAO; RYAN, 2015). Em aves e em individuos
imunodeficientes (HIV  positivos, transplantados, pacientes submetidos a
quimioterapia, etc) o trato respiratdrio também pode ser acometido (XIAO; RYAN,
2015). Nos individuos imunocompetentes a infec¢ao ¢ auto-limitante, sendo a diarreia
o principal sinal clinico observado (XIAO; RYAN, 2015). A infec¢do ¢ importante em
criangas, pois acredita-se que a imunidade dessas contra a doenga ¢ temporaria ou
incompleta (CAMA et al.,, 2008). Os sintomas da criptosporidiose em criancas
incluem diarreia, dor abdominal, niuseas, vOmitos, dor-de-cabeca, fatiga e febre
(XIAO E RYAN, 2015). A infeccdo em individuos imunocomprometidos ¢&,
frequentemente, associada a diarreia cronica grave, levando, em alguns casos, a morte
do paciente (MANABE et al., 1998; HUNTER; NICHOLS, 2002).

O diagnostico comum para Cryptosporidium spp. € o encontro e identificagdo
de oocistos nas fezes do hospedeiro por microscopia Optica. Varios métodos de
coloragdo dacido-resistentes sdo empregados, sendo o Ziehl-Neelsen modificado
(HENRIKSEN; POHLENZ, 1981) metodologia recomendada, pois facilita a
visualizacdo dos oocistos, que adquirem coloragdo résea em contraste com o fundo
verde. Contudo, algumas amostras podem conter artefatos com tamanho e formato
similares ao do parasito e se mostrar alcool-acido-resistentes, dificultando o
diagndstico (RAMIREZ; SREEVATSAN, 2006). M¢étodos moleculares sdo
amplamente empregados na deteccdo e caracterizacdo genética de Cryptosporidium
spp., sendo a PCR em associacdo ao RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) e ao sequenciamento, as metodologias, frequentemente, utilizadas
(BAROULDI et al., 2013).

Em estudos de biologia molecular, a escolha da regido correta do DNA ¢
fundamental. Geralmente, um gene completo ou parte dele ¢ escolhido para analise,
dependendo do objetivo da pesquisa. Para Cryptosporidium, o gene que codifica a
subunidade 18S do rRNA ¢ o locus de escolha quando se pretende confirmar a

presenca do DNA desse protozoario (XIAO E RYAN, 2015). Esta regido ¢ conservada
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e de menor polimorfismo, o que possibilita a identificagdo do parasito (XIAO E
RYAN, 2015). J4 o gene da Glicoproteina de 60 kDa (gp60) por apresentar alto
polimorfismo intraespecifico ¢ utilizado na subtipagem de C. parvum, C. hominis, C.
meleagridis e C. cuniculis. (PENG et al., 2003; XIAO et al., 2004; YANG et al., 2016).

Em aves, at¢ o momento, quatro espécies de Cryptosporidium foram
identificadas, C. meleagridis, C. baileyi, C. galli e C. avium.

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

C. meleagridis foi detectado em quatro ordens de aves, com infec¢des
ocorrendo, preferencialmente, em Galliformes. Esse protozodrio ¢ considerado
patéogeno humano emergente, sendo a terceira espécie de Cryptosporidium mais
comum em seres humanos (XIAO; FAYER, 2008; NAKAMURA; MEIRELES,
2015). Utilizando o sequenciamento do gene gp60, sete familias (I1la-11Ig) de C.
meleagridis foram isoladas em amostra de humanos e de aves (STENSVOLD, 2014).
A extremidade 5° desse locus contém uma regido de repeticdes em tandem de nimero
variavel de trinucleotideos que codificam o aminoacido serina (TCA/TCG/TCT)
(STENSVOLD et al.,, 2014). A quantidade dessas repeti¢des ira determinar os
subtipos de cada familia (STENSVOLD et al., 2014). Dessa forma, a nomenclatura
dos subtipos de C. meleagridis comeca com a designacdo da familia (Illa a IIg),
seguido pelo numero de repetigdes de TCA (representada pela letra A), TCG
(representada pela letra G) e TCT (representada pela letra T) (SULAIMAN et al.,
2005). Algumas familias também possuem uma ou mais repeticdes da sequéncia
ACATCA (representado pela letra R) imediatamente apds a repeticdo dos
trinucleotideos (SULAIMAN et al., 2005).

C. baileyi ¢ a espécie comumente encontrada em aves, sendo primeiramente
descrita em frangos de granja por Current et al. (1986). Essa espécie ¢ responsavel por
relatos de doencgas clinicas e subclinicas em mais de 12 ordens aviarias, com maior
frequéncia em aves da ordem Galliformes (NAKAMURA; MEIRELES, 2015).

Em relagdo a C. galli, o primeiro relato foi realizado por Pavlasek (1999), o
qual se baseou em diferencas biologicas para descrever a espécie. Posteriormente, o
parasito foi descrito novamente utilizando-se ferramentas moleculares (RYAN et al.,

2003). Essa espécie se desenvolve nas células epiteliais do proventriculo das aves, com
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altas taxas de morbidade e mortalidade e foi identificada em diversas espécies aviarias,
principalmente aquelas pertencentes as ordens Psittaciformes e Passeriformes
(PAVLASEK, 2001; NAKAMURA; MEIRELES, 2015).

Além das quatro espécies reconhecidas, diversos genotipos de Cryptosporidium
foram descritos no mundo, incluindo os gendétipos aviarios I-VI, genotipos de ganso I-
V, gendtipo de marreco-preto-americano ¢ o gendtipo de pato (NAKAMURA E
MEIRELES, 2015; CHELLADURALI et al., 2016). Em estudo recente, Holubova et al.
(2016), descreveram as caracteristicas morfoldgicas, bioldgicas e moleculares do
genotipo avidrio V e propuseram o nome da espécie de C. avium. Os autores
verificaram haver especificidade avidria em relacdo a esse parasito, a qual foi
comprovada por infec¢des experimentais e naturais.

A espécie zoondtica, C. parvum, comumente relatada em mamiferos, &,
esporadicamente, encontrada em aves. A infectividade dessa espécie em galinhas foi
comprovada por Lindsay et al. (1987) e Palkovi¢ e Marousek (1989) que observaram
sinais clinicos apds a inoculacdo intra-traqueal de oocistos. Entretanto, de acordo com
os autores, a colonizagdo do parasito limitou-se ao trato respiratdrio e baixa quantidade
de oocistos foram produzidas (LINDSAY et al., 1987; PALKOVIC E MAROUSEK,
1989).

A criptosporidiose em aves se manifesta em duas formas clinicas principais. A
forma respiratoria, causada por C. baileyi, leva ao acometimento dos trato respiratorio
superior e inferior, gerando sinais clinicos de tosse, espirros, dispneia e conjuntivite
(SRETER; VARGA, 2000). A forma gastrointestinal, causada por C. meleagridis e C.
galli, acomente as glandulas salivares e esofagicas, proventriculos, intestino delgado,
ceco, colo, cloaca e bursa de Frabicius (LINDSAY; BLAGBURN, 1990; FAYER et
al., 2000). Os sinais clinicos comuns sdo a letargia, diarreia, perda de peso e de
pigmentacdo das penas. Como ocorre invasdo da mucosa, lesdes, como atrofia das
microvilosidades e hipertrofia das criptas, podem ser observadas (SRETER; VARGA,
2000).

Criptosporidiose ¢ uma das doengas parasitdrias mais prevalentes em aves
domésticas e silvestres (NAKAMURA; MEIRELES, 2015). Esta infecgdo foi relatada
em mais de 30 espécies aviarias em todos os continentes, com positividade variando de
0,8 a 44,4% (RYAN 2010; NAKAMURA; MEIRELES, 2015). No Brasil, a
positividade de Cryptosporidium spp. varia de 4,86% em aves de cativeiro a 44,4% em

avestruzes (NAKAMURA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2008).
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O encontro de C. parvum em aves, indica que esse grupo animal pode ser
importante fonte de infec¢do para o ser humano pela contaminagdo ambiental por
oocistos (SRETER; VARGA, 2000). Essa espécie foi relatada em aves domésticas e
aquaticas da Costa do Marfim, Estados Unidos ¢ Hungria (GRACZYK et al. 1998;
ZHOU et al., 2004; McEVOY; GIDDINGS, 2009; PLUTZER; TOMOR, 2009;
BERRILI et al., 2012). No Brasil, C. parvum foi identificado em aves de cativeiro
(NAKAMURA et al., 2009; GOMES et al., 2012).

1.2. Giardia spp.

Giardia spp. ¢ parasito encontrado no intestino delgado de mamiferos,
roedores, aves, répteis e anfibios, sendo, atualmente um dos organismos mais
estudados do mundo, possivelmente pelo seu forte potencial zoon6tico (THOMPSON,
2004).

O Género Giardia esta taxonomicamente inserido no Reino Protista, Sub-reino
Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe Zoomastigophora,
Ordem Diplomonadida, Subordem Diplomonadina, Familia Hexamitidae
(THOMPSON, 2004).

A taxonomia das espécies de Giardia é controversa e objeto de intensos debates
entre os pesquisadores, resultando em nomenclatura confusa e com diferentes nomes
sendo usados para a mesma espécie (MONIS et al., 2009). O conceito de rigida
especificidade de hospedeiros, proposto por Hegner (1922) dominou a taxonomia da
giardiase por varios anos. Foram descritas 51 espécies de Giardia, incluindo 30 em
mamiferos, das quais duas eram de humanos, 14 em aves, quatro em anfibios, duas em
répteis € uma em peixe (THOMPSON; MONIS, 2012). A maioria dos pesquisadores
concordava que essa ideia era insustentavel e eram a favor da existéncia de
variabilidade de espécies de Giardia, que ndo sdo rigorosamente especificas aos
hospedeiros (THOMPSON et al., 1993).

Em 1952, Filice propds, de acordo com as caracteristicas morfoldgicas, trés
espécies de Giardia, sendo 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, com o avango das técnicas de microscopia, a descri¢ao ultraestrutural
dos trofozoitos permitiu a descricdo de trés novas espécies, denominadas Giardia

psitacci (ERLANDSEN; BEMRICK, 1987) parasitando periquitos, Giardia ardeae
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(ERLANDSEN et al., 1990) em gar¢as e Giardia microti em roedores do campo e do
rato almiscarado (MONIS et al., 2003).

Com o desenvolvimento das pesquisas, 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 de outros
mamiferos podem ser divididos em oito 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

estdo demonstrados na tabela 2.

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

Espécies Principais hospedeiros Referéncia
G. agilis Anfibios Kunstler, 1882
G. ardeae Garcas 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, primatas, ruminantes domésticos e

selvagens, alpacas, suinos, cavalos, cdes domésticos e
selvagens, gatos, furdo, roedores, marsupiais, outros

mamiferos

Assemblage B Humanos, primatas, gados, cides, cavalos, coelhos,
castores, roedores silvestres

Assemblage C Ciaes domésticos e selvagens

Assemblage D Caes domésticos e selvagens

Assemblage E Ruminantes domésticos, suinos

Assemblage F Gatos

Assemblage G Camundongos, ratos

Assemblage H Focas

Fonte: FENG e XIAO, 2011

Alguns gendtipos, especialmente, o sub-grupo I da assemblage A e, em menor
propor¢ao a assemblage B, possuem potencial zoonotico, o que explica a importancia
da caracterizagdo genotipica, para que possam estabelecer os papéis do homem e dos
animais na transmissdo da giardiase (PLUTZER et al., 2010). Por outro lado, as
assemblages C, D, E e F parecem ser gendtipos-especificos (PLUTZER et al., 2010).

Giardia apresenta dois estdgios bem definidos no ciclo de vida, o cisto € o

trofozoito. O cisto, forma infectante e de resisténcia, apresenta espessa parede celular,
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axonemas, fragmentos do disco ventral e quatro nucleos, sendo encontrado em fezes
formadas (CACCIO; LALLE, 2015). O trofozoito, forma vegetativa do parasito,
apresenta dois nucleos de tamanhos iguais na parte anterior, um disco ventral, dois
corpos medianos e quatro pares de flagelos (CACCIO E LALLE, 2015).

A forma cistica, ap6s ingerida, rompe as paredes sob a acdo do baixo pH
gastrico e de enzimas pancredticas, promovendo a saida do excizoito, que se
multiplicard e dard origem a quatro trofozoitos (CACCIO; LALLE, 2015). Estes,
aderem a mucosa intestinal e sob condi¢des favoraveis, iniciam o processo de
reprodugdo assexuada, multiplicando-se por divisdo bindria e 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¢des adversas do meio (FARTHING, 1996).

A transmissao acontece pela via fecal-oral, sendo as fontes de agua recreacional
e de consumo responsaveis pela maioria dos surtos de giardiase registrados em paises
industrializados (CACCIO; SPRONG, 2011). O maior surto de giardiase aconteceu na
Noruega em 2004, com o vazamento de esgoto em uma area residencial, deixando
1300 pessoas infectadas (NYGARD et al. 2006). O papel dos alimentos na transmissao
da giardiase nao ¢ bem-entendido, uma vez que o processo de extracdo dos cistos do
protozoario dos alimentos ¢, tecnicamente, desafiador (SMITH et al., 2007).
Entretanto, grande variedade de frutas, verduras e frutos do mar foram identificados
naturalmente contaminados com cistos de Giardia (SMITH et al., 2007; LEAL et al.
2013).

O curso clinico da infec¢ao ¢ amplo e pode variar desde a auséncia de sintomas
(giardiase assintomatica) até a giardiase aguda ou cronica (FARTHING, 1997). O
principal sintoma ¢ a diarreia, mas flatuléncia, cdlica abdominal, nauseas, vomito e
perda de peso também podem ser observados (FARTHING, 1997). Esses sintomas
estdo relacionados a danos na mucosa intestinal, incluindo atrofia das vilosidades e
microvilosidades (ADAM, 2001). Sintomas graves sdo observados em criangas,
especialmente em paises subdesenvolvidos, onde a giardiase ¢ associada ao retardo do
crescimento ¢ do desenvolvimento, precarias funcdes cognitivas e efeitos nocivos

sobre o estado nutricional (BERKMAN et al., 2002). A giardiase ndo ¢ listada como
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infec¢do oportunista, pois sintomas prolongados ndo sdo observados e a terapia
independe do estado imune do paciente (CACCIO; LALLE, 2015).

Quanto aos métodos parasitologicos de diagnodstico, o mais utilizado ¢ 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
visualizar o parasito e a eliminagdo intermitente de cistos, o que leva a necessidade de
técnicas alternativas.

A utilizagdo 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 infeccdo
(O’HANDLEY, 2002). Dessa forma, as técnicas moleculares, particularmente a PCR,
tém auxiliado a identificacdo e caracterizacao das espécies de Giardia, possibilitando o
diagndstico e o reconhecimento de variantes intra-especificas (CACCIO, et al., 2002;
THOMPSON, 2004).

Em estudos de caracterizagdo molecular de Giardia spp., o gene que codifica a
subunidade 18S do rRNA ¢ o mais utilizado quando se pretende diferenciar as espécies
de Giardia e assemblages de G. duodenalis, por se tratar de uma regido conservada.
Entretanto, a genotipagem utilizando os genes B-giardin (bg), glutamato dehidrogenase
(gdh) e triosefosfato isomerase (¢pi), fornece informacdes detalhadas dos subgrupos
dos genotipos de G. duodenalis. Esses genes possuem sequéncias polimorficas capazes
de diferenciar os genotipos de forma precisa (CACCIO, et al., 2002).

Esse protozoario ¢ organismo bem-estudado em mamiferos, entretanto, o
conhecimento em aves ¢ limitado. Duas espécies sdo reconhecidas como agentes
etiologicos da giardiase aviaria em todo mundo, G. ardeae e G. psittaci (McCROBERTS
et al., 1996).

