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APRESENTACAO DO GUIA DE VIGILANCIA
DE COCCIDIOS

A coccidiose, causada por protozodrios dos géneros Eimeria
e Isospora, ¢ uma enfermidade de importincia veteriniria e ecoldgica,
impactando a sadde das aves silvestres e podendo refletir na
biodiversidade local. O monitoramento desses parasitas em aves da
ITha do Maranhio permite avaliar os impactos ecoldgicos da infecgio e
detectar possiveis ameagas a fauna.

A Tlha do Maranhio possui um mosaico ecoldgico caracterizado
por influéncias da Amazoénia e do Nordeste, proporcionando habitats
diversos para a avifauna local. A ocorréncia de coccidios pode indicar
mudancas ambientais, contribuindo para a compreensao das interagoes
ecoldgicas e auxiliando na formulagio de estratégias de conservagio.

Nesse sentido, a vigilincia ativa para monitorar a presenca
de coccidios em aves silvestres torna-se uma ferramenta critica para
a conservacio da fauna nativa e, consequentemente, para a satde
ambiental. A coccidiose, uma doenga parasitiria que afeta essas aves,
serve como um indicativo da satde individual das populacoes e das
condigdes dos ecossistemas que habitam.

Reconhecer a coccidiose como um fator influente na dinimica
populacional das aves ressalta a urgéncia de estabelecer sistemas
robustos de vigilincia. Tais sistemas nio apenas fornecem dados sobre
as pressoes que ameagam essas populagdes, mas também evidenciam
implicagOes relevantes para a satidde ambiental e para as comunidades
humanas que dependem desses ecossistemas.

Estudos sobre a prevaléncia da coccidiose em aves silvestres
demonstram que a taxa de infec¢io varia entre as regides, sendo
influenciada por fatores ambientais, interagoes ecoldgicas e densidade
populacional das aves. Diversos levantamentos realizados no Brasil e em
outros paises identificaram a presenga de Eimeria e Isospora em diferentes
espécies e localidades. A Tabela 1, apresenta um resumo das principais
pesquisas sobre a prevaléncia da coccidiose em aves, destacando as taxas
de infecgio registradas, as regides estudadas e as respectivas referéncias.



Tabela 1 - Prevaléncia de coccidiose em aves silvestres por regiio

Regiao/Estado/Cidade Prevaléncia (%) Referéncia

Sao Luis, MA 34,31- Protozodrios e Figueiredo, Manrique &
helmintos. Nogueira (2018)

Para, PA Presenga de oocistos de ~ Magalhies-Matos et al.
Eimeria e Isospora (2016)

Acre, AC Presenga de Brito et al. (2017)
endoparasitas

Nordeste, BR 25% de infecgdes por Moura et al. (2023)
parasitas Apicomplexa

Reserva Extrativista 70,58% Estudo na Reserva

Cazumba-Iracema Extrativista Cazumba-

Iracema

Universidade Federal  38,8% Cruz et al. (2019)

do Rio Grande do Sul

Portugal 25% de coccidios em Cardozo et al. (2019)
aves silvestres

Canada Altas taxas de Eimeria Macdonald et al. (2019)

Etiépia Altas taxas de Eimeria Macdonald et al. (2019)

Chattogram, Infestagdes por Bayzid (2022)

Bangladesh helmintos e protozodrios

Fonte: Elaborado pelo autor com base nos estudos citados.

A anidlise dos dados apresentados na Tabela 1, demonstra
que a taxa de infecgdo varia significativamente entre as regides,
sendo influenciada por fatores como densidade populacional das
aves, condi¢oes ambientais e interagdes ecoldgicas. As dreas de maior
prevaléncia, como a Reserva Extrativista Cazumba-Iracema (70,58%)
¢ a Universidade Federal do Rio Grande do Sul (38,8%), indicam a
necessidade de estratégias especificas de monitoramento ¢ manejo.
Essas regides podem apresentar fatores ambientais favoriveis a
persisténcia dos oocistos no solo, além de uma alta concentragio de
aves em determinados periodos do ano, o que favorece a disseminacio
dos parasitas. O monitoramento continuo e o desenvolvimento de
estratégias integradas sio fundamentais para minimizar os impactos da
coccidiose na biodiversidade e na satide das aves.