G. ardeae foi primeiramente descrita por Noller em 1920, em uma Garga-real-
europeia. Posteriormente, Erlandsen et al. (1990), utilizando Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), caracterizaram, em Garca-azul-grande, um parasito similar ao
encontrado por Noller e o nomeou de G. ardeae. Erlandsen e Benrick (1987), pela
MEV, observaram a auséncia dos flagelos ventrolaterais em trofozoito procedente de
Piriquito-Australiano, denominando-a de G. psittaci.

Aves com giardiase podem manifestar apatia e anorexia e exibir sinais de
desidratacdo, ma-absor¢do e perda de peso associada a diarreia (FILIPPICH et al.,

1998). Infeccdes cronicas podem se apresentar na forma de diarreia recorrente e perda
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de peso (FILIPPICH et al., 1998). A patogénese nao esta claramente compreendida,
mas observa-se atrofia e danos nas microvilosidades intestinais. Estas alteracdes estao
correlacionadas com deficiéncias enzimaticas na borda em escova, diminuindo a
digestdo e absor¢dao de nutrientes, incluindo as dissacaridases, gorduras e vitaminas,
que retornam a normalidade quando a infec¢dao ¢ debelada (BURET et al., 1991). Em
algumas aves, infiltragdo de células inflamatorias foram observadas (FORSHAW et al.,
1992).

O parasito ¢ encontrado em aves do mundo todo, sendo identificado em aves
aquaticas e em Psitacideos nos Estados Unidos e Australia (ERLANDSEN et al., 1991;
FILIPPICH et al., 1998; GRACZYK et al., 1998; FRANSSEN et al. 2000). Na Europa,
a positividade varia de 2,1% em aves silvestres a 24% em aves domésticas
(PLUTZER; TOMOR, 2009; REBOREDO-FERNADEZ et al., 2015). A maior
positividade do parasito nesses animais foi reportada na Costa do Marfim, com 58% de
galinhas infectadas (BERRILI et al. 2012). No Brasil, existe apenas um estudo recente
que identificou 1,2% de Giardia em aves de cativeiro (da CUNHA et al., 2016%).

Cistos de G. duodenalis podem ser encontrados em aves, tornando este parasito
organismo de potencial zoondtico. Somente as assemblages A e B de G. duodenalis
foram identificadas, at¢ o momento, em diferentes espécies aviarias procedentes da
Espanha, Polonia, Italia, Costa do Marfim, Hungria e Brasil (MAJEWSKA, 2009;
PLUTZER; TOMOR, 2009; BERRILI et al., 2012; PAPINI et al., 2012; REBOREDO-
FERNADEZ et al., 2015; CANO et al., 2016; da CUNHA et al., 2016%).

1.3. Enterocytozoon bieneusi

Microsporidia ¢ um grupo diverso de parasitos intracelulares obrigatorios no
qual incluem mais de 1200 espécies (MATHIS et al., 2005). Este grupo possui ampla
diversidade de hospedeiros vertebrados e invertebrados, incluindo peixes, aves, répteis
e mamiferos (SANTIN, 2015).

As espécies de microsporidia mais comuns em humanos sdo Enterocytozoon
bieneusi, Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon intestinalis e Encephalitozoon
hellem. Dessas, E. bieneusi ¢ a mais frequentemente diagnosticada no mundo, sendo
considerado patdogeno oportunista em pacientes imunocomprometidos (LOBO et al.,
2012). Além de humanos, esse parasito foi relatado em vdarios animais silvestres e
domésticos, ressaltando a importancia dos reservatorios animais na epidemiologia

desse parasito (SANTIN, 2015).
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A taxonomia do filo Microsporidia ¢ problematica desde a descoberta. Analises
moleculares iniciais, do gene 18S rDNA, indicaram que o filo poderia representar uma
das primeiras linhagens eucariontes divergentes (VOSSBRINCK et al., 1987).
Entretanto, andlises filogenéticas subsequentes, utilizando vérios genes, mostraram a
origem fungica dos microsporideos (FISCHER; PALMER, 2005; CAPELLA-
GUTIERREZ et al., 2012).

O esporo ¢ a fase infectante de E. bieneusi, sendo a unica forma viavel fora da
célula hospedeira. Morfologicamente, sdo ovais, pequenos (0,5 x 1,5 um) e envolvidos
por uma camada de glicoproteina. No interior do esporo ha o citoplasma que € o
material infectante, com um unico nucleo (WASSON; PEPER, 1999; KEELING;
FAST, 2002). Possuem um aparelho de extrusdo composto por disco de ancoragem,
tubo polar e polarplasto permitindo que o esporo penetre e infecte a célula hospedeira
(RIJPSTRA et al., 1998). Assim como outras células procariontes, possuem pequenos
ribossomos, entretanto estdo ausentes a mitocondria, complexo de Golgi e
peroxissomos (SANTIN, 2015). Os esporos do parasito sdo eliminados nas fezes dos
hospedeiros infectados e sdo resistentes no meio ambiente (SANTIN, 2015).

O ciclo de vida de E. bieneusi inicia-se com a ingestdo dos esporos pelo
hospedeiro (animal ou humano). Esses, utilizando os tubos polares, infectam o
citoplasma e o nucleo da célula hospedeira iniciando o crescimento, a divisdo do
parasito e o desenvolvimento do aparelho de extrusdao. Nucleos individuais com tubos
polares amadurecem e transformam-se em esporoblastos, que se desenvolvem em
esporos maduros, os quais sdo excretados nas fezes podendo infectar outros
hospedeiros (AKIYOSHI et al., 2009).

Infecgdes por E. bieneusi sdo, geralmente restritas ao trato gastrointestinal,
principalmente jejuno e duodeno (SANTIN, 2015). Em individuos imucompetentes a
infecgdo € auto-limitante. A diarreia € o principal sinal clinico, embora os mecanismos
que levam a esse quadro ndo tenham sido determinados (SANTIN, 2015). Esse
parasito ¢ reconhecido como patdogeno oportunista em pacientes imunocomprometidos
(AKINBO et al., 2012). Nesses pacientes, os sintomas classicos sdo diarreia
persistente, dor abdominal, febre, perda de peso e, em casos graves, pode levar a morte
(ESPERN et al., 2007; AKINBO et al., 2012).

A transmissdo ocorre pela via fecal-oral tanto para o homem como para os
animais (DIDIER et al., 2004; GALVAN-DIAZ et al., 2014; SANTIN, 2015). A

identificacdo de esporos de E. bieneusi em fontes de dgua, sugere que essa possa ser
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importante veiculo de transmissao deste parasito para o homem e para outros animais
(GALVAN et al., 2013; GUO et al., 2014). Além disso, E. bieneusi foi identificado em
alimentos frescos, como framboesa, broto de feijdo e alface na Polonia
(JEDRZEJEWSKI et al., 2007) e foi responsavel por um surto de origem alimentar de
microsporidiose na Suécia (DECRAENE et al., 2012).

O diagnostico convencional por microscopia bem como, métodos
microscopicos de fluorescéncia tém sido imprecisos e de dificil execucdo, pois
dependem da experiéncia do examinador ¢ devido ao tamanho diminuto da forma
evolutiva encontrada nas fezes (esporos com 0,5 x 1,5 um). Ensaios sorolégicos para
E. bieneusi, ainda, ndo estdao disponiveis comercialmente (SAK et al., 2010).

Diante dessas limitagdes, métodos moleculares como Reag¢do em Cadeia de
Polimerase (PCR) tém sido utilizados em pesquisas, para identificagdo de E. bieneusi.
A técnica possui alta sensibilidade e ¢ capaz de identificar espécies e gendtipos,
mesmo em niveis baixos de infeccado (MUNGTHIN et al., 2005; RINDER et al, 1998).

Embora, o entendimento da epidemiologia seja limitado, fontes potenciais de
infecgdo para homem e animais estdo sendo identificadas pelos métodos moleculares.
Nesse sentido, a genotipagem ¢ ferramenta Util nas investigacdes epidemioldgicas e
tem mostrado que alguns gendtipos de E. bieneusi estdo associados apenas a humanos,
enquanto outros, infectam humanos e animais (CAMA et al., 2007; SANTIN; FAYER,
2011). Para a tipagem de E. bieneusi, técnicas moleculares sdo empregadas, sendo o
Espacador Transcrito Interno Ribossomal (ITS), a regido de escolha dos pesquisadores
(SANTIN, 2015).

Atualmente, cerca de 204 gendtipos de E. bieneusi foram identificados,
baseados na analise da regido ITS, incluindo 52 em humanos, 34 zoondticos e 106
hospedeiros-especificos (SANTIN, 2015). Além disso, varios gendtipos foram
identificados na agua, sendo os hospedeiros desconhecidos (SANTIN, 2015).

Informagdes desse microsporideo em aves sdo escassas, com o primeiro relato
nesses animais € o primeiro em ndo mamiferos, detectado em frangos de corte de baixo
peso em um abatedouro na Alemanha (REETZ et al., 2002). Desde entdo, foram
reportados apenas quatro estudos de E. bieneusi em aves domésticas, nos quais trés
casos foram em galinhas procedentes do Peru, China e Brasil e um caso em avestruz,
na Espanha (FENG et al., 2011; GALVAN-DIAZ et al., 2014; LI et al., 2014; da

CUNHA et al., 2016b). No tnico estudo realizado no Brasil com aves domésticas,
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15,9% das galinhas provenientes de diferentes mercados aviarios mostraram-se
positivas para o parasito (da CUNHA et al., 2016Db).

E. bieneusi também foi reportado em aves das ordens Anseriformes,
Columbiformes, Gruiformes, Passeriformes, Psittaciformes e Falconiformes na
Espanha, Portugal, Abu Dhabi, Reptblica Checa, Brasil, Iran ¢ China (HARO et al.,
2005, 2006; LOBO et al., 2006, MULLER et al., 2008; KASICKOVA et al., 2009;
LALLO et al., 2012; PIRESTANI et al., 2013; ZHAO et al., 2016). Em estudo
realizado com aves ndo domésticas no Brasil, Lallo et al. (2012), identificaram 24,5%
de pombos e aves exoticas infectadas por este parasito. Nos estudos acima citados, a
maioria dos animais infectados era aparentemente saudavel, servindo como
reservatorio assintomatico e fonte de contaminagao ambiental (SANTIN, 2015).

Embora exista um numero limitado de isolados de E. bieneusi que foram
molecularmente caracterizados, genotipos zoonoticos foram documentados em aves de
alguns paises do mundo, indicando que esse grupo animal pode ser fonte de infec¢do
para os humanos (Tabela 3). Bern et al. (2005) observaram relagao entre infecgdo com
gendtipo Peru6 e contato de pacientes HIV positivos com patos e galinhas durante
investigacdo em hospitais do Peru. No Brasil, os gendtipos zoonoéticos Tipo IV, D,
EbpA, Peru6 e Perull foram relatados em aves domésticas e silvestres (Tabela 3).
Entretanto, nem todos os genétipos de E. bieneusi encontrados em aves possuem
potencial zoonoético. Alguns deles foram reportados apenas em aves, sendo
considerados hospedeiro-especificos. Esses ja foram documentados no Ird, China e

Espanha, porém no Brasil, ndo ha registros de gendtipos especificos de aves.
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Genotipo (sinonimo)

Ordem da ave (espécie) Pais

Referéncia

A*

TipolV"

Peru6”

*

D

(CebC, Peru 9,
PigBITS9, PtEbVI,
WLS)

Peru8*

Psittaciformes Republica
(Agapornis roseicollis, Agapornis Checa
personata, Amazona leucocephala,
Melopsittacus undulatus, Nymphicus
hollandicus, Myiopsitta monachus, Alisterus
scapularis, Polytelis swainsonii, Pyrrhura
sp., Platycercus elegans, Platycercus
eximius)

Passeriformes

(Serinus canaria, Temenuchus pagodarum)
Columbiformes

(Ocyphaps lophotes)

Struthioniformes Espanha
(Struthio camelus)

Galliformes Brasil
(Gallus gallus)
Psittaciformes
(Agapornis sp.)
Columbiformes
(Columba livia) Brasil
Galliformes

(Gallus gallus) China
Gruiformes

(Grus japonensis)

Anseriformes

(Anas platyrhynchos, Anser domestica)

Falconiformes Abu Dhabi
(Falco sp.) Iran
Columbiformes

(Columba livia) Brasil
Galliformes

(Gallus gallus) China
Gruiformes

(Grus japonensis, Grus grus)

Galliformes Peru
(Gallus gallus)

Portugal, China

Kasickova et al., 2009

Galvan-Diaz et al., 2014
da Cunha et al., 2016b

Lobo et al., 2006; Zhao et
al., 2016

da Cunha et al., 2016b

Zhao et al., 2016

Miiller et al., 2008
Pirestani et al., 2013

da Cunha et al., 2016b

Zhao et al., 2016

Fenget al., 2011

Continua.
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Tabela 3: Continuagao

Genotipo (sinonimo) Ordem da ave (espécie) Pais Referéncia

Ebp A" Psittaciformes Brasil Lallo et al., 2012
(F) (Amazona aestiva, Melopsittacus undulates)
Passeriformes
(Sicalis flaveola)
Columbiformes
(Columba livia)
Psittaciformes Republica Kasickova et al., 2009
(Agapornis fischeri, Agapornis nigrigenis, Checa
Agapornis cana
Agapornis personata, Melopsittacus
undulatus, Aratinga acuticaudata, Aratinga
mitrata, Aratinga auricapilla, Barnardius
zonarius, Cyanoramphus novaezelandiae,
Nandayus nenday, Neophema splendida,
Neophema pulchella, Polytelis alexandrae,
Poicephalus senegalus, Psittacus erithacus,
Pyrrhura sp., Platycercus elegans,
Platycercus eximius, Platycercus
caledonicus)
Columbiformes
(Geopelia cuneata)
Gruiformes China Zhao et al., 2016
(Grus vipio)
7" Galliformes Alemanha Reetz et al., 2002
(BEBI, CebB, PtEbX)  (Gallus gallus)
Columbiformes Iran Pirestani et al., 2013
(Columba livia)
PtEbIT Psittaciformes Portugal Lobo et al., 2006
(Peru6-var) (Psittacus erithacus)
Columbiformes
(Columba livia)
Henan-1V" Galliformes China Lietal., 2014
(Gallus gallus)
M Columbiformes Iran Pirestani et al., 2013
(Columba livia)
CC-1 Galliformes China Lietal, 2014
(Gallus gallus)
Col01 Columbiformes
(Columba livia)
Col02 Columbiformes Espanha Haro et al., 2006
(Columba livia)
Col03 Columbiformes Espanha Haro et al., 2006
(Columba livia)

Espanha Haro et al., 2005

Continua.
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Genotipo (sinonimo) Ordem da ave (espécie) Pais Referéncia

Col04 Columbiformes Espanha Haro et al., 2006
(Columba livia)

Col05 Columbiformes Espanha Haro et al., 2006
(Columba livia)

Perull” Galliformes Brasil da Cunha et al., 2016b

(Peru 12) (Gallus gallus)

BEB6" Anseriformes China Zhao et al., 2016
(Anas platyrhynchos, Anser domestica)

CHN-B1 Gruidiformes China Zhao et al., 2016
(Grus leucogeranus)

CHN-B2 Anseriformes China Zhao et al., 2016
(Anas platyrhynchos)

CHN-B3 Anseriformes China Zhao et al., 2016

(Anser domestica)

*
Genotipos encontrados em humanos



Justificativa
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Infecgdes parasitarias estdo entre os problemas sanitdrios comuns em aves
silvestres e domésticas. Produzem impactos econdmicos na industria avicola e
influenciam na ecologia, evolucdo e conservacao das espécies. Representam, também,
ameaga a saude publica, visto que as aves podem agir como veiculadoras de infec¢do
para o ser humano por meio da contaminag¢ao ambiental de fontes de 4gua de consumo
e recreacional.

Dentre os parasitos considerados de facil dissemina¢do ambiental por
hospedeiros avidrios destacam-se Cryptosporidium spp., Giardia spp. € E. bieneusi.
Nos ultimos anos, esses patdogenos foram relatados como agentes etiologicos
causadores de surtos epidémicos de transmissao hidrica, podendo as aves ter
importancia epidemioldgica na disseminagdo ambiental de oocistos, cistos e esporos.
Mas, apesar de serem considerados potenciais veiculadoras de doencas, poucos estudos
descrevem o papel desses animais na cadeia de transmissao dos parasitos.

O setor avicola esta em crescente avanco no Brasil, possuindo destaque como
importante atividade econdmica. Atualmente, o pais estd entre o trés maiores
produtores de carne de frango do mundo e lidera o ranking mundial na exportacao de
frango. Esse crescimento tem como consequéncia a ampliacdao dos sistemas produtivos,
nos quais sdo necessarios aumentar a concentragdo de animais nos criadouros. Isso
gera condi¢des para que patdgenos de facil dispersdo e infeccdo sejam transmitidos
para todo plantel.

Nesse sentido, parasitos como Cryptosporidium spp., Giardia spp. e E. bieneusi
passam a ter importincia, pois podem levar a redug¢do da capacidade produtiva pela
atuacdo direta no organismo do hospedeiro ou pela acdo oportunista. Portanto, ¢
essencial maior conhecimento e atencao aos parasitos que impactam negativamente no
rendimento de aves de producdo. Estudos que abordem a ecologia, epidemiologia € o
potencial zoonoéticos de espécies/gendtipos sdo fundamentais para se ter embasamento
na elabora¢do de estratégias de benfeitorias na saude publica, de planos de manejos
adequados que visem diminuir perdas econdmicas na industria avicola e na

conservagdo e manutengdo das espécies aviarias.



Objetivos
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3.1. Objetivo geral

Determinar a positividade e caracterizar molecularmente as espécies e ou
gendtipos de Cryptosporidium spp., Giardia spp. e Enterocytozoon bieneusi em
diferentes espécies aviarias nas microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, Minas

Gerais, Brasil.

3.2. Objetivos especificos

- Comparar a positividade dos parasitos estudados entre as microrregides de

Uberlandia e Belo Horizonte;

- Determinar as espécies de Cryptosporidium encontradas nas aves estudadas,

por meio de analises de RFLP-PCR e sequenciamento;
- Determinar os subtipos de C. meleagridis, caso essa espécie seja encontrada;

- Determinar as espécies de Giardia encontradas nas aves estudadas, pelo

sequenciamento;

- Determinar as assemblages de Giardia duodenalis, caso essa espécie seja

encontrada.

- Determinar os gendtipos de Enterocytozoon bieneusi encontrados nas aves

estudadas, pelo sequenciamento;

- Em caso de infec¢des mistas, identificar, por meio da clonagem, os gendtipos

presentes nas amostras.

- Verificar se os isolados encontrados em aves de diferentes habitats possuem

potencial zoonoticos.



Material e Métodos
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4.1. Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de

Uberlandia (CEP/UFU), sob o protocolo nimero 151/13 (Anexo A).

4.2. Area de Estudo

4.2.1. Microrregiao de Uberlandia

A microrregido de Uberlandia localiza-se do lado oeste do estado de Minas
Gerais. Pertencente a mesorregido do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, possui
populagdo estimada, pelo IBGE em 2012, de 838.094 habitantes, divididos em dez
municipios, com 4rea total de 18.790Km?. Apresenta temperatura média de 23,1°C e
indice pluviométrico de 1500 a 1600 mm.

A regido ¢ caracterizada por vegetacdo sob dominio do Cerrado (lato sensu),
que atualmente esta restrito a pequenas reservas isoladas, tendo no entorno atividades
agropecudrias e reflorestamento (ARAUJO 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).

O setor avicola de Uberlandia ¢ representativo em termos econdmicos e sociais,
possuindo dezenas de granjas tecnificadas de criagao confinada. Mas, nos ultimos anos
a procura por galinhas caipiras criadas a solta tem aumentado na regido. Segundo
dados da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais
(Emater), Uberlandia possui, pelo menos, 40 criadores de galinha caipira, sendo 20
para animais de corte e 20 para producao de ovos (AVICULTURA INDUSTRIAL,
2016). Além disso, a cidade conta com a participacdo de pequenos agricultores, que
criam galinhas e outras aves domésticas para consumo proprio e comercializacdo

informal.
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4.2.2. Microrregiao de Belo Horizonte

A microrregido de Belo Horizonte pertence a mesorregido metropolitana de
Belo Horizonte. A popula¢do foi estimada, pelo IBGE, em 2006 em 4.867.529
habitantes, sendo dividida em 24 municipios com area total de 5.819, 855 km*

A Regido localiza-se na transi¢ao entre os Dominios da Mata Atlantica, que se
estende até a parte leste da Cadeia do Espinhago ¢ os Dominios do Cerrado (MEYER
et al., 2004). O clima ¢ classificado como tropical de altitude, do tipo CW,, segundo
Koppen, com inverno seco e verdo chuvoso (MEYER et al., 2004).

A avifauna da microrregido ¢ rica, sendo encontradas espécies de varias ordens,
como: Passeriformes, Tinamiformes,  Accipitriformes,  Caprimulgiformes,
Columbiformes, Suliformes,  Pelecaniformes,  Gruiformes, Coraciiformes,
Podicipediformes, Anseriformes e Charadriiformes (VASCONCELOS et al., 2013;
RODRIGUEZ; MICHELIN, 2005).

No cenario da avicultura de Minas Gerais, a grande Belo Horizonte possui
destaque na venda de frangos vivos, abatidos e de ovos. O nimero de granjas de aves
criadas em modelo semi-intensivo tem crescido e se revelado alternativa para os
pequenos produtores e produtores independentes. Varias cidades proximas a capital,
como Jaboticatubas, Ribeirdo das Neves e Pard de Minas tem investido na producao
dessa modalidade, sendo o mercado central, localizado na capital um dos lugares de

comercializacdo de galinhas e aves exoéticas para alguns produtores.

4.3. Local de estudo

Para determinagdo dos locais onde seriam coletados as amostras fecais,
médicos veterindrios foram contactados para que fornecessem contatos de proprietarios
de comércios avidrios, propriedades particulares e falcoarias. Também foram
contactados centros de triagem de animais silvestres e pesquisadores da UFU que

trabalham com captura de aves silvestres para estudos ecologicos.

4.3.1. Propriedades particulares

Foram convidadas a participar da pesquisa, propriedades particulares (fazendas,
chacaras e residéncias urbanas) que possuiam aves domésticas e silvestres criadas a
solta ou em cativeiro.

Nas propriedades onde as aves domésticas eram criadas a solta, essas ficavam

em contato direto com outros animais domésticos, como bovinos, suinos, equinos e


http://www.wikiaves.com.br/podicipediformes
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caes. Se alimentavam de graos fornecidos pelos proprietarios, insetos capturados do
chao e bebiam agua de torneira ou de pocas formadas pela dgua da chuva. Em outras
propriedades, as aves eram criadas de modo intensivo, sendo alocadas em recintos de
alvenaria, sem contato com outros animais. Os recintos eram higienizados de trés a
quatro vezes na semana e as aves eram alimentadas com graos e ragao ¢ tomavam agua
da torneira sem filtragem prévia. Aves silvestres também foram encontradas nessas
propriedades, sendo coletado material fecal das mesmas. Nesse caso, de acordo com os
responsaveis, a higienizacdo das gaiolas e viveiros era realizada diariamente e o
alimento fornecido era a base de frutas, sementes e dgua da torneira. Os proprietarios

negaram a vermifugacdo dos animais.

4.3.2. Comérecios aviarios

Foram selecionados, aleatoriamente, comércios aviarios informais que
comercializam aves domésticas e exoOticas. Nesses locais, geralmente, as aves sdo
alocadas em gaiolas individuais, porém, em alguns casos, um pequeno numero de
animais eram colocados juntos em uma Unica gaiola grande. De acordo com os
responsaveis, as gaiolas eram higienizadas diariamente e as aves se alimentam de
frutas, racdo e dgua da torneira. Os proprietarios negaram a vermifugacdo dos animais

ou nao souberam informar.

4.3.3. Falcoaria

No estudo, foi incluida, uma escola de falcoaria localizada na cidade de
Uberlandia, MG. O local cria e treina animais de rapina de diversas espécies para
controle de aves em aeroportos € outras empresas que necessitam de ambiente limpo.

Regularmente, as aves sdo soltas, por curtos periodos de tempo, para cagar e,
em seguida, retornam ao encontro dos seus treinadores. Na falcoaria, as aves sdo
mantidas em gaiolas individuais, higienizadas diariamente, ou presas em troncos de
madeira. Os animais recebem como alimentacao, carne fresca e agua da torneira e sao
vermifugados caso alguma parasitose seja diagnosticada por exames laboratoriais, apos

passarem por consulta veterinaria.
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4.3.4. O Centro de Triagem de Animais Silvestres/Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis

O CETAS de Belo Horizonte, MG, ¢ empreendimento autorizado pelo IBAMA
que tem por finalidade receber, identificar, marcar, triar, avaliar, recuperar, reabilitar e
destinar animais silvestres provenientes de acdo de fiscalizagdo, resgate ou entrega
voluntéria.

Ao chegarem ao CETAS, os animais silvestres tem a espécie identificada, sdo
avaliados por médicos veterinarios e bidlogos e, posteriormente, vermifugados. Em
caso de alguma alteracdo clinica ou ferimento, sdao tratados e quando curados sao
destinados a soltura. Nos casos em que o animal ndo possuir condigdes de ser solto na
natureza, este sera destinado para zooldgicos, mantenedores ou criadouros cientificos
cadastrados.

No CETAS, as aves sadias sdo alocadas em viveiros de acordo com a espécie.
Os animais doentes sdo mantidos em quarentena, em gaiolas individuais. Os viveiros e
as gaiolas s3o higienizados diariamente e os animais recebem como alimentagdo,

frutas, ragdo e dgua da torneira.

4.3.5. Fragmentos florestais

Foram realizadas coletas em aves silvestres de vida livre em parceria com a
Professora Doutora Celine Melo do Instituto de Biologia da UFU. Os animais foram
capturados em quatro areas de florestas estacionais semideciduais no Triangulo
Mineiro: Mata da Fazenda Agua Fria, localizada no municipio de Araguari; Estagdo de
Pesquisa e Desenvolvimento Ambiental Galheiro, localizada no municipio de
Perdizes; Mata da Fazenda Irara ¢ Mata da Fazenda S3o José, ambas localizadas no

municipio de Uberlandia.

4.3.6. Oficios, autorizacoes e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE)

Para realizacdo das coletas no CETAS/IBAMA em Belo Horizonte, o
coordenador do 6rgdo, Dr. Daniel Vilela, foi contactado e um oficio foi direcionado ao
superintendente do IBAMA/MG para formalizar o pedido de coleta das amostras fecais

(ANEXO B).
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Os responsaveis pelas propriedades particulares, comércios aviarios e falcoaria,
antes do inicio do trabalho, foram contactados para autorizagdo da coleta das fezes dos
animais e assinaram TCLE (ANEXO C).

A captura de animais silvestres foi autorizada pelo Ministério do Meio
Ambiente por meio do Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade
(SISBio), sob autorizagdo de numero 17264, em nome da Professora Doutora Celine

Melo (registro Sisbio: 359076).

4.4. Populacio de estudo
Foram incluidas nesta pesquisa, quaisquer aves, independente de idade, sexo,
espécie, origem ou condi¢des de saude do animal. Durante os dias de realizagdo das

coletas de fezes, os animais ndo receberam nenhum tipo de firmaco antiparasitario.

4.5. Coleta das amostras

No momento da coleta, as amostras foram coletadas de modo individual. Nos
locais em que as aves viviam em recintos/gaiolas separadas nao houve necessidade de
interferir. Porém, em alguns locais, algumas aves conviviam em um Unico espaco,
havendo necessidade de separa-las para obtencao da amostra. Para isso, foram
adquiridas gaiolas, as quais eram previamente higienizadas e desinfetadas com
hipoclorito. As aves eram alocadas, individualmente, nas gaiolas até a defecagdo,
sendo soltas ou voltando para o alojamento de origem, logo em seguida. As fezes
frescas foram retiradas da porcdo superior do bolo fecal, do piso das gaiolas e
depositadas em tubos de poliestileno identificados (espécie, familia ou género, numero
correspondente do individuo, local de coleta e nimero da coleta). As fezes das aves de
grande porte (Avestruz, Emu e pavao) foram coletadas diretamente do chao, logo apds
os animais defecarem.

Para captura das aves presentes nos fragmentos florestais, foram utilizadas
redes de neblina, expostas em trilhas entre 06:30h e 16:00h. As redes foram checadas
em intervalos de, aproximadamente, 30 minutos. As aves eram retiradas e acomodadas
em sacos de tecidos, de onde eram retiradas as fezes dos animais.

Foi padronizado que, apenas uma amostra fecal por ave seria coletada, pois ndo

seria possivel identificar as aves criadas a solta nas coletas subsequentes, devido a
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rotatividade nos comércios aviarios € ao habito de vida livre dos animais capturados
nos fragmentos florestais.

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

para processamento.

4.6. Armazenamento das amostras fecais

No Laboratorio de Parasitologia da UFU, as amostras fecais foram mantidas a

-20° C até o momento da extracdo de DNA, por no maximo, 14 dias apos as coletas.

4.7. Extracio de DNA

O DNA foi extraido diretamente das fezes utilizando “kit” comercial QIAamp
Stool Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), com pequenas modifica¢des das
instrugdes do fabricante. Foram acrescentados 0,3 gramas de pérolas de zirconia
(Stratech Scientific, Luton, United Kingdom) a 0,2 gramas de fezes com o tampao de
lise do “kit”, com posterior agitagdo vigorosa, apds aquecimento a 95°C
(McLAUCHLIN et al., 1997). Essa modificacdo foi realizada com o intuito de facilitar
o rompimento dos cistos, oocistos e esporos dos parasitos. O DNA foi eluido em 150
puL de tampao, a fim de aumentar a quantidade de DNA recuperado, e armazenado em
freezer a -20°C. As amostras de DNA foram enviadas ao “Environmental Microbial
and Food Safety Laboratory” do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA), localizado em Beltsville, no estado americano de Maryland, para realizagdo

das analises moleculares.

4.8. Diagnostico molecular de Cryptosporidium spp., Giardia spp. e Enterocytozoon

bieneusi

Reagdes de PCR para o diagnostico molecular de Cryptosporidium (SSU
rRNA), Giardia (SSU rRNA) e E. bieneusi (SSU rRNA, ITS, and LSU rRNA) foram
utilizadas de acordo com as metodologias previamente descrita por Xiao et al. (1999);
Hopkins et al. (1997) e Appelbee et al., (2003) e Buckholt et al. (2002),

respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4: Genes alvos e primers utilizados no diagndstico molecular de Cryptosporidium spp.,
Giardia spp. e Enterocytozoon bieneusi.

Parasito Reacio Gene Primer Sequéncia Tamanho Referéncia

Cryptosporidium Nested PCR SSU rRNA CryF TTCTAGAGCTAATACATGCG 1325 pb Xiao et al.
CryR CCCATTTCCTTCGAAACAGGA (1999)
AL3032 GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 825 pb
ALI1598 AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA

Giardia Nested PCR SSU rRNA GiaF AAGTGTGGTGCAGACGGACTC 500 pb Appelbee et
GiaR CTGCTGCCGTCCTTGGATGT al. (2003)
RHI1 CATCCGGTCGATCCTGCC 300 pb Hopkins et al.
RH4 AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG (1997)

E. bieneusi Nested PCR SSU rRNA, ITS  EBITS3 GGTCATAGGGATGAAGAG 435 pb Buckholt et al.

¢ LSURNA  ppirsy TTCGAGTTCTTTCGCGCTC (2002)

EBITS1 GCTCTGAATATCTATGGCT 390 pb
EBITS2 ATCGCCGACGGATCCAAGTG

pb: pares de base

Todas as reacdes de PCR foram realizadas em volume final de 50 puL. Para
Cryptosporidium spp. foi utilizada solucao contendo tampao 1X composto de Tris-HCI
10 mM, pH= 8,3 e KCI 50 mM, 6 mM de MgCl, (3mM na segunda amplifica¢do), 0,2
mM de cada um dos quatro nucleotideos, 0,04 pmol de cada iniciador, 2,5 U de Tag
DNA Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA) e 5 uL de cada amostra de DNA . O
programa de amplificacdo consistiu de desnaturacdo inicial a 94°C (3 min) e de 35
ciclos térmicos para desnaturagdo a 94°C (45s), anelamento 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 molde para uma segunda amplifica¢do pela
nested-PCR, realizada nas mesmas condi¢des descritas para a primeira etapa de
amplificacdo, diferindo apenas no tempo da extensao a 72° que foi de 40 segundos.