A vigilancia ativa desempenha um papel crucial na coleta de
dados detalhados sobre a presenga e a diversidade de coccidios em
aves silvestres. Essas informagoes nio apenas elucidam a dinimica
das infecgdes parasitirias, mas também permitem uma compreensio
mais aprofundada dessas infec¢oes nas populacoes de aves, ajudando a
esclarecer as interacoes entre saiide animal e condi¢es ambientais.

Ademais, a andlise dos dados possibilita a identificagio de
padrdes que podem estar associados a satide do ecossistema, revelando
aspectos importantes que podem orientar a formula¢io de estratégias
de manejo mais eficazes. O monitoramento continuo fortalece nossa
capacidade de resposta a oscilagdes nas populagoes de aves e ajuda a
prevenir desequilibrios que podem ameagar a biodiversidade local e os
SErvigos ecossistémicos.

O guia de vigilincia ativa propde uma abordagem pritica e
proativa, funcionando como um sistema de alerta precoce para surtos
de doencas. Essa estratégia facilita intervengdes rapidas e eficazes,
assegurando a satide das aves e prevenindo epidemias que possam ter
repercussoes sobre a satide humana. Além disso, a agio colaborativa
promovida pelo guia potencializa as iniciativas de conservagio e
alinha as politicas governamentais com as demandas de protegio da
biodiversidade.

Portanto, a vigilincia ativa em rela¢io aos coccidios em aves
silvestres vai além de uma necessidade imediata, representa um
investimento a longo prazo na conservagio da biodiversidade e na
promogio da sadde dnica. Ao integrar ciéncia, priticas de manejo e
educacio, este guia estabelece um caminho claro para proteger as aves e
seus habitats, contribuindo assim para a sustentabilidade ambiental e o
bem-estar das futuras geragoes.

Bases Legais e Normativas

A protecio efetiva da fauna silvestre exige um aprimoramento
continuo das normas juridicas e administrativas que regulamentam sua
preservagio. Nesse contexto, Ministério do Meio Ambiente e Mudanca
do Clima, institui através da PORTARIA GM/MMA N° 651, DE
17 DE AGOSTO DE 2023, um Grupo de Trabalho - GT Direitos
Animais para a elaborac¢io de planos e programas referentes a protegio,
defesa, bem-estar e direitos animais, composto por representantes do



Departamento de Protegio, Defesa e Direitos Animais (DPDA), do
Departamento de Conservagio ¢ Uso Sustentivel da Biodiversidade
(DCBio), do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renoviveis (Ibama) e do Instituto Chico Mendes de
Conservagio da Biodiversidade (ICMBio). Essa iniciativa reflete um
esforco colaborativo entre diferentes institui¢coes para fortalecer as
politicas puablicas de conservagio, assegurar a gestio sustentivel da
biodiversidade e promover o cumprimento das legislagdes protetivas
voltadas a fauna nativa e exdtica.

Alegislagio brasileira desempenha um papel central na prote¢ao
da fauna e na promogio da satde animal, refletindo o compromisso do
pafs com a conservagio da biodiversidade e o bem-estar das espécies. A
Constitui¢ao Federal de 1988, em seu artigo 225, assegura o direito a um
ambiente equilibrado ecologicamente, considerando-o fundamental
para uma qualidade de vida saudivel. Nesse contexto, a prote¢io
da fauna é garantida ao proibir priticas que submetam os animais 2
crueldade, conferindo uma base sélida para as leis e regulamentos
subsequentes.

Entre as normas federais mais relevantes, destaca-se a Lei
n.° 9.605/1998 (Lei de Crimes Ambientais), que prevé sancoes
administrativas ¢ penais para praticas que causem danos a fauna e ao
meio ambiente. Essa legislagio reforga o arcabougo juridico de protegio
animal, embora ainda adote uma perspectiva antropocéntrica ao tratar
0s animais como objetos de tutela.

As legislagdes estaduais complementam essas diretrizes
federais, desempenhando um papel crucial na conservagio da fauna
local. No estado do Maranhio, por exemplo, diversas normativas foram
instituidas com o objetivo de proteger a fauna silvestre, nativa e exdtica.
A Lei Estadual n.° 5.405/1992, que cria o Cédigo Estadual de Prote¢io ao
Meio Ambiente, proibe a caga, pesca e captura de animais silvestres sem
autorizagio prévia do 6rgio ambiental competente. Complementando
essalegislagao, a Lei Estadual n.° 10.169/2014 institui medidas voltadas a
protegio e preservagio dos animais, proibindo praticas como crueldade,
abandono e comércio ilegal. Ainda no 4mbito estadual, a Lei Estadual
n.° 10.535/2016 regulamenta a gestao da fauna silvestre, estabelecendo
normas para 0 manejo, cria¢io, soltura e reintrodu¢io de animais.



A preservacio da biodiversidade é fundamental para enfrentar
desafios como a degradagio ambiental e a exploracio excessiva de
recursos naturais. Nesse sentido, a aplicagio do principio da vedacio
a0 retrocesso juridico torna-se essencial para assegurar a manutencio e
ampliagio dos direitos animais, evitando retrocessos que comprometam
a protegao legal das espécies.

A legislagio vigente, tanto ao nivel federal quanto estadual,
constitui um arcabou¢o que fundamenta agdes de conservagio e
protecio da fauna. Essa abordagem integrada alinha-se ao conceito de
Satide Unica, que reconhece a interconexio entre a sadde humana,
animal e ambiental. Contudo, a efetividade dessas normas depende
da conscientizacio da sociedade e da colaboragio entre autoridades,
organizacoes ¢ a populacio, promovendo um futuro sustentivel em
que a biodiversidade prospere.

Estratégias de Implementacao dos Objetivos

e Identificar a presenga e prevaléncia de coccidios em aves
silvestres, utilizando métodos laboratoriais modernos.

e Mapear as dreas de maior ocorréncia e risco de disseminagio
por meio de andlises espaciais e fatores ambientais.

e Fornecer subsidios para estratégias de manejo, controle e
conservacio, garantindo medidas preventivas eficazes.

e Apoiar a implementacio do conceito de Satide Unica (One
Health), promovendo a intersecio entre saide animal, humana
¢ ambiental.

e Estabelecer diretrizes praticas para O6rgios ambientais e de
conservacio, visando a implementagio de um sistema continuo
de monitoramento das aves.

e Incentivara participagio ativa da comunidade e dos profissionais
da 4drea por meio da implementacio de campanhas educativas
e da disseminacio de informagdes cientificas fundamentadas.

e FElaborar recomendacdes para mitigagio da coccidiose com
estratégias vidveis de controle ambiental e manejo da fauna.
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Populacao-Alvo e Areas de Estudo

Este guia concentra-se no monitoramento de coccidios em
aves silvestres na Ilha do Maranhio, abrangendo espécies nativas,
migratérias ¢ ameagadas de extingdo. As aves selecionadas habitam
ecossistemas diversos, como 4reas imidas, florestas e campos abertos,
refletindo a rica biodiversidade da regido.

A escolha das espécies tem como base critérios de abundincia
populacional e relevincia ecoldgica. As variagdes no nimero de espécies
entre os municipios evidenciam a complexidade do monitoramento ¢ a
necessidade de adaptacio do guia as particularidades locais.

Para assegurar a representatividade das amostras e a preservagio
das populagées monitoradas, as coletas ocorrem em localidades
estratégicas nos quatro municipios que compdem a Ilha do Maranhio:
Sao Luis, Sio José de Ribamar, Pago do Lumiar ¢ Raposa. Em cada
municipio, a coleta de amostras fecais é precedida por observacoes
diretas para identificagio dos locais de maior atividade das aves,
priorizando areas de alimentagio e repouso, como manguezais, bancos
de areia e vegetagOes costeiras.