Nas reagdes de PCR para Giardia spp. foram utilizadas solugdes possuindo
tampao 1X composto de Tris-HCI 10 mM, pH= 8,3 e KCl 50 mM, 1,5 mM de MgCl,,
0,2 mM de cada dNTP, 0,5 pmol de cada primer, 5% de dimetilsulféxido (DMSO), 2,5
U de Tag DNA Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA) e 5 uL de cada amostra de DNA.
O programa da primeira amplificagdo consistiu de desnaturacao inicial a 96°C (2 min),
35 ciclos térmicos para desnaturagdo a 96°C (45s), anelamento a 58°C (30s) e extensao
a 72°C (45s), seguida de uma extensao final de 72°C (4 min). As condic¢des da segunda

amplificacdo diferiram apenas na temperatura do anelamento (55°C).
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Para E. bieneusi, foi utilizada solugdo contendo tampao 1X composto por 1,5
mM de MgCl,, 50mM de KCl e 20mM Tris-HCI (pH=9), 0,2 mM de cada dNTP, 1
pmol de cada primer, 2,5 pL. de BSA (0,1 g/10 mL), 2,5 U de Tag (MP Biomedicals,
Solon, OH) e 5 puL de cada amostra de DNA. O programa da primeira amplificagdo
consistiu de desnaturacao inicial a 94°C (3 min), 35 ciclos térmicos para desnaturagao
a 94°C (30s), anelamento a 57°C (30s) e extensao a 72°C (40s), seguida de uma
extensdo final de 72°C (10 min). As condigdes da segunda amplificagdo diferiram na
quantidade de ciclos (30) e na temperatura de anelamento (55°C).

Controles positivos e negativos foram incluidos em todas as reagoes.

4.9. Identificacao das espécies de Cryptosporidium pela de Restriction Fragment
Length Polymorfism (RFLP-PCR)

Para determinagdo da espécie de Cryptosporidium, os produtos secundarios da
nested-PCR foram digeridos com dez unidades das endonucleases Sspl e Vspl (New
England BioLabs), de acordo com as orientagdes do fabricante. Apds a digestao, 25 uL
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¢ao foi seguida como demonstrado na tabela 5:

Tabela 5: Analise de RFLP-PCR do gene SSU rRNA de varias espécies e genotipos de
Cryptosporidium spp. (adaptado de Xiao et al., 1999; Xiao et al., 2000, 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, 12, 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** Cao 20, 33, 105,254,417 94,102, 633

*C. parvum genotipo humano (C. hominis).
**C. parvum gendtipo dog (C. canis)
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4.10. Identificacao dos gendtipos de C. meleagridis

As amostras positivas para C. meleagridis pelas analises de RFLP e/ou pelo
sequenciamento dos produtos de PCR do gene SSU rRNA foram submetidas a
subtipagem utilizando-se o gene da glicoproteina de 60-kDa (gp60) como alvo.

As reagdes de nested-PCR foram realizadas utilizando-se os primers
CRSoutl 15F (GATGAGATTGTCGCTCGTTATC) e CRSout1328R
(AACCTGCGGAACCTGTG-3=) para a primeira amplificagio e ATGFmod
(GAGATTGTCGCTCGTTATCG) e GATR2 (GATTGCAAAAACGGAAGG) para a
segunda amplificacdo de acordo com a metodologia proposta por Stensvold et al.
(2014). Os produtos obtidos nas primeira e segunda etapas tinham tamanho
aproximado de 1100 e 900 pb, respectivamente. As reagdes de nested-PCR foram
realizadas em volume final de 50 pL contendo tampao 1X composto de Tris-HCI 10
mM, pH= 8,3 ¢ KC1 50 mM, 1.5 mM de MgCl;, 0,2 mM de cada dNTP, 1 pmol de cada
primer, 2,5 pL. de BSA (0,1 g/10 mL), 2,5 U de Tag (MP Biomedicals, Solon, OH) e 5
pL de cada amostra de DNA. As condigdes térmicas das reagdes incluiam
desnaturacdo inicial a 95°C por 4 minutos, 35 ciclos a 95°C por 30 segundos, 60°C por
30 segundos (primeira reagdo) ou 58°C por 30 segundos (segunda reag¢do) e 72°C por 1

minuto e extensdo final a 72°C por 7 minutos.

4.11. Eletroforese

Os produtos das reagdes de PCR e nested-PCR foram submetidos a eletroforese

no sistema QIAxcel Advanced (Qiagen, Valencia, California).

4.12. Purificacido dos produtos amplificados e sequenciamento

Todos os produtos de PCR positivos foram purificados utilizando enzima
ExoSAP-IT (USB Corporation; Cleveland, OH) e sequenciados nas duas dire¢des
utilizando os primers da reacdo secundaria, em analisador de acidos nucléicos ABI
3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O volume final da reacdo foi de
10uL e continha, além dos primers, o reagente BigDye terminator v.3.1 Cycle

Sequencing kit.
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4.13. Avaliacio, edicdo e Alinhamento

As sequéncias obtidas de cada sentido foram alinhadas, examinadas e
comparadas com sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank, utilizando o
programa SeqManTM (DNAstarlnc.,, Madison, Wisconsin) para determinar as
espécies, genotipos e subtipos dos parasitos. Para a nomenclatura dos genoétipos de E.
bieneusi foi utilizado sistema de nomenclatura proposto por Santin e Fayer (2009).

A andlise filogenética foi realizada usando ‘“Neighbour-Joining” (NJ)
implementada no programa MEGA v.7.0 e os valores de “bootstrap” foram calculados

pela analise de 1000 réplicas.

4.14. Clonagem

Para os casos em que foram detectadas infec¢des mistas foram realizadas
clonagens de acordo com a metodologia proposta por Santin et al. (2011). Os produtos
da PCR foram clonados utilizando o kit de clonagem TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Os transformantes foram selecionados a partir de cada amostra e amplificados
pela PCR, usando os iniciadores M13 senso (GTAAAACGACGGCCAG) e antisenso
(CAGGAAACAGCTATGAC). Apos desnaturagdo inicial a 94°C por 2 minutos, foram
realizados 35 ciclos térmicos, consistindo em desnaturagdo a 94°C por 20 segundos,
anelamento a 50°C por 30 segundos e extensdo a 68°C por 40 segundos. A extensao
final ocorreu a 68°C por 7 minutos. Os produtos da PCR foram sequenciados em

ambas as dire¢des, utilizando-se até oito clones de cada amostra.

Diagrama esquematico das etapas do trabalho estd demonstrado na Figura 1.

4.15. Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo sofiware GraphPad Prism versdo 5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Nas comparagdes das positividade
dos parasitos entre as cidades de Uberlandia e Belo Horizonte foi usado teste exato de

Fisher. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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Figura 1: Diagrama esquematico do fluxograma de etapas do estudo.
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5.1. Amostras coletadas

Foram coletadas 255 amostras de fezes de aves pertencentes a 44 espécies
diferentes, em 17 meses de coleta (marco de 2013 a julho de 2014). Em Uberlandia,
139 amostras de fezes foram colhidas de aves pertencentes a 29 espécies de 17 familias
em 6 propriedades particulares, 9 comércios aviarios, uma falcoaria e nos fragmentos
florestais (Tabela 6). Em Belo Horizonte, foram coletadas 116 amostras de aves
pertencentes a 25 espécies de 9 familias em 2 propriedades particulares, 2 comércios

aviarios e no CETAS/IBAMA (Tabela 6). O nimero de animais coletados por local de

estudo esta representado na tabela 7.

Tabela 6: Local de coleta de amostras fecais, hospedeiros e nimero de animais por espécie, obtidas no

periodo de margo de 2013 a julho de 2014, nas microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG.

Local Espécie Familia Nome popular N° animais
Uberlandia  Propriedade particular 1 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 10
Pavo cristatus Phasianidae Pavao 1
Meleagris gallopavo Phasianidae Peru 1
Struthio camelus Struthionidae Avestruz 2
Anser cygnoides Anatidae Ganso-africano 2
Anas querquedula Anatidae Marreco 1
Aratinga leucophthalma Psittacidae Maritaca 1
Melopsittacus undulatus Psittacidae Periquito- 1
australiano

Propriedade particular 2 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 5

Propriedade particular 3 Agapornis roseicollis Psittacidae Agapornis 1
Agapornis nigrigenis Psittacidae Agapornis 1
Nymphicus hollandicus Cacatuidae Calopsita 3
Ramphastos toco Ramphastidae Tucano 1

Propriedade particular 4 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 4
Coturnix coturnix Phasianidae Codorna 1
Aratinga leucophthalma Psittacidae Maritaca 1

Propriedade particular 5 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 11
Coturnix coturnix Phasianidae Codorna 1

Propriedade particular 6 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 5

Continua.
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Local Espécie Familia Nome popular N° animais

Uberlandia  Comércio aviario 1 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 6
Cairina moschata Anatidae Pato-mudo-branco 2
Comércio aviario 2 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 4
Numida meleagris Numididae Galinha d’Angola 2
Anser cygnoides Anatidae Ganso-africano 1
Aix galericulata Anatidae Marreco-mandarim 1
Anas Platyrhynchos Anatidae Pato-real 1
Cairina moschata Anatidae Pato-mudo-branco 1

Comércio aviario 3 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 11
Numida meleagris Numididae Galinha d’Angola 1
Cairina moschata Anatidae Pato-mudo-branco 1
Comércio aviario 4 Serinus canarius Fringillidae Canario-belga 8
Comércio aviario 5 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 8
Coturnix coturnix Phasianidae Codorna 1
Comércio aviario 6 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 2
Coturnix coturnix Phasianidae Codorna 1
Numida meleagris Numididae Galinha d’Angola 1
Comércio aviario 7 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 2
Coturnix coturnix Phasianidae Codorna 1
Comércio aviario 8 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 2
Aix galericulata Anatidae Marreco-mandarim 1
Callonetta leucophrys Anatidae Marreco-de-coleira 1
Comércio aviario 9 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 4
Falcoaria Tyto alba Tytonidae Suindara 2
Bubu virginianus Strigidae Jucurutu 1
Falco femoralis Falconidae Falcao-de-coleira 6
Buteo albicaudatus Accipitridae Gavido-de-rabo- 1

branco
Fragmentos florestais Mpyiothlypis flaveola Parulidae Canario-do-mato 8
Basileuterus hypoleucus Parulidae Pula-pula-de- 2
barriga-branca

Cyclarhis gujanensis Vireonidae Pitiguari 1
Conopophaga lineata Conopophagidae ~ Chupa-dente 1
Thamnophilus pelzeni Thamnophilidae Choca-do-planalto 1

Continua.
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Local Espécie Familia Nome popular N° animais
Belo Horizonte Propriedade particular 7 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 5
Phasianus colchicus Phasianidae Faisao 7
Pavo cristatus Phasianidae Pavao 2
Dromaius novaehollandiae ~ Dromaiidae Emu 2
Pyrrhura perlata Psittacidae Triba-de-barriga- 3
vermelha
Psittacula krameri Psittacidae Periquito-de-colar 4
Pionus menstruus Psittacidae Maritaca-de-cabeca- 1
azul
Pyrrhura cruentata Psittacidae Tiriba-grande 1
Aratinga jandaya Psittacidae Jandaia-verdadeiro 2
Ara chloropterus Psittacidae Arara-vermelha 1
Pyrrhura roseifrons Psittacidae Tiriba-de-cabeca- 1
vermelha
Amazona aestiva Psittacidae Papagaio-verdadeiro 2
Propriedade particular 8  Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 29
Numida meleagris Numididae Galinha d’Angola 1
Comércio aviario 10 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 13
Phasianus colchicus Phasianidae Faisao 2
Cairina moschata Anatidae Pato-mudo-branco 2
Anas querquedula Anatidae Marreco 1
Columba livia Columbidae Pombo-doméstico 2
Comércio aviaro 11 Gallus gallus domesticus Phasianidae Galinha 10
Phasianus colchicus Phasianidae Faisdo 1
Sporophila caerulescens Thraupidae Coleirinho 2
Sicalis flaveola Thraupidae Canario-chapinha 2
Serinus canarius Fringillidae Canario-belga 2
Melopsittacus undulatus Psittacidae Piriquito-australiano 1
Anser Cygnoides Anatidae Ganso-africano 1
CETAS/IBAMA Amazona aestiva Psittacidae Papagaio-verdadeiro 3
Aratinga leucophthalma Psittacidae Maritaca 1
Saltator similis Thraupidae Trinca-ferro 9
Schistochlamys ruficapillus  Thraupidae Bico-de-veludo 1
Saltatricula atricollis Thraupidae Bico-de-pimenta 1
Ramphastos toco Ramphastidae Tucano 1
Total 255




Tabela 7: Numero de animais coletados por local de estudo nas
microrregioes de Uberlandia e Minas Gerais, MG.

Local N° de animais (%)
Uberlandia Propriedade particular 1 19 (7,4)
Propriedade particular 2 5(LD
Propriedade particular 3 6(2,3)
Propriedade particular 4 6(2,3)
Propriedade particular 5 12 (4,7)
Propriedade particular 6 5(LD
Comércio aviario 1 8(3,1)
Comércio aviario 2 10 (3,9)
Comércio aviario 3 13 (5,1)
Comércio aviario 4 8 (3,1)
Comércio aviario 5 93,95
Comércio aviario 6 4(1,6)
Comércio aviario 7 3(1,2)
Comércio aviario 8 4(1,6)
Comércio aviario 9 4 (1,6)
Falcoaria 10 (3,9)
Fragmentos florestais 13 (5,1)
Total 139 (54,5)
Belo Horizonte Propriedade particular 7 31 (12,1)
Propriedade particular 8 30(11,8)
Comércio aviario 10 20 (7,8)
Comércio aviario 11 19 (7,4)
CETAS/IBAMA 16 (6,3)
Total 116 (45,5)
Total Uberlandia + Belo Horizonte 255

5.2. Cryptosporidium spp.

5.2.1. Positividade de Cryptosporidium spp.

43

Do total das 255 amostras coletadas, 25 (9,8%) foram positivas para

Cryptosporidium spp. apoOs analise pela nested-PCR (Figura 2 e Tabela 8).

Das aves procedentes de Uberlandia (n=139), 13 (9,35%), pertencentes as

familias Phasianidae (Gallus gallus domesticus, Meleagris gallopavo e Coturnix

coturnix) e Anatidae (Anser Cygnoides e Aix galericulata) foram positivas para o

parasito (Tabela 8). Das aves de Belo Horizonte (n=116), 12 (10,34%), pertencentes a

familia Phasianidae (Gallus gallus domesticus) foram positivas (Tabela 8). Nao foi

encontrada diferenca estatisticamente significante na positividade de Cryptosporidium

spp. entre as aves de Uberlandia e Belo Horizonte (p=0,83) (Tabela 9).
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Como pode ser observado na tabela 10, a positividade variou de 0 a 33,33% nos

diferentes locais de coletas das amostras fecais.
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Figura 2: Eletroforese mostrando, aproximadamente, 825 pares pb do gene SSU
rDNA de Cryptosporidium spp., amplificado pela nested-PCR, a partir do DNA obtido
de amostras fecais de aves procedentes das microrregides de Uberlandia e Belo
Horizonte, MG, coletadas no periodo de margo de 2013 a julho de 2014. Linhas 1 a 6:
Amostras positivas para Cryptosporidium spp.; Linha 7: Controle negativo da PCR 1;
Linha 8: Controle negativo da PCR 2; Linha 9: Controle positivo (C. muris).