A definicio do tamanho amostral é realizada utilizando a
térmula de Slovin, apropriada para populagoes finitas, com margem
de erro de 5% e nivel de confianga de 95%. Com base nesses cilculos,
é estabelecida a necessidade de obtencio de 350 amostras, distribuidas
proporcionalmente entre as espécies registradas em cada municipio,
conforme segue:

e Sio Luis: Municipio com a maior diversidade de espécies, onde
a coleta estd estimada em 148 amostras.

e S30 José de Ribamar: Com diversidade significativa, prevé-se a
coleta de 86 amostras.

e Raposa: Apresentando diversidade semelhante a de Sio José de
Ribamar, com previsio de coleta de 85 amostras.

e Paco do Lumiar: Apesar de menor diversidade registrada, cada
espécie tem relevincia ecoldgica, estimando-se a coleta de 31
amostras.
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As espécies de aves registradas nos municipios participantes
do estudo sio catalogadas segundo a ordem taxondmica, familia,
espécie, nome popular, status de conservagio e hébitat. Esses registros
constituem a base de dados utilizada para a definigio da populagio-alvo
destinada a coleta de amostras e a realizagio de analises epidemioldgicas.

A identificagio e a classificagio taxondmica das aves sio
realizadas com base na lista The eBird/Clements Checklist of Birds of the
World (CLEMENTS et al., 2023), complementada pelos dados do
Howard & Moore Complete Checklist of the Birds of the World (DICKINSON;
REMSEN Jr., 2013-2014) ¢ do HBW and BirdLife International Illustrated
Checklist (DEL HOYO et al., 2014-2016), garantindo a padronizagio
da nomenclatura e o reconhecimento do status de conservacio das
espécies.

As informagdes estio organizadas nos Anexos A-D, conforme
o municipio de ocorréncia:

e Anexo A — Espécies de aves amostradas para vigilincia em Sio
Luis;

e Anexo B — Espécies de aves amostradas para vigilincia em Sio
José de Ribamar;

¢ Anexo C - Espécies de aves amostradas para vigilincia em Paco
do Lumiar;

e Anexo D — Espécies de aves amostradas para vigilincia em
Raposa.

O registro sistemdtico desses dados permite a anilise
comparativa da diversidade e da prevaléncia de infecgdes parasitirias
entre os municipios, além de subsidiar estratégias de conservagio e
manejo sanitario da avifauna local. Esses registros devem ser atualizados
periodicamente, assegurando a atualizagio continua dos dados e a
precisio das andlises futuras.

As tabelas contendo as espécies de aves utilizadas como
populagio-alvo em cada municipio, a legenda para interpretagio do
status de conservagio e observagdes complementares estio disponiveis
no Anexo E - Legenda e Observagoes para Interpretagio das Tabelas de
Espécies (Anexos A-D).
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Critérios de Inclusio e Exclusio de Aves para Monitoramento

A padronizacio dos critérios de sele¢io das aves é essencial
para garantir a representatividade das amostras e a qualidade dos dados
coletados. Com base nas caracteristicas ecoldgicas e na relevincia para
o monitoramento de coccidios, foram definidos critérios objetivos
de inclusio e exclusio, considerando aspectos ecoldgicos, logisticos e
éticos da amostragem.

A seguir, apresenta-se um quadro-resumo contendo os critérios
definidos para inclusio e exclusio de aves no guia de monitoramento,
com base na relevincia ecoldgica, na acessibilidade as espécies e nos
impactos potenciais da coleta:

Quadro 1 - Critérios de Inclusio e Exclusio de Aves para
Monitoramento

Categoria Critério Parametro / Justificativa
. Exclusivas da Ilha do Maranhio,
Espécies desempenhando papéis criticos para
Endémicas a biodiversidade local; com base em

listas oficiais, ICMBio; WikiAves.

Utilizam a ilha como ponto de
passagem ou reproducio durante
seus ciclos migratdrios, com ateng¢ao
especial as espécies de relevincia
ecoldgica. Presentes entre setembro
e margo, conforme observagdes de
campo.

Espécies
Migratdrias

Aves classificadas como em risco
de extingio em listas nacionais
Inclusio (ICMBio) ¢ internacionais (IUCN),
verificar status de conservagio em
Espécies bases como o Livro Vermelho da
Ameacadas Fauna Brasileira (https:/www.gov.
br/icmbio/pt-  br/assuntos/noticias
ultimas-noticias/livro-vermelho-
da-fauna-ja-esta-disponivel-para-
download)

Espécies que desempenham fungdes
importantes no equilibrio ecoldgico,
como polinizadores, dispersores de
sementes ou controladores de pragas.
Determinar a relevincia com base em
estudos locais e recomendacoes de
especialistas em ecologia avidria.