Tabela 8: Positividade de Cryptosporidium spp. por espécie aviaria, encontrada em amostras fecais de aves
procedentes das microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG, coletadas no periodo de margo de 2013 a

julho de 2014.
Local Hospedeiro Total de N°de amostras  Positividade (%)
amostras positivas

Uberlandia Galinha (Gallus gallus domesticus) 74 8 10,81
Peru (Meleagris gallopavo) 1 1 100
Codorna (Coturnix coturnix) 5 2 40
Marreco-mandarim (4ix galericulata) 2 1 50
Ganso-africano (4Anser Cygnoides) 3 1 33,33
24 Outras espécies 54 0 0

Belo Horizonte Galinha (Gallus gallus domesticus) 57 12 21,05
25 outras espécies 59 0 0

Total 255 25 9,8
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Tabela 9: Comparagdo entre as positividades de Cryptosporidium spp. encontradas em amostras
fecais de aves procedentes das microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG, coletadas no

periodo de marco de 2013 a julho de 2014.

Local Total de amostras N° de amostras positivas  Positividade (%) p-valor
Uberlandia 139 13 9,35 0.83
Belo Horizonte 116 12 10,34 ’
Total 255 25 9.8

Tabela 10: Positividade de Cryptosporidium spp. em aves por local de coleta nas

microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG.

Local Total de N° de amostras Positividade
amostras positivas (%)
Uberlandia Propriedade particular 1 19 2 10,53
Propriedade particular 2 5 0 0
Propriedade particular 3 6 0 0
Propriedade particular 4 6 0 0
Propriedade particular 5 12 2 16,67
Propriedade particular 6 5 0 0
Comércio aviario 1 8 1 12,5
Comércio aviario 2 10 1 10
Comércio aviario 3 13 4 30,77
Comércio aviario 4 8 0 0
Comércio aviario 5 9 2 22,22
Comércio aviario 6 4 0 0
Comércio aviario 7 3 1 33,3
Comércio aviario 8 4 0 0
Comércio aviario 9 4 0 0
Falcoaria 10 0 0
Fragmentos florestais 13 0 0
Belo Horizonte  Propriedade particular 7 31 0 0
Propriedade particular 8 30 9 30
Comércio aviario 10 20 2 10
Comércio aviaro 11 19 1 5,26
CETAS/IBAMA 16 0 0
Total 255 25 9.8
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5.2.2. Identificacio das espécies de Cryptosporidium spp.
5.2.2.1. RFLP-PCR

Andlises de RFLP-PCR dos produtos dos fragmentos do gene SSU rDNA
identificaram a presenca de duas espécies nas amostras positivas, C. meleagridis, cujas
leituras foram proximas a 108pb, 254pb e 449 pb, com a enzima Ssp/ e 102(104)pb,
171 pb e 456pb com a enzima Vspl e C. baileyi, com leituras aproximadas de 254pb e
572pb com a enzima Sspl e 102(104)pb, 171pb e 456pb com a enzima Vspl (Figura 3).

C. meleagridis foi identificado em quatro galinhas (Gallus gallus domesticus),
um Peru (Meleagris gallopavo) e uma codorna (Coturnix coturnix) em Uberlandia e
em nove galinhas em Belo Horizonte (Gallus gallus domesticus) (Tabela 11). C.
baileyi foi encontrado em trés galinhas (Gallus gallus domesticus), um ganso-africano
(Anser Cygnoides), um marreco-mandarim (A4ix galericulata) e uma codorna (Coturnix
coturnix) em Uberlandia e em uma galinha (Gallus gallus domesticus) em Belo
Horizonte (Tabela 11). Em trés amostra positivas pela nested-PCR, os padrdes de
restricdo enzimatica das amostras mostraram-se indeterminados, ou seja, distintos dos

padrdes de referéncia.

Figura 3: Gel de agarose 1,5% corado com GelRed, mostrando o perfil de restricdo
do DNA, apos digestdo com as enzimas Ssp/ (amostras 1 a 7) e Vspl (amostras 1° a
7’). M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base; 1 e 1’: amostra positiva
para C. bailyei 2 (2°),3 (3’), 4 (4’) e 5 (5°): amostras positivas para C. meleagridis;
6 (6°) e 7 (7°): Controle positivo (C. parvum).
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5.2.2.1. Sequenciamento

Das 25 amostras positivas pela nested-PCR, 24 foram sequenciadas com
sucesso (Tabela 11). Os resultados das analises das sequéncias do gene SSU rRNA
foram semelhantes aos padrdes obtidos pela RFLP-PCR, com algumas diferencas. A
sequéncia do isolado Cryl100UDI, quando comparada a outras sequéncias disponiveis
no GenBank, foi caracterizada como gendtipo de pato (Tabela 11). Os isolados
Cry238UDI e Cry68UDI que, mostraram padrdes de restricdo indeterminados na
RFLP-PCR, foram identificados como C. meleagridis (Tabela 11). Os produtos
amplificados do isolado Cryl12UDI nao produziram sequéncia legivel. A sequéncia do
isolado Cryl94UDI apresentou infec¢do mista, havendo necessidade de realizar
clonagem, cujo resultado demonstrou a presenga de C. meleagridis e C. baileyi na
amostra (Tabela 9). As sequéncias obtidas nesse estudo exibiram 100% de similaridade
com as sequéncias referéncias depositadas no GenBank, com exce¢do da sequéncia do
Genotipo de pato que apresentou 99% de similaridade (Tabela 11).

Com base nos resultados de sequenciamento dos genes SSU rRNA e gp60, C.
meleagridis foi a espécie mais prevalente, sendo encontrada em 68% das amostras

(17/25), seguida de C. baileyi (6/25; 24%) e gendtipo de pato (1/25; 4%) (Tabela 12).
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Tabela 11: Resultados do RFLP-PCR e do sequenciamento das amostras fecais de aves procedentes das microrregidoes de Uberlandia e Belo Horizonte,

MG, coletadas no periodo de margo de 2013 a julho de 2014, que foram positivas para Cryptosporidium spp. pela nested-PCR.

Local Isolado Hospedeiro Resultado Resultado BLAST Sequéncia referéncia
RFLP (similaridade)
Uberlandia  Propriedade particular 1 Cry37UDI Peru (Meleagris gallopavo) C. meleagridis C. meleagridis AF112574 (100%)
Cry35UDI Ganso africano (4nser Cygnoides) C. baileyi C. baileyi AF262324 (100%)
Propriedade particular 5 Cryl94UDI  Galinha (Gallus gallus domesticus) C. meleagridis Infeccdo mista (C. meleagridis/C. baileyi)  AF112574 (100%);
AF262324 (100%)
Cryl96UDI  Galinha (Gallus gallus domesticus) C. baileyi C. baileyi AF262324 (100%)
Comércio aviario 1 Cry6UDI Galinha (Gallus gallus domesticus) C. baileyi C. baileyi AF262324 (100%)
Comércio aviario 2 CrylOOUDI  Marreco-mandarim (4ix galericulata)  C. baileyi Gendtipo de pato AY504514 (99%)
Comércio aviario 3 Cryl09UDI  Galinha (Gallus gallus domesticus) C. meleagridis C. meleagridis AF112574 (100%)
Cryl11UDI  Galinha (Gallus gallus domesticus) C. meleagridis C. meleagridis AF112574 (100%)
Cryl12UDI  Galinha (Gallus gallus domesticus) PI* N/A** N/A
Cryl13UDI  Galinha (Gallus gallus domesticus) C. baileyi C. baileyi AF262324 (100%)
Comércio aviario 5 Cry206UDI  Galinha (Gallus gallus domesticus) C. meleagridis C. meleagridis AF112574 (100%)
Cry208UDI  Codorna (Coturnix coturnix) C. meleagridis C. meleagridis AF112574 (100%)
Comércio aviario 7 Cry216UDI  Codorna (Coturnix coturnix) C. baileyi C. baileyi AF262324 (100%)
Belo Propriedade particular 8  Cry231UDI  Galinha (Gallus gallus domesticus) C. meleagridis C. meleagridis AF112574 (100%)
Horizonte
Cry232UDI  Galinha (Gallus gallus domesticus) C. meleagridis C. meleagridis AF112574 (100%)
Cry233UDI  Galinha (Gallus gallus domesticus) C. meleagridis C. meleagridis AF112574 (100%)

* Padrao indeterminado de restricdo enzimatica.

** Nao aplicavel.

Continua.
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Local

Isolado

Hospedeiro

Resultado RFLP

Resultado BLAST

Sequéncia referéncia
(similaridade)

Belo Horizonte  Propriedade particular 8

Comércio aviario 10

Comércio aviaro 11

Cry234UDI
Cry235UDI
Cry236UDI
Cry237UDI
Cry238UDI
Cry251UDI
Cry61UDI

Cry68UDI

Cry172UDI

Galinha (Gallus gallus domesticus)
Galinha (Gallus gallus domesticus)
Galinha (Gallus gallus domesticus)
Galinha (Gallus gallus domesticus)
Galinha (Gallus gallus domesticus)
Galinha (Gallus gallus domesticus)
Galinha (Gallus gallus domesticus)
Galinha (Gallus gallus domesticus)
Galinha (Gallus gallus domesticus)

C. meleagridis
C. meleagridis
C. meleagridis
C. meleagridis
pI"

C. meleagridis
C. baileyi

pI"

C. meleagridis

C. meleagridis
C. meleagridis
C. meleagridis
C. meleagridis
C. meleagridis
C. meleagridis
C. baileyi

C. meleagridis

C. meleagridis

AF112574 (100%)
AF112574 (100%)
AF112574 (100%)
AF112574 (100%)
AF112574 (100%)
AF112574 (100%)
AF262324 (100%)
AF112574 (100%)
AF112574 (100%)

* Padrao indeterminado de restrigdo enzimatica.

** Nao aplicavel.
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Tabela 12: Numero de amostras positivas e principais espécies € genodtipos de
Cryptosporidium encontrados em amostras fecais de aves procedentes das
microrregidoes de Uberlandia e Belo Horizonte, MG, coletadas no periodo de margo
de 2013 a julho de 2014.

Local N° de amostras Espécie (n)
positivas
Uberlandia 12 C. meleagridis (5), C. baileyi (5)
Infecgdo mista C. meleagridis/C. bailey (1)
Genotipo de ganso I (1)
Belo Horizonte 12 C. meleagridis (11), C. baileyi (1)
Total 25 C. meleagridis (17), C. baileyi (6), Genétipo de pato I

(1), infeccao mista C. meleagridis/C. bailey (1)

5.2.3. Subtipagem de C. meleagridis

Das 17 amostras positivas para C. meleagridis pela RFLP-PCR e/ou nested-
PCR, 11 foram subtipadas, com sucesso, pela analise do gene gp60 (Figura 4). Além
dessas, a amostra do isolado Cryl12UDI, que apresentou padrao de restri¢do
indeterminado pela RFLP-PCR e sequenciamento mal sucedido, também foi submetida
a subtipagem, totalizando 12 amostras subtipadas.

O sequenciamento do gene gp60 revelou a presenca de trés familias de C.
meleagridis, 11la, 11Ib e IIIg (Tabela 11). A familia IlIg foi identificada em duas e em
sete galinhas (Gallus gallus domesticus) de Uberlandia e de Belo Horizonte,
respectivamente. A IIIb foi encontrada em uma galinha (Gallus gallus domesticus) e
uma codorna (Coturnix coturnix) de Uberlandia e a Illa em um Peru (Meleagris
gallopavo) de Uberlandia (Tabela 13).

A familia mais prevalente foi a IlIg, sendo identificada em nove amostras,
compreendendo quatro subtipos (IlIgA21G3R1, IlIgA22G3R1, IlIgA24G2R1 e
IMIgA25G3R1). Desses, dois sdo considerados subtipos novos (IIIgA21G3R1/
[IIgA25G3R1) e dois ja foram reportados na literatura (IIIgA22G3R1/11IgA24G2R1).
Como pode ser visto na figura 5, os dois isolados do novo subtipo IIIgA21G3R1
apresentam 2 nucleotideos diferentes nas posi¢cdes 922 e 1010, e foram classificados
como diferentes variantes do subtipo e diferenciados por letras mintsculas (a e b)
(Figura 4). A familia IIIb foi identificada em dois isolados, abrangendo dois subtipos
diferentes (IIIbA23GIR1 e IIIbA24G1R1), anteriormente, relatados (Tabela 13). A
familia Illa foi encontrada em uma amostra, cujo subtipo foi considerado inédito

(I1aA22G3R1) (Tabela 13).
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As sequéncias dos isolados Cry68UDI, Cryl172UDI, Cry206UDI e Cry208UDI,
exibiram 99% de similaridade com as sequéncias referéncias depositadas no GenBank e
CryUDI234, Cry237UDI e Cry251UDI exibiram 98% de similaridade (Tabela 13). A
arvore filogenética dos subtipos de C. meleagridis encontrados nesse estudo e as

sequéncias referéncias utilizadas estdo demonstradas na figura 6.

1353
872
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Figura 4: Eletroforese mostrando, aproximadamente, 900 pb do gene gp60 de C.
meleagridis, amplificado pela nested-PCR, a partir do DNA obtido de amostras fecais de
aves procedentes das microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG, coletadas no
periodo de margo de 2013 a julho de 2014.

Tabela 13: Resultados do sequenciamento do gene gp60 de C. meleagridis gerados nesse estudo e as
sequéncias referéncias depositadas no GenBank.

Local Isolado Hospedeiro I;is:lst;do (Sseizg:;a:rcil(;ial(“;f)erenc1a
Uberlandia Propriedade particular 1 ~ Cry37UDI Peru (Meleagris [ITaA22G3R1 Novo subtipo
gallopavo)
Comércio aviario 3 Cryl09UDI  Galinha (Gallus IIIgA25G3R1 Novo subtipo
gallus domesticus)
Cryl12UDI  Galinha (Gallus IIIgA25G3R1 Novo subtipo
gallus domesticus)
Comércio aviario 5 Cry206UDI  Galinha (Gallus IIIbA24G1R1  KU852729 (99%)

gallus domesticus)
Cry208UDI  Codorna (Coturnix IIIbA23GI1R1 KJ210609 (99%)

coturnix)
Belo Horizonte Propriedade particular 8  Cry231UDI  Galinha (Gallus [IIgA21G3R1a  Novo subtipo
gallus domesticus)
Cry234UDI  Galinha (Gallus [IIgA22G3R1  KU852730 (98%)
gallus domesticus)
Cry235UDI  Galinha (Gallus IIIgA21G3R1b  Novo subtipo
gallus domesticus)
Cry237UDI  Galinha (Gallus 111gA22G3R1 KU852730 (98%)
gallus domesticus)
Cry251UDI  Galinha (Gallus 111gA22G3R1 KU852730 (98%)
gallus domesticus)
Comércio aviario 10 Cry68UDI Galinha (Gallus [IIgA24G2R1 JX878610 (99%)
gallus domesticus)
Comeércio aviaro 11 Cryl72UDI  Galinha (Gallus [IIgA24G2R1 JX878610 (99%)

gallus domesticus)




Cry231UDI_(A21G3Rla)
Cry235UDI_(A21G3R1lk)
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Figura 5: Alinhamento dos isolados Cry231UDI e Cry235UDI mostra as diferencas de
nucleotideos nas posi¢des 922 e 1010 das sequéncias do gene gp60 de C. meleagridis.
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Figura 6: Relacgdes filogenéticas dos subtipos de C. meleagridis, caracterizados pelo
sequenciamento do gene gp60, inferidas pela analise Neighbour-Joining. Valores de
bootstrap estabelecidos em 1000 réplicas. Circulos vazios: subtipos identificados em
aves; Circulos cheios: subtipos identificados em humanos.
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5.3. Giardia spp.
5.3.1. Positividade de Giardia spp.

Das 255 amostras coletadas, duas (0,78%) foram positivas para Giardia spp.
apo6s analise pela nested-PCR (Figura 7 e Tabela 14).

Das aves de Uberlandia (n=139), duas (1,43%), pertencentes as familias
Ramphastidae (Ramphastos toco) e Phasianidae (Gallus gallus domesticus) foram
(Tabela 14). Nenhuma amostra proveniente de Belo Horizonte foi positiva para Giardia
spp. (Tabela 14). Nao foi encontrada diferenga estatisticamente significante na
positividade de Giardia spp. entre as aves de Uberlandia e Belo Horizonte (p=0,5)
(Tabela 15).

A positividade encontrada nos diferentes locais de coletas das amostras fecais

variou de 0 a 25%, como pode ser observado na Tabela 16.
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Figura 7: Eletroforese mostrando, aproximadamente, 300 pb do gene SSU rRNA de
Giardia spp., amplificado pela nested-PCR, a partir do DNA obtido de amostras fecais de
aves procedentes das microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG, coletadas no
periodo de margo de 2013 a julho de 2014.
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Tabela 14: Positividade de Giardia spp. por espécie aviaria, encontrada em amostras fecais de aves
procedentes das microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG, coletadas no periodo de margo de 2013 a

julho de 2014.
Local Hospedeiro Total de amostras  N° de amostras positivas  Positividade (%)
Uberlandia Galinha (Gallus gallus domesticus) 74 1 1,35
Tucano (Ramphastos toco) 1 1 100
27 outras espéscies 64 0 0
Belo Horizonte 26 espécies 116 0 0
Total 255 2 0,78

Tabela 15: Comparacao entre as positividades de Giardia spp. encontradas em amostras fecais de aves
procedentes das microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG, coletadas no periodo de marco de
2013 a julho de 2014.

Local Total de amostras N° de amostras positivas Positividade (%) p-valor
Uberlandia 139 2 1,44 0.5
Belo Horizonte 116 0 0 ’
Total 255 2 0,78

Tabela 16: Positividade de Giardia spp. em aves por local de coleta nas microrregides
de Uberlandia e Belo Horizonte.

Local :::lt:sltg:s Ilj;s(iiteij;:(()‘s,/t:;as Positividade (%)

Uberlandia Propriedade particular 1 19 0 0
Propriedade particular 2 5 0 0
Propriedade particular 3 6 1 16,67
Propriedade particular 4 6 0 0
Propriedade particular 5 12 0 0
Propriedade particular 6 5 0 0
Comércio aviario 1 8 0 0
Comércio aviario 2 10 0 0
Comércio aviario 3 13 0 0
Comércio aviario 4 8 0 0
Comércio aviario 5 9 0 0
Comércio aviario 6 4 0 0
Comércio aviario 7 3 0 0
Comércio aviario 8 4 0 0
Comércio aviario 9 4 1 25
Falcoaria 10 0 0
Fragmentos florestais 13 0 0

Continua.
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Tabela 16: Continuacao.

Local Joulde [1:105(11;\?;;“():/?;35 Positividade (%)
Belo Horizonte  Propriedade particular 7 31 0 0
Propriedade particular 8 30 0 0
Comércio aviario 10 20 0 0
Comércio aviaro 11 19 0 0
CETAS/IBAMA 16 0 0
Total 255 2 0,78

5.3.2. Identificacdo das espécies de Giardia spp.

As duas amostras positivas para Giardia spp. foram sequenciadas, com sucesso.
A analise das sequencias do gene SSU rRNA revelou a presenca de G. duodenalis
assemblage A em um Tucano (Ramphastos toco) ¢ em uma Galinha (Gallus gallus
domesticus) (Tabela 17). Nao foram observadas infeccdes mistas na analise das
sequéncias obtidas, sendo que essas exibiram 100% de similaridade com a sequéncia

referéncia depositada no GenBank (Tabela 17).

Tabela 17: Resultados do sequenciamento das amostras fecais de aves, coletadas no periodo de margo de 2013 a
julho de 2014, procedentes das microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG, que foram positivas para
Giardia spp. pela nested-PCR.

Sequéncia
Local Isolado Hospedeiro Resultado BLAST referéncia
(similaridade)
Uberlandia Comércio aviario 9 Giar228UDI  Galinha (Gallus gallus  G. duodenalis - assemblage A KF843922 (100%)
domesticus)
Propriedade particular 3 Giar176UDI  Tucano (Ramphastos G. duodenalis - assemblage A KF843922 (100%)
toco)

5.4. Enterocytozoon bieneusi
5.4.1. Positividade de Enterocytozoon bieneusi

Das 255 amostras coletadas, 27 (10,6%) foram positivas para E. bieneusi ap6s
analise pela nested-PCR (Figura 8 e Tabela 18).

Das aves de Uberlandia (n=139), 15 (10,8%), pertencentes as familias
Phasianidae (Gallus gallus domesticus e Coturnix coturnix), Numididae (Numida

meleagris) e Anatidae (Anser Cygnoides) foram positivas para o parasito (Tabela 18).
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Das aves de Belo Horizonte (n=116), 12 (10,34%) foram positivas e eram pertencentes
a familia Phasianidae (Gallus gallus domesticus € Phasianus colchicus) e Columbidae
(Columba livia) (Tabela 18). Nao foi encontrada diferenca estatisticamente significante
na positividade de E. bieneusi entre as aves de Uberlandia e Belo Horizonte (p=1,0)
(Tabela 19).

Como pode ser observado na tabela 20, a positividade variou de 0 a 80% nos

diferentes locais de coletas das amostras fecais.
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Figura 8: Eletroforese mostrando, aproximadamente, 390 pares pb do gene ITS de E.
bieneusi, amplificado pela nested-PCR, a partir do DNA obtido de amostras fecais de
aves procedentes das microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG, coletadas no
periodo de margo de 2013 a julho de 2014. Linhas 1 a 5: Amostras positivas para E.
bieneusi; Linha 6: Controle negativo da PCR 1; Linha 7: Controle negativo da PCR 2;
Linha 8: Controle positivo (E. bieneusi gendtipo EbpA).

Tabela 18: Positividade de E. bieneusi por espécie avidria, encontrada em amostras fecais de aves
procedentes das microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG, coletadas no periodo de margo de
2013 a julho de 2014.

Local Hospedeiro :r(:lt:sltg:s Il:l;s(iitei;:lsmstras Positividade (%)
Uberlandia Galinha (Gallus gallus domesticus) 74 12 16,22
Galinha d’ Angola (Numida meleagris) 4 1 25
Codorna (Coturnix coturnix) 5 1 20
Ganso-africano (Anser Cygnoides) 3 1 33,33
25 outras espécies 53 0 0
Belo Horizonte  Galinha (Gallus gallus domesticus) 57 9 15,8
Faisao (Phasianus colchicus) 10 1 10
Pombo-doméstico (Columba livia) 2 2 100
23 outras espécies 47 0 0

Total 255 27 10,6
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Tabela 19: Comparacdo entre as positividades de E. bieneusi encontradas em amostras fecais de aves
procedentes das microrregidoes de Uberlandia e Belo Horizonte, MG, coletadas no periodo de Margo de
2013 a Julho de 2014.

Local Total de amostras N° de amostras positivas Positividade (%) p-valor
Uberlandia 139 15 10,8 L0
Belo Horizonte 116 12 10,34 ’
Total 255 27 10,6

Tabela 20: Positividade de E. bieneusi em aves por local de coleta nas
microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG.

Total de

N° de amostras

Local amostras positivas Positividade (%)

Uberlandia Propriedade particular 1 19 | 5,26
Propriedade particular2 5 3 60
Propriedade particular 3 6 0 0
Propriedade particular 4 6 0 0
Propriedade particular 5 12 2 16,67
Propriedade particular 6 5 4 80
Comércio aviario 1 8 0 0
Comércio aviario 2 10 3 30
Comércio aviario 3 13 1 7,7
Comércio aviario 4 8 0 0
Comércio aviario 5 9 1 11.11
Comércio aviario 6 4 0 0
Comércio aviario 7 3 0 0
Comércio aviario 8 4 0 0
Comércio aviario 9 4 0 0
Falcoaria 10 0 0
Fragmentos florestais 13 0 0

Belo Horizonte  Propriedade particular 7 31 0 0
Propriedade particular 8 30 7 23,33
Comércio aviario 10 20 5 25
Comércio aviaro 11 19 0 0
CETAS/IBAMA 16 0 0




58

5.4.2. Identificacdo dos genotipos de Enterocytozoon bieneusi

As 27 amostras positivas para E. bieneusi pela nested-PCR foram sequenciadas,
com sucesso. A analise das sequéncias do gene ITS revelou a presenga de quatro
genotipos diferentes, D, Perull, Peru6 e TipolV. O genotipo D foi o mais prevalente
(15/27; 55,55%), seguido pelo Perull (8/27; 29,63%), Peru6 (3/27; 11,11%) e TipolV
(1/27; 3,7) (Tabela 21). Nenhuma infec¢do mista foi observada nas sequéncias obtidas.

O genotipo D foi identificado em oito galinhas (Gallus gallus domesticus), uma
codorna (Coturnix coturnix) e um ganso-africano (4nser Cygnoides) de Uberlandia e
em cinco galinhas de Belo Horizonte (Gallus gallus domesticus) (Tabela 22). A amostra
de uma galinha d’Angola (Numida meleagris) proveniente de Uberlandia apresentou o
gendtipo Tipo IV (Tabela 22). O gendtipo Peru6 foi observado em um faisdo
(Phasianus colchicus) e em dois Pombos-domésticos (Columba livia) de Belo
Horizonte (Tabela 22). Por fim, o gen6tipo Perull foi identificado em quatro galinhas
(Gallus gallus domesticus) de Uberlandia e em quatro galinhas (Gallus gallus
domesticus) de Belo Horizonte (Tabela 22). Todas as sequéncias obtidas nesse estudo

exibiram 100% de similaridade com as sequéncias referéncias depositadas no GenBank

(Tabela 22).

Tabela 21: Numero de amostras positivas e genotipos de E. bieneusi encontrados nas
fezes de aves procedentes das microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG,
coletadas no periodo de marco de 2013 a julho de 2014.

Local N° de amostras positivas  Genétipo (n)
Uberlandia 15 D (10); Perul1 (4), TipolV (1)
Belo Horizonte 12 D (5); Perull (4); Peru6 (3)

Total 27 D (15); Perull (8); TipolV (1); Peru6 (3)
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Tabela 22: Resultados do sequenciamento das amostras fecais de aves procedentes das microrregides de
Uberlandia e Belo Horizonte, MG, coletadas no periodo de mar¢co de 2013 a julho de 2014, que foram

positivas para E. bieneusi pela nested-PCR.

Local Isolado Hospedeiro gis:lst;do (Ssei?nl;f:rciglazii;erenua
Uberlandia Propriedade particular 1~ Eb48UDI  Galinha (Gallus gallus D AF101200 (100%)
domesticus)
Propriedade particular 2~ Eb91UDI  Galinha (Gallus gallus D AF101200 (100%)
domesticus)
Eb93UDI  Galinha (Gallus gallus D AF101200 (100%)
domesticus)
Eb94UDI  Galinha (Gallus gallus D AF101200 (100%)
domesticus)
Propriedade particular 5 Eb192UDI  Galinha (Gallus gallus D AF101200 (100%)
domesticus)
Eb193UDI  Galinha (Gallus gallus D AF101200 (100%)
domesticus)
Propriedade particular 6 ~ Eb221UDI  Galinha (Gallus gallus Peull AY371286 (100%)
domesticus)
Eb222UDI  Galinha (Gallus gallus Peull AY371286 (100%)
domesticus)
Eb224UDI  Galinha (Gallus gallus Peull AY371286 (100%)
domesticus)
Eb225UDI  Galinha (Gallus gallus Peull AY371286 (100%)
domesticus)
Comércio aviario 2 Eb96UDI  Galinha (Gallus gallus D AF101200 (100%)
domesticus)
Eb102UDI  Galinha d’Angola TipolV AF242478 (100%)
(Numida meleagris)
Eb98UDI  Ganso-africano (Anser D AF101200 (100%)
Cygnoides)
Comércio aviario 3 Eb107UDI  Galinha (Gallus gallus D AF101200 (100%)
domesticus)
Comércio aviario 5 Eb208UDI  Codorna (Coturnix D AF101200 (100%)
coturnix)
Belo Horizonte  Propriedade particular 8 ~ Eb230UDI  Galinha (Gallus gallus D AF101200 (100%)
domesticus)
Eb239UDI  Galinha (Gallus gallus Perull AY371286 (100%)
domesticus)
Eb243UDI  Galinha (Gallus gallus Perull AY371286 (100%)
domesticus)
Eb245UDI  Galinha (Gallus gallus D AF101200 (100%)
domesticus)
Eb249UDI  Galinha (Gallus gallus D AF101200 (100%)
domesticus)
Eb251UDI  Galinha (Gallus gallus D AF101200 (100%)
domesticus)
Eb253UDI  Galinha (Gallus gallus Perull AY371286 (100%)
domesticus)
Comércio aviario 10 Eb54UDI  Galinha (Gallus gallus Perull AY371286 (100%)
domesticus)
EbS8UDI  Galinha (Gallus gallus D AF101200 (100%)
domesticus)
Eb63UDI  Faisdo (Phasianus Peru6 AY371281 (100%)
colchicus)
Eb62UDI  Pombo-doméstico Peru6 AY371281 (100%)
(Columba livia)
Eb67UDI  Pombo-doméstico Peru6 AY371281 (100%)

(Columba livia)
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5.5. Sequéncias depositadas no GenBank

As sequéncias de Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis e E. bieneusi,
obtidas no presente estudo, foram depositadas no GenBank sob os numeros de acesso
KT943972 a KT943975 ¢ KY012352 a KY012356. As sequéncias que ainda ndo foram

depositadas, serdo submetidas a medida em que os artigos forem publicados.



Discussdo
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Cryptosporidium spp., Giardia spp., e Enterocytozoon bieneusi sdo parasitos
importantes, considerados agentes de infeccdo em humanos e animais e responsaveis
por surtos de gastroenterites transmitidas pela 4gua em todo mundo. (FILIPPICHI et al.,
1998; NG et al., 2006; NAKAMURA et al., 2009). Esses parasitos possuem grande
variedade de reservatorios, podendo estar associados a “habitats” aquaticos e a inumeras
espécies de animais, que propagam e disseminam cistos, 0ocistos € esporos no meio
ambiente, que podem ter potencial zoonotico (GRACZYCK et al., 2008). Varios
géneros e espécies de aves silvestres e domésticas podem eliminar esses patdgenos nas
fezes, entretanto o papel desses animais na contaminagdo ambiental ndo esta totalmente
esclarecido (GRACZYCK et al., 2008).

As microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, que fizeram parte desse
estudo, foram escolhidas por possuirem diversidade de espécies de aves, além de serem
consideradas centros com potencial para a avicultura. S3o grandes pdlos econdmicos
com infraestrutura de qualidade. Entretanto, sdo areas que apresentam caracteristicas
geograficas diferentes, o que pode influenciar no comportamento epidemioldgico de
patogenos. Nesse estudo, ao se comparar os resultados de positividade dos parasitos
estudados entre as duas microrregides, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes. Ressalta-se que este é o primeiro trabalho em aves que compara a
positividade de parasitos de veiculagdo hidrica e potencial zoonético entre dois grandes
centros. Logo, ndo se encontra na literatura embasamento cientifico para explicar o
resultado encontrado. Mais estudos epidemioldgicos que abordem fatores geograficos
sd0 necessarios, na tentativa de eluciar os fatores que sdo importantes para a

manutencdo e dispersao desses parasitos.