Relevincia
Ecoldgica
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Exclusao

Dificuldade de
Acesso

Aves  cujas Fopulagc‘)es habitam
dreas de dificil acesso que possam
apresentar risco a seguranga das
equipes ou alto impacto ambiental.
Areas criticas ou de risco 2 equipe,
segundo relatérios ambientais e mapa
de campo.

Baixa o
Representatividade

Espécies com presenga insignificante
nas areas de  amostragem,
comprometendo a validade estatistica
do monitoramento. Presenca inferior
a 5% nas observagdes preliminares.

Condigdes
Inviaveis de Coleta

Aves que apresentem comportamento
ou habitat incompativel com os
métodos de captura preconizados,
como redes de neblina. Espécies
arboricolas ou muito mdveis, dificeis
de capturar.

Interferéncia no
Ciclo Reprodutivo

Espécies cuja manipulagio possa
causar estresse  significativo  ou
impacto negativo durante periodos
criticos  como  reprodugio  ou
incubagio.

Manipulagio proibida em periodos
reprodutivos locais.

Consideracoes
Adicionais

Perturbacoes
Antrépicas

Exclusio de regides com grande
perturbacio umana, como
areas urbanas movimentadas,
para minimizar O impacto no
comportamento das aves e garantir
a  naturalidade das interaces
observadas.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025), com base em SILVEIRA et al. (2012); BRASIL (2008).

Areas de Coleta e Caracteristicas Ambientais ¢ Geograficas do Habitat

As dreas selecionadas para o monitoramento abrangem uma
ampla variedade de ecossistemas, assegurando a representatividade
das espécies nativas. Essas regides incluem habitats continentais e
costeiros, caracterizados por distintas formagdes ecoldgicas e condigdes
ambientais, conforme o municipio de coleta.
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Municipio de Sio Luis:

Areas de dgua doce: Rios, lagos, igarapés e florestas riparias, que
oferecem suporte para espécies dependentes de ambientes imidos

Areas costeiras e estuarinas: Praias, manguezais e estudrios,
essenciais para aves aqudticas e migratérias, utilizadas como locais de
alimentagio e reproducio.

Ambientes florestais e de transi¢io: Florestas timidas, bordas de
mata, capoeiras e brejos, que abrigam espécies com diferentes graus de
especializagio ecoldgica.

Regides antrépicas: Areas rurais, agropecudrias e urbanas, onde
algumas espécies se adaptam a condi¢gdes modificadas pelo homem,
interagindo com ecossistemas naturais adjacentes
Municipio de Sao José de Ribamar:

Caracteriza-se por mata de galeria e zonas imidas, com trinsito
moderado de pesquisadores e presenca significativa de aves migratorias.
Municipio de Raposa:

Destaca-se como importante ponto de encontro para aves
costeiras, com boa representatividade de espécies migratorias.
Municipio de Paco do Lumiar:

Apresenta predominincia de campos abertos e dreas florestadas,
com presenga de aves aqudticas e espécies ameagadas.

Locais Selecionados por Municipio

Sao Luis: Parque Estadual do Bacanga, Lagoa da Jansen, Parque
Estadual do Sitio Rangedor.

Sao José de Ribamar: Reserva Ecolégica de Itapiracé.

Paco do Lumiar: Areas préximas ao Rio Paciéncia.

Raposa: Manguezais e entorno das dreas pesqueiras.

Justificativas Técnicas: Os locais foram selecionados com base em
levantamentos ambientais e dados de biodiversidade fornecidos por
institui¢oes de pesquisa e organizagdes ambientais.

Revisao e Atualizacao: A selecio dos locais sera revisada anualmente,
considerando novas informagdes sobre as condi¢des ambientais e
as mudancgas nas populagdes de aves. Ajustes serio implementados
conforme necessirio, visando garantir a eficiéncia e a precisio do
monitoramento das espécies.
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Os dados sobre a ocorréncia das aves foram obtidos a partir
de fontes confidveis, como o Atlas de Registros de Aves Brasileiras
(ARA), o Sistema Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres (SNA) e o
Sistema de Avaliagdo do Risco de Extinggo da Biodiversidade (SALVE).
Complementarmente, foram consultadas bases de dados online, como
WikiAves, eBird e Xeno-canto, com o objetivo de ampliar a cobertura
das informagdes e assegurar uma andlise mais abrangente.