6.1. Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp. € parasito reportado em ampla diversidade de hospedeiros
aviarios no mundo todo (RYAN, 2010; NAKAMURA; MEIRELES, 2015). No Brasil,
este protozoario foi identificado em aves domésticas, silvestres (de vida livre e de
cativeiro) e exoticas (HUBER et al. 2007; NAKAMURA et al. 2009, 2014; SEVA et al.
2011; GOMES et al. 2012; da CUNHA, 2013; HOLSBACK et al. 2013).

A positividade de Cryptosporidium spp. encontrada nas aves no presente estudo
corrobora com autores de diversos paises, incluindo o Brasil que, utilizando ferramentas

moleculares, relataram positividades entre 0,7 e 16,13% (SOLTANE et al., 2007;
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NAKAMURA et al., 2009; PLUTZER; TOMOR, 2009; WANG et al., 2010; SEVA et
al., 2011; BERRILI et al., 2012; GOMES et al., 2012; WANG et al., 2012;
HOSLBACK et al., 2013; HAMIDINEJAT et al. 2014., NAKAMURA et al., 2014;
WANG et al., 2014a; CANO et al., 2016; LI et al., 2016). Entretanto, os resultados
encontrados foram consideravelmente menores do que os trabalhos de Kuhn et al.
(2002); Gharagozlou et al. (2006); Oliveira et al. (2008) e Baroudi et al. (2013), os quais
encontraram positividade entre 27,5 e 49%, utilizando técnicas moleculares e
microscopicas. A diferenca nos resultados entre esses trabalhos e o presente estudo,
pode estar relacionada ao habitat das aves, pois, nas pesquisas citadas, as coletas foram
realizadas somente em aves domésticas e aquaticas. O contato préximo das aves
domésticas com outros animais domésticos e das aves aquaticas com fontes de agua
contaminadas, provavelmente, contribuiu para a alta positividade de Cryptosporidium
spp. nesses trabalhos.

Nesse estudo, a caracterizacdo molecular identificou duas espécies e um
geno6tipo de Cryptosporidium, no qual C. meleagridis prevaleceu, seguido de C. baileyi
e genotipo de pato. Os achados desse estudo apresentaram-se diferentes da literatura,
pois autores como Plutzer; Karanis (2009), Fayer (2010) e Ryan (2010) encontraram C.
baileyi como a espécie mais prevalente em aves.

C. meleagridis possui diversidade de hospedeiros aviarios, com relatos nas
ordens Columbiformes, Galliformes, Passeriformes e Psittaciformes (NAKAMURA;
MEIRELES, 2015). De acordo com Nakamura e Meireles (2015), essa espécie de
parasito ocorre, preferencialmente, nas aves da ordem Galliformes, corroborando com o
presente estudo que encontrou C. meleagridis em galinhas, Peru e codorna. Esse
protozoario também foi reportado em Galliformes da China, Argélia, Costa do Marfim,
Tunisia, Iran e Peru (GHARAGOZLOU et al., 2006; SOLTANE et al., 2007; WANG et
al., 2010; WANG et al., 2012; BAROUDI et al., 2013; BERRILI et al., 2013; WANG et
al., 2014a,b). No Brasil, estudo relataram C. meleagridis em galinhas e aves silvestres
(HUBER et al., 2007; NAKAMURA et al., 2009; da CUNHA, 2013).

O encontro de C. meleagridis em aves domésticas nesse trabalho, pode
representar risco a saude publica, pois, além das aves, esta espécie foi identificada no
homem e em diversos mamiferos, estando associada a manifestagdes gastrointestinais
em individuos imunocompetentes e imunocomprometidos (FAYER, 2010; CHAPPELL
et al,, 2011). De acordo com Ryan (2010), C. meleagridis ¢ patdogeno humano

emergente, sendo a terceira espécie de Cryptosporidium mais comum no homem
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(XIAO; FAYER, 2008). Em alguns paises como Peru e Tailandia, C. meleagridis ¢é
responsavel por 10 a 20% das infec¢des por Cryptosporidium, com frequéncia similar
aquelas infecg¢des causadas por C. parvum (XIAO; FENG, 2008; CHALMERS; GILES,
2010; ELWIN et al., 2012; INSULANDER et al., 2013). No Brasil, essa espécie foi
relatada em individuos HIV positivos do estado de Sdo Paulo (ARAUJO et al., 2008).

Ao contrario de C. meleagridis, C. baileyi tem especificidade por hospedeiros
aviarios, sendo relatada em 12 ordens aviarias (Anseriformes, Cathartiformes,
Charadriiformes,  Columbiformes, Falconiformes, Galliformes,  Gruiformes,
Passeriformes, Piciformes, Psittaciformes, Strigiformes e Struthioniforms), ocorrendo,
preferencialmente, nas da ordem Galliformes (NAKAMURA; MEIRELES, 2015). Esta
frequentemente associado a criptosporidiose respiratoria, com alta morbidade e
mortalidade em aves, especialmente em frangos de corte (SRETER; VARGA, 2000).

Neste estudo, C. baileyi foi observado em aves domésticas da ordem
Galliformes (galinhas e codorna) e em uma ave aquatica da ordem Anseriformes
(ganso-africano). Casos de infeccdo de aves domésticas e aquaticas por C. baileyi sdo
bem documentados, sendo relatadas ocorréncias em varias localidades, incluindo Brasil.
(HUBER et al.,, 2007; CARDOZO et al., 2008; NAKAMURA et al, 2009;
NAKAMURA; MEIRELES, 2015).

Nesse trabalho, também foi identificado o genétipo de pato em um marreco-
mandarim. Esse gen6tipo foi primeiramente descrito por Morgan et al. (2001), em fezes
de pato-preto. Posteriormente, foi relatado em dois estudos nos Estados Unidos
(JELLISON et al. 2004; ZHOU et al. 2004). Nao existe na literatura a descricdo desse
gendtipo na América do Sul, sendo esse estudo, o primeiro relato.

A subtipagem do gene gp60 ¢ ferramenta usada em estudos de transmissdo das
espécies de Cryptosporidium, para identificar diferencas geograficas e temporais na
distribui¢do dos subtipos desse parasito em humanos e em outros animais. E utilizada
para as espécies C. parvum e C. hominis, mostrando variagdes significantes nos sinais
clinicos e nas viruléncias entre as familias dos subtipos (CAMA et al., 2007, 2008). Para
C. meleagridis, entretanto, o uso ¢ limitado. Das trés familias identificadas nesse estudo
(IIIa, b e IlIg), a mais prevalente foi a Illg, observada em galinhas. Esse resultado ¢
semelhante ao de Baroudi et al. (2013) na Argélia. Essa familia também foi identificada
em humanos e em aves domésticas na Suécia (STENSVOLD et al., 2014).

Dos subtipos observados dentro da familia IIIg desse trabalho, dois sdo novos

achados (IlIgA25G3R1 e IlIgA21G3R1) e dois foram anteriormente reportados,
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[IIgA24G2R1 em galinha da Argélia (JX878610) e IlIgA22G3R1 em ser humano do
Nepal (KUS852730), indicando uma possivel potencial zoonotico desse subtipo
(BAROUDI et al. 2013; BESER et al., 2016).

Subtipos da familia IlIb foram relatados em varios paises do mundo em
humanos e perus (STENSVOLD et al., 2014). No presente trabalho, foram identificados
dois subtipos dessa familia, [IIbA24G1R1 em galinha e IIIbA23G1R1 em codorna,
ambos anteriormente relatados em seres humanos da China (KU852729), Peru
(KF733818), Indonésia (KJ210606) e Tailandia (KJ210609) (STENSVOLD et al.,
2014; WANG et al., 2014b; BESER et al., 2016).

Dentre as familias de C. meleagridis, a Illa é a menos encontrada, com relatos
em seres humanos da Jordania e do Quénia e em Peru dos Estados Unidos
(GLABERMAN et al., 2001; HIJJAWTI et al., 2010). Nas amostras dessa pesquisa, foi
identificado um novo subtipo dessa familia em uma amostra de Peru.

Como os estudos de subtipagem de C. meleagridis ainda sdo escassos, nio ¢é
possivel determinar se os novos subtipos das familias Illa e Illg, encontrados nesse
trabalho, sdo restritos ao Brasil. Mais estudos de subtipagem sdo necessarios para o
melhor entendimento da especificidade de hospedeiros e da dindmica de transmissao de

C. meleagridis.

6.2. Giardia spp.

Embora Giardia spp. seja amplamente documentada em mamiferos de varios
paises do mundo, existe um nimero limitado de trabalhos com esse parasito em aves
silvestres e domésticas de diferentes ordens (PAPINI et al. 2012; REBOREDO-
FERNANDEZ et al. 2015; CANO et al. 2016). No Brasil, esse protozoario foi
observado em 3,1% de aves silvestres provenientes de Minas Gerais, entretanto, o
presente trabalho constitui o primeiro relato de Giardia spp. em uma ave da ordem
Piciforme (da CUNHA, 2013).

A positividade de Giardia spp. encontrada em aves nesse estudo (0,78%) foi
similar as positividades reportadas em aves de cativeiros provenientes de pet shops
(1,6%) e zoologicos (3,6%) na Italia e em aves silvestres da Espanha (2,1%) (PAPINI et
al. 2012; REBOREDO-FERNANDEZ et al. 2015). Porém, alguns estudos de
diagnodstico e caracterizagdo molecular documentaram positividades maiores que a

desse trabalho. Berrili et al. (2012) identificaram, na Costa do Marfim, 58% de galinhas
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parasitadas e, na Hungria, Plutzer e Tomor (2009) relataram 24% de aves aquaticas
infectadas. As diferengas entre os resultados podem estar relacionadas a fatores como
numero amostral, manejo das aves, método de diagndstico e localizagdao geografica.

Pela caracterizacdo molecular, G. duodenalis foi a espécie presente em um
tucano (de cativeiro) e em uma galinha. De acordo com Feng e Xiao (2011), G.
duodenalis ¢é considerada multiespécie complexa devido a presenca de diversos
genotipos e subgenotipos, que podem ser zoonoticos ou hospedeiro-especifico. Entre os
genotipos de G. duodenalis, as assemblages A e B sdo aquelas de menor especificidade
de hospedeiro (CACCIO; RYAN, 2008). Essas sio encontradas em humanos e em
outros vertebrados, incluindo as aves, portanto, sdo consideradas de potencial zoonético
(CACCIO; RYAN, 2008). Nesta pesquisa, as duas amostras sequenciadas foram
caracterizadas como assemblage A, a qual foi documentada em aves silvestres,
domésticas e de cativeiro procedentes da Espanha, Costa do Marfim e Italia (BERRILI
et al., 2012; PAPINI et al. 2012; REBOREDO-FERNANDEZ et al. 2015). Outras
assemblages de G. duodenalis, como assemblage B, D e F foram identificadas em aves
silvestres do Brasil, em aves silvestres e aquaticas da Espanha ¢ em aves domésticas da
Costa do Marfim (BERRILI et al., 2012; da CUNHA, 2013; REBOREDO-
FERNANDEZ et al. 2015; CANO et al. 2016).

6.3. Enterocytozoon bieneusi

E. bieneusi ¢ considerado patdgeno entérico emergente em varios hospedeiros
vertebrados, entretanto informagdes desse parasito em aves sdo escassas (LI et al.,
2014). Esse parasito ja foi reportado nas ordens Galliformes, Columbiformes,
Passeriformes, Psittaciformes, Struthioniformes e Falconiformes provenientes de Abu
Dhabi, Iran, China, Peru, Republica Checa, Alemanha, Portugal e Espanha (SANTIN,
2015). No Brasil, foi identificado em pombos e em aves exoticas do estado de Sdo
Paulo (LALLO et al., 2012).

A positividade observada nas aves desse trabalho corrobora com os achados de
autores de varias localidades do mundo que, utilizando ferramentas moleculares,
encontraram positividades variando de 1,4 a 49% em aves domésticas, exoticas e de
cativeiro (HARO et al. 2005; LOBO et al., 2006; BART et al., 2008; KASICHOVA et
al., 2009; LALLO et al, 2012; LI et al., 2014; PIRESTANI et al., 2013;
STODKOWICZ-KOWALSKA et al.,, 2013; ZAO et al.,, 2016). A diferengca nos
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resultados de positividade entre os estudos pode ser atribuida, principalmente, ao habitat
das aves investigadas. Analisando a literatura, observa-se que as positividades de E.
bieneusi menores, normalmente estdo relacionadas a aves silvestres e exoticas € as mais
altas a aves domésticas (SANTTN, 2015; da CUNHA et al., 2016b). Isso, provavelmente
ocorre pelo fato das aves domésticas estarem em maior contato com outros animais e
por viverem aglomeradas.

Esse trabalho constitui o primeiro relato de E. bieneusi em aves domésticas
(galinha, galinha d’ Angola, codorna e faisdo) e em aves da ordem Anseriformes (ganso-
africano) no Brasil. Em aves domésticas, existem trés estudos na Alemanha, Peru e
China que reportaram a presenga de E. bieneusi em galinhas (REETZET al., 2002;
FENG et al., 2011; LI et al., 2014). Em relacdo a galinha d’Angola, codorna e faisdo,
ndo existem relatos prévios de E. bieneusi nessas aves. Na ordem Anseriformes, além
do presente estudo, hd apenas um relato de E. bieneusi em gansos-domésticos e patos-
domésticos na China (ZHAO et al., 2016).

E. bieneusi ¢ comumente detectado em pombos com registros no Brasil, China,
Ird, Holanda, Espanha, Polonia e Portugal (HARO et al. 2006; LOBO et al. 2006;
BART et al. 2008; LALLO et al. 2012; PIRESTANI et al. 2013; STODKOWICZ-
KOWALSKA et al. 2013; ZHAO et al. 2016). O achado desse parasito em pombos do
presente estudo corroboram com os resultados da literatura. De acordo com Haro et al.
(2005), pombos possuem contato préximo com criangas e idosos em parques urbanos e,
portanto, devem ser estudados a fim de se estabelecer o papel desses animais como
carreadores de parasitos oportunistas e potencialmente zoono6ticos.

A andlise das sequéncias de nucleotideos da regido ITS de E. bieneusi revelou a
presenca de quatro gendtipos, D, TipolV, Peru6 e Perul 1, todos anteriormente relatados
no homem e em outros mamiferos, em diferentes localidades. De acordo com Santin
(2015), os genotipos D e TipolV de E. bieneusi sao frequentemente diagnosticados em
humanos, com relatos na América do Norte, América do Sul, Africa, Europa e Asia.

O gendtipo D apresenta ampla diversidade de hospedeiros, incluindo humanos,
aves (pombos e falcdes), primatas ndo-humanos, suinos, bovinos, caes, gatos, equinos,
coelhos e roedores (SANTIN 2015). Na América do Sul, foi reportado em humanos no
Brasil e no Peru, em bovinos na Argentina e no Brasil e em equinos na Colombia
(SULAIMAN et al., 2003; BERN et al., 2005; CAMA et al., 2007; SANTIN et al.,
2010; FENG et al., 2011; del COCO et al., 2014; da SILVA FIUZA et al., 2016). O



68

encontro desse genotipo em aves do presente estudo representa o primeiro relato do
gendtipo D em galinhas, codorna e ganso-africano.

O gendtipo TipolV também possui grande variedade de hospedeiros, incluindo o
homem e outros animais (GALVAN-DIAZ et al., 2014; SANTIN, 2015). Os achados
desse estudo representam o primeiro relato do gendtipolV em uma ave da ordem
Galliforme.

Os gendtipos Peru6 e Peru 11, sdo mais restritos em relagao ao hospedeiro e
localizagao geografica. Peru6 foi identificado em humanos do Peru e Portugal, em caes
de Portugal, bovinos dos Estados Unidos e pombos e periquitos de Portugal (SANTIN,
2015). Perull foi detectado em humanos na China, Peru e Tailandia, primatas no
Quénia e China e em animais silvestres dos Estados Unidos (SANTIN, 2015). O
presente estudo representa o primeiro relato de Peru6 em ave da ordem Galliformes e de

Perull em um hospedeiro aviario.