Métodos de Monitoramento

Coleta de Dados e Amostras

A selegao adequada dos métodos de captura é fundamental para
garantir a eficiéncia do monitoramento e a integridade das amostras
coletadas, além de minimizar o estresse para as aves ¢ 0 impacto no
ambiente. No contexto deste guia serdo abordados os métodos apliciveis
como redes de neblina, canhio, armadilhas especificas e a coleta por
meio de observagdes diretas, conforme descrito abaixo:

Rede ornitolégica ou rede de neblina ou rede japonesa

Descrigao: é amplamente empregado em estudos ornitolégicos,
especialmente para a captura de aves pequenas e médias, especialmente
passeriformes. E feita de uma malha fina e quase invisivel ¢ devem
ser montadas em locais estratégicos, preferencialmente em ambientes
florestais ¢ arbustivos, com pouca luz. E importante que a rede esteja
bem tensionada e visivel para evitar que as aves se machuquem. Apds a
captura, as aves devem ser retiradas da rede rapidamente para minimizar
o estresse. A manipulagio deve ser cuidadosa, ¢ as aves sensiveis devem
ser processadas primeiro.

Armadilha

Descri¢ao: As armadilhas podem ser utilizadas em ambientes
alagados ¢ florestais para capturar aves que se alimentam em dreas
especificas, como gargas, patos, aves de rapina, tucanos, sabids, araras,
papagaios, beija-flores, pinguins e gaivotas. Esses dispositivos incluem
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gaiolas, armadilhas de solo, de queda e de captura em caixa, todas
projetadas para garantir a contengio segura das aves. Normalmente, so
atraidas por iscas alimentares ou chamadas sonoras. Assim que entram
na armadilha, um mecanismo ¢ acionado para fechi-la, impedindo
a fuga. Para minimizar o estresse e evitar ferimentos, as armadilhas
devem ser monitoradas regularmente, assegurando que as aves nio
permanegam presas por periodos prolongados.

Observaciao Direta:

Descrigiao: Método nio invasivo que preserva o comportamento
natural das aves, onde as amostras fecais sio coletadas diretamente
do solo ou dreas de alimentagio sem necessidade de captura direta e
pode ser aplicivel em locais onde métodos de captura mecinica seriam
invidveis ou causariam impacto ambiental.

Devem ser conduzidas em ambientes controlados ou naturais
nos quais as aves estejam habituadas a permanecer. E fundamental
estabelecer um tempo minimo de observagio para capturar de maneira
adequada o comportamento regular das aves. Recomenda-se que o
periodo de observagio tenha duracio entre 30 minutos e duas horas,
dependendo da espécie e do comportamento especifico. Durante esse
intervalo, é essencial monitorar aspectos relevantes, comoa frequénciade
defecagio e o contexto em que ocorre a eliminacio das fezes, verificando
se acontece apods a alimentagio ou em situagdes de estresse. Além disso,
devem ser observadas e documentadas as interagdes das aves com outras
espécies, a fim de compreender possiveis padroes de comportamento e
influéncia ambiental. A utilizagio de fotografias € uma ferramenta eficaz
paraaidentificagio dasaves, especialmente em estudos onde é importante

documentar caracteristicas morfoldgicas especificas dos individuos.

Planejamento

Antes do inicio da coleta, os responsiveis devem preencher a
Ficha de Verificagio das Etapas do Processo (Anexo F), a fim de garantir
o cumprimento dos procedimentos estabelecidos. Os locais estratégicos
de coleta estio descritos nos itens Areas de Coleta e Caracteristicas
Ambientais e Geogrdficas do Habitat e Locais Selecionados por Municipio.
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A Figura 1 apresenta um mapa mental com os materiais e
equipamentos necessarios para a realiza¢io da coleta, incluindo itens
para captura, armazenamento, documentagio e prote¢io individual.

A quantidade minima de fezes a ser coletada por amostra
¢ de aproximadamente 2 g. Apds a coleta, as amostras devem ser
imediatamente acondicionadas em caixa térmica com gelo, mantendo
a temperatura entre 4 °C e 8 °C, a fim de preservar sua integridade até
o transporte ao laboratério. O envio deve ser feito no mesmo dia da
coleta, evitando degradacio do material.