4.0. Importancia das aves na transmissio dos patégenos

Cryptosporidium spp., Giardia spp. e E. bieneusi sdo patdogenos humanos de
carater zoondtico que influenciam, consideravelmente, na morbidade de individuos
saudaveis e na mortalidade de individuos imunocomprometidos (GRACZYC et al.,
2008). Varios estudos indicam o envolvimento de fontes de dgua na epidemiologia
desses parasitos (GRACZYC et al., 2008). Em ambientes aquaticos, oocistos, cistos e
esporos se mantem infectantes por longos periodos de tempo (BERRILLI et al., 2012).
Além disso, o pequeno tamanho e a resisténcia aos padrdes normais de desinfecg¢do por
cloro, facilitam a transmissdo por via hidrica (BERRILLI et al., 2012).

Existem muitas fontes de contaminacdo ambiental de habitats aquaticos por
esses parasitos. Varios animais podem eliminar oocistos, cistos e esporos nas fezes e
passa-los mecanicamente para fontes de dgua (GRACZYC et al., 1998; ZHOU et al.,
2004). Nesse sentido, as aves aquaticas assumem importante papel na cadeia de
transmissdo desses patdgenos, pois tem contato direto com aguas possivelmente
contaminadas, e pela capacidade de dispersar os parasitos durante o processo
migratério. O encontro de Cryptosporidium spp. em aves aquaticas desse estudo
corrobora com trabalhos desenvolvidos no Brasil, Espanha, Turquia e Estados Unidos
que identificaram aves da ordem Anseriformes infectadas por esse protozoario.

(GRACZYK et al., 1998; KUHN et al., 2002; ZHOU et al., 2004; CHVALA et al.,
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2006; HUBER et al., 2007; PLUTZER; TOMOR, 2009; CANO et al., 2016) Entretanto,
deve-se ressaltar que o presente estudo configura o primeiro relato de E. bieneusi em
aves aquaticas.

Estudos de epidemiologia molecular envolvendo popula¢des humanas e animais
vivendo em contato proximo, tem demonstrado a importancia dos animais domésticos,
incluindo as aves, na transmissao de patégenos zoondticos para o ser humano. Berrilli et
al. (2012), identificaram alta positividade da espécie zoondtica, C. meleagridis, em
humanos e galinhas que transitavam livremente em uma comunidade carente da Costa
do Marfim. Estudo realizado por Mahmud et al. (1995) no Egito, detectou aumento no
risco de infeccdo por Giardia em criangas que conviviam com galinhas. No presente
trabalho, Cryptosporidium spp., Giardia spp. e E. bieneusi foram detectados em aves
domésticas da ordem Galliformes (galinhas, galinhas d’Angola, codorna, faisdo e
codorna). Esses resultados se assemelham a de outros autores que detectaram esses
parasitos em aves domésticas de diversos paises (REETZ et al, 2002;
GHARAGOZLOU et al., 2006; SOLTANE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008;
McEVOY et al. 2009; WANG et al., 2010; BERRILLI et al., 2012; WANG et al., 2012;
BAROUDI et al., 2013; BERRILI et al., 2013; HAMIDINEJAT et al. 2014; LI et al.,
2014; WANG et al., 2014a,b; ZAO et al., 2016).

As aves aquaticas e domésticas do presente estudo foram criadas em pequenas
propriedades urbanas ou rurais para consumo proprio ou venda em pequenos comeércios
informais. A maioria das aves eram criadas soltas, transitando livremente pelas
propriedades e, assim, tinham contato proximo com os seres humanos e outros animais,
como bovinos, suinos e cdes. Trés galinhas positivas para E. bieneusi eram criadas
presas em recintos de alvenaria e ndo conviviam com outros animais, porém tinham
contato frequente com os cuidadores que higienizavam os recintos. Algumas
propriedades eram localizadas proximas a cursos d’agua onde os animais podiam beber
agua e defecar, aumentando o risco de contaminacdo ambiental e disseminag¢do dos
parasitos. Os resultados do presente trabalho demostraram que espécies e gendtipos
zoondticos de Cryptosporidium spp., Giardia spp. € E. bieneusi estdo presentes em aves
aquaticas e domésticas no Brasil, ressaltando o importante papel desses animais como
fonte de infeccdo para o homem e de contaminacdo ambiental.

Aves exoticas e silvestres de cativeiro também tem sido identificadas como
fontes de infeccdo de Cryptosporidium spp., Giardia spp. € E. bieneusi (XIAO et al.,

2015). Aves mantidas em cativeiro estio em contato proximo ao homem, pois devem
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ser periodicamente manipuladas para alimentagdo e higienizacdo dos recintos. Essas
atividades podem expor os cuidadores a infec¢do por parasitos zoonoticos. Fezes sem o
devido tratamento e descarte podem contaminar fontes de dgua, solo ou alimentos e,
assim, contribuir, indiretamente, com a transmissao desses patdgenos. No presente
estudo, genotipo zoonoético de G. duodenalis e E. bieneusi, foram detectados em ave
silvestre (tucano) e em aves exoticas (pombos-domésticos), respectivamente, mantidas
em cativeiro. Esses achados corroboram com diversos autores do mundo, incluindo
Brasil, que identificaram aves silvestres e exdticas mantidas em cativeiro infectadas por
patoégenos considerados humanos (LOBO et al., 2006; NAKAMURA et al., 2009;
KASICKOVA et al., 2009; da SILVA et al., 2009; GOMES et al., 2012; LALLO et al.,
2012; PAPINI et al.,, 2012; PIRESTANI et al., 2013; NAKAMURA et al., 2014;
REBOREDO-FERNANDEZ et al., 2015; LI et al., 2016; ZHAO et al., 2016). Apesar
das aves cativas poderem ser importantes carreadoras de diversos parasitos patogénicos,
a positividade encontrada, de modo geral, ¢ baixa, pois a maioria desses animais vivem
em recintos cujas condigdes de alimentagdo, agua e higiene sdo controladas,
diminuindo, assim, o risco de infeccoes.

Nesse estudo, as amostras fecais dos animais dos fragmentos florestais e da
falcoaria provenientes da microrregido de Uberlandia ¢ do CETAS/IBAMA de Belo
Horizonte, ndo foram positivas para nenhum dos parasitos analisados. Majewska et al.
(2009) comentaram que aves de vida livre sdo suscetiveis a infec¢des parasitarias, pois
estdo em constante contato com diferentes ambientes, cujas condi¢des podem nio ser
ideais. Entretanto, as aves de vida livre capturadas nos fragmentos florestais do presente
estudo ndo estavam infectadas por nenhum dos trés parasitos estudados. Alguns fatores
podem ser atribuidos a essa diferenca de resultados como nimero amostral e localiza¢ao
geografica. As aves da falcoaria apesar de serem mantidas em cativeiro, sdo soltas
regularmente para caca, se tornando suscetiveis a infecgdes em ambientes
contaminados. Porém, ao primeiro sinal de doenca, os animais sdo tratados. As aves do
CETAS/IBAMA, assim que chegam ao local s3o tratadas com antiparasitario e mantidas
em recintos periodicamente higienizados, vivendo em condig¢des ideais, o que pode ter
contribuido para a auséncia de parasitos nas amostras analisadas.

Esse trabalho confirmou a presenca de espécies/genotipos zoondticos de
Cryptosporidium spp., Giardia spp. € E. bieneusi em diferentes aves das microrregides
de Uberlandia e Belo Horizonte, sugerindo importante participagdo desses animais na

transmissdo de patdgenos para o homem e outros animais. O contato proximo entre aves
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(aquaticas, domésticas e cativas) e o0 homem, inevitavelmente, continuara resultando em
impactos negativos para a saude publica e para a qualidade de fontes de agua e
alimentos. Dessa forma, faz-se necessario a introducao de testes especificos de analise
da 4gua para a presenca de parasitos zoonoéticos. Além disso, mais estudos
epidemioldgicos que busquem compreender o papel das aves na contaminagdo
ambiental por parasitos zoonoéticos sdo imprescidiveis. Estudos nesse sentido serdo
fundamentais para a elaboragdo de estratégias de benfeitorias na satide publica, de
planos de manejos adequados que vizem a redugdo de perdas econdmicas na industria

avicola e para a conservacao e manutencao das espécies aviarias.
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- Cryptosporidium spp., Giardia spp. e E. bieneusi estdo presentes em aves das

microrregides de Uberlandia e/ou Belo Horizonte.

- Dos trés parasitos estudados, Cryptosporidium spp. € Giardia spp. apresentaram a

maior e menor positividade, respectivamente.
- Nao foi observada diferenca significante na positividade de Cryptosporidium spp.,
Giardia spp. e E. bieneusi entre aves das microrregioes de Uberlandia e Belo Horizonte,

MG.

- Foram identificadas as espécies C. baileyi, C. meleagridis e gen6tipo de pato, sendo C.

meleagridis a espécie mais prevalente.

- Infecgdo mista foi identificada em uma amostra positiva para Cryptosporidium spp.

- A subtipagem de C. meleagridis detectou a presenca de trés familias, Illa, IIIb e IlIg,

sendo a familia IlIg a mais prevalente.

- G. duodenalis foi a Uinica espécie de Giardia identificada e a assemblage presente foi a
A.

- Esse trabalho constitui o primeiro relato de Giardia spp. em ave da ordem Piciforme.

- Quatro genotipos de E. bieneusi foram reportados, D, TipolV, Peru6 e Perul 1, sendo o

gendtipo D o mais prevalente.

- Esse € o primeiro relato de E. bieneusi em aves domésticas (galinha, galinha d’Angola,

codorna e faisdo) e em aves da ordem Anseriformes (ganso-africano) do Brasil.

- O encontro de espécies/gendtipos zoondticos de Cryptosporidium, Giardia e E.
bieneusi em aves aquaticas, domésticas e cativas pode ter implicagdes na transmissao

desses parasitos para o homem e outros animais.
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Anexo A: Analise final da Comissio de Etica na Utilizacio de Animais (CEUA) para
o protocolo 151/13.

@J Universidade Federal de Uberlandia
Pri-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacao
Comissdo de Etica na Utilizagéo de Animais (CEUA)
Avenida Joso Naves de Avila, n°. 2160 - Bloco A, sala 224 - Campus Santa
Maénica - Uberlandia-MG -
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3238-4131; e-mail:ceva@propp.ufu br;

ANALISE FINAL N° 013/14 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMALS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUAMUFU 151/13

Projeto Pesguisa: “Ocorréncia e identificacio molecular de Cryplosporidium
spp. e Giardia spp. em aves silvestres & domésticas no sudeste brasileirg”

Pesquisador Responsavel: Marcia Cristina Cury

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
ammais nos limites da redacao e da metodologia apresentadas, Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatério final.

SITUACAD: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADD

OBS: O CEUA/JUFU LEMBRA QUE QUALGQUER MUDANCA NO PROTOCOLD
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA,

Literdandi, 20 de Mared de 2004,

lII — o P .-;"lll" ]

Frof. Dr. CésatAwugusto Garcia
Croordenador.da CEUASUFL
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Anexo B: oficio direcionado ao superintendente do IBAMA/MG para formalizar o
pedido de coleta das amostras fecais.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
@ INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

OF- 84/2013

Uberlandia, 17 de Setembro de 2013

Sr. Mareo Tulio Simdes Coelho
Superintendente Estadual do IBAMAMG,

Prezado Senhor,

Venho por meio desta, solicitar a autorizagio de colets de fezes das aves presentes no
CETAS/IBAMA de Belo Horizonte, que serfio utilizadas somente para fins de pesquisa
do projeto intitulado “Ocorréneia e identificacdo molecular de Cruptosporidium spp. ¢
{Fiardia spp. em aves silvestres e domésticas no sudeste brasileire”™, da aluna de douto-
rado, Maria Jilia Rodrigues d4 Cunha, do Programa de Pés Graduacio em Parasito-
logia ¢ Imunologia Aplicadas da Universidade Federal de Uberlindia,

Atenciosamente,

]
latto A\ T8 vt ot g
MR 4 1 e ,‘{;’3‘:‘{{:‘} .a‘ﬁ'ﬂ
 Profa. Dra. Méreia Cristina Cury - o5 L ashye
! | A B;h.;v# it
Labaratbrio de Parasitologia - ICRIN e

Universidade Fecteral de Uberlindia - Av. Pard 1720 - Bloco 4C
Bairro Umuicama -CEP-33400-902

Tel; (634)321821-98

Fax: (34)321823-32

Sy @ wm wa ranma. o fu. by

Av. Pard 1720 Bloco 4C - Campus Umuarama - CEP: 38400-902 - Uberldndla MG
Tolofono: (34) 3218-2158 - Telatax: (02432132333 - E-mall: CurySumuarama uhubr
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Anexo C: TCLE assinado pelos responsaveis pelas propriedades particulares,
comércios aviarios e falcoaria, antes do inicio do trabalho.

U I) UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Instituto de Ciéncias Biomédicas

Laboratorio de Sorologia e Biologia Molecular de Parasitos
Termo de consentimento Livre e Esclarecido — proprietario

Vocé estd sendo convidado (a) para participar da pesquisa com o titulo “Ocorréncia e
identificacido molecular de Cryptosporidium spp., Giardia spp. e E. bieneusi em aves
silvestres e domésticas das microrregides de Uberlandia e Belo Horizonte, MG”, sob
a responsabilidade da pesquisadora Maria Julia Rodrigues da Cunha, sob orientacdo da
Prof* Dr* Marcia Cristina Cury do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
Federal de Uberlandia.

Nesta pesquisa buscamos conhecer o numero de infec¢des por Cryptosporidium spp.,
Giardia spp. e E. bieneusi, parasitos intestinais, que acometem aves silvestres e
domésticas. Buscaremos compreender se as aves sdo capazes de disseminar espécies
zoondticas desses patogenos, causando impacto negativo na saude publica.

Vocé participara da pesquisa, fornecendo fezes dos animais de sua propriedade que serdo
solicitadas pelos pesquisadores. As fezes serdo coletadas em potes coletores, contidos em
kits (prato descartavel, espatula e coletor de fezes), que serdo previamente cedidos. Estes
potes contendo as fezes serdo encaminhados ao Laboratorio de Parasitologia da
Universidade Federal de Uberlandia, onde serdo investigados parasitos, através de exame
das fezes.

Em nenhum momento seu nome sera identificado. Os resultados dos exames de fezes dos
animais participantes serdo fornecidos diretamente, por contato telefonico. Vocé sera
avisado do exame dos animais de sua propriedade e se houverem animais positivos para
os parasitos, vocé serd orientado a procurar um médico veterinario para seguir com
tratamento adequado dos mesmos.

Vocé ndo terd nenhum 6nus ou ganho financeiro por participar da pesquisa.

Dessa forma, vocé, autorizando a coleta de material dos animais da sua propriedade,
estard colaborando para um melhor entendimento destes patdogenos, e possibilitando
futuras medidas de controle e tratamento mais eficazes.

O(a) senhor(a) ¢ livre para deixar de participar a qualquer momento sem nenhum prejuizo
para o senhor(a).

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé.
Qualquer duvida a respeito da pesquisa entre em contato com: Maria Julia Rodrigues da
Cunha ou Prof* Dr* Marcia Cristina Cury na Av. Pard, 1720 Bloco 4C — Campus
Umuarama — CEP: 38400-902 — Uberlandia-MG, Telefone: (34) 32182198.

Podera também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com Seres-
Humanos — Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco
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A, sala 224, Campus Santa Monica — Uberlandia —MG, CEP: 38408-100; fone: 34-
32394131.

Uberlandia, de de 200

Marcia Cristina Cury

Maria Julia Rodrigues da Cunha

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente
esclarecido.

Participante da pesquisa