Todas as informagdes relacionadas i coleta devem ser registradas
na Ficha de Coleta de Amostras por Area (Anexo G), assegurando a
rastreabilidade e a padronizagio dos dados obtidos. Apds o recebimento
das amostras no laboratério, deverd ser preenchida a Ficha de
Anilise Laboratorial (Anexo H), com o objetivo de documentar os
procedimentos realizados, os resultados obtidos e garantir a integridade
do fluxo de informacdes entre campo e laboratério.

Figura 1 - Mapa mental dos materiais e equipamentos necessarios para
a coleta de amostras

fmde D FECTEE iais para coleta e Materiais para
Protegio Individual armazenamento e din s
Ficha de Coletade Amostras S v
Lurvas descartiveis por Area— AnexoB HhosEppendan e S Redes de neblina
recipientes apropriados -
(quandoaplicavel)
paraarmazenamento
P— Ficha de verificagio Etapas o -
—— do Processo-Coleta— Andlise P especifica
Laboratorial - Anexo A (quandoaplicivel)
Espétulas de plistico on
metal, colheres e pingas
de metal

Etiguetas de identificagio
(data, local, espécie)

Caitxa térmica com gelo
para transporte

Termémetros para
monitoramento de temperaturas

Galerias para armazenamento

temporirio

Fonte: Elaborado pelo autor (2025) com uso da ferramenta Word.
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Estratégias de Coleta

A definicio da estratégia de coleta é fundamental para garantir
a representatividade das amostras e a eficiéncia do monitoramento.
Diferentes métodos sio empregados com base nas caracteristicas das
espécies-alvo e do ambiente. Este guia adota trés abordagens principais:

Redes de Neblina: Utilizadas para a captura de aves de médio
e pequeno porte, permitindo a coleta de fezes imediatamente apds a
captura.

Armadilhas Especificas: Aplicadas em locais estratégicos, como
dreas de alimentagio e ninhos, minimizando a interferéncia humana
direta.

Observagao Direta: Método nao invasivo que consiste na coleta
de fezes diretamente do solo ou de ninhos, reduzindo o impacto sobre
as aves.

Além disso, diretrizes para armazenamento e transporte das
amostras foram estabelecidas para garantir a integridade do material até
a andlise laboratorial. A Figura 2, apresenta um resumo das estratégias
utilizadas, com seus respectivos protocolos de execugio.
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Figura 2 - Mapa mental dos Procedimentos de Coleta e Transporte de
Amostras de Aves

Posicionar em dreas com alta atividade das aves (zonas

Montagem da Rede _< de alimentagio e rotas de passagem)
Arede deve estar bem tensionada para evitar lesdes
Com Redes de Neblina .
Apos a captura, manusear com cuidado e observar a

defecagao
Captura e Coleta
Coletar as fezes imediatamente com espatula ou pinga e
armazenar em tubos, recipientes ou sacos etiquetados
Posicionar em locais estratégicos (dreas de
forrageamento ou proximidades de ninhos)
Instalacao das Armadilhas
. Inspecionar periodicamente para evitar estresse
Com Armadilhas < " = P
excessivo
Seguir o mesmo procedimento descrito para redes de
Captura e Coleta 0 b L
neblina
Realizar observagdes em dreas de alimentagao ou

Métodos de Coletas descanso das aves
Coleta do Solo Calgar as luvas e coletar as fezes diretamente do solo
«com espitula ou pinga
Armazenar em tubos, recipientes ou sacos etiquetados
Observagdes Diretas
Inspecionar ninhos com seguranga e cuidado para evitar
danos ao habitat
Coleta do Ninho Calgar as luvas e coletar as fezes diretamente do ninho
com espatula ou pinga
Armazenar em tubos, recipientes ou sacos etiquetados

Armazenar as amostras em caixas de isopor com gelo

para manter a temperatura entre 4°C e 8°C

Acondicionamento
Enviar as amostras ao laboratério o mais breve possivel
Armazenamento e Transporte
Transporte Garantir rastreabilidade com informagdes completas na
Ficha de Verificaao: Etapas do Processo-Coleta - Anélise

Laboratorial (Anexo A)

Made with <@ Whimsical

Fonte: Elaborado pelo autor (2025) com uso da ferramenta Whimsical.

Critérios de aceita¢io/rejeicao de amostras

Os critérios das amostras foram definidos para assegurar a
integridade e a qualidade das anilises realizadas. Esses critérios estio
descritos nos Quadros 2 e 3, ¢ o processo decisério relacionado a
aceitagao ou rejeigao das amostras estd ilustrado na Figura 3.
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Quadro 2 - Critérios de Aceitagio

CRITERIO

DESCRICAO

Identificagio legivel

Data, local, método, espécie, idade
claramente descritos.

Dados consistentes

As informagdes devem estar alinhadas com a
ficha de coleta.

Quantidade suficiente

Deve haver material suficiente para
realizacio das anilises.

em caixas de isopor com gelo

Conservadas em refrigeradores ou

Para as técnicas parasitoldgicas, as anilises
devem ser realizadas no maximo até 48 horas
apds a coleta.

Congeladas a temperaturas iguais ou

Para as técnicas moleculares, no que refere

inferiores a -20 °C

amostra de fezes e apds a extragio.

Fonte: adaptada Apostila de patologia clinica 2017); Lozano, Jodo, et al (2024)

Quadro 3 - Critérios de Rejeigio e A¢oes Corretivas

CRITERIO DE A X
REJEICAO DESCRICAO ACAO CORRETIVA
Amostra Presenca de clementos Nio aplicdvel; rejeitar
: externos que comprometem

contaminada g amostra.
a anilise.

Armazenamento Exposiio a altas Solicitar nova amostra, se

- temperaturas ou outras s

inadequado b vidvel.
condi¢oes adversas.

Quantidade Material insuficiente para Nao aplicivel; rejeitar

insuficiente realizar as analises. amostra.

_Falta d ¢ Auséncia de dados bésicos, Ajustar ou complet/.ar .

identificagio informacoes rastredveis, se
como data ou local da coleta. p

adequada possivel.

.. ndica recipien . ..

Recipiente aberto ou Condigio do recipiente Substituir recipiente ou
compromete a integridade -

com vazamento amostra, se possivel.
da amostra.

Fonte: adaptada Apostila de patologia clinica 2017); Lozano, Jodo, et al (2024).
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Figura 3 — Fluxograma do processo de avaliagio das amostras recebidas
no laboratério

Recebimento da

Amostra
Identificac3o
~ legivel?
Sim
Condicoes de
" armazenamento
sao adequadas?
MNao I
Sim
~
Quantidade
Nao suficiente
disponivel?
MNao Sim
- -
Rejeitar amostra Aceitar amostra

1

Acoes corretivas
disponiveis, se
aplicavel

+ <P VuhEmsical

Fonte: Elaborado pelo autor (2025) com uso da ferramenta Whimsical

Processamento das Amostras

O processamento das amostras compreende a aplicagio
de técnicas parasitologicas, morfoldgicas e¢ moleculares, de forma
complementar. As técnicas parasitologicas, representadas nos
fluxogramas pelos anexos I e J, incluem os métodos de Flutuagio de
Willis e Sedimentagio Espontinea de Lutz-Hoffman respectivamente,
os quais permitem a identificagao de estruturas parasitirias em amostras
fecais. As andlises moleculares, descritas nos fluxogramas L e M,
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abrangem as etapas de extra¢io de DNA, amplifica¢ao por PCR e Nested
PCR, possibilitando a detec¢io de material genético dos parasitos com
maior sensibilidade e especificidade. As descri¢coes abrangentes das
técnicas parasitoldgicas, morfoldgicas e moleculares utilizadas estio
disponiveis no Anexo N- Métodos Parasitolégicos, Morfoldgicos
e Moleculares. Estes documentos contemplam informagdes sobre
materiais, reagentes, equipamentos ¢ procedimentos, assegurando a
replicabilidade dos métodos para futuras investigagdes e aplicagoes,
bem como os fluxogramas relacionados as técnicas.

Indicadores Epidemiolégicos e Fatores de Risco

A caracterizacio epidemioldgica da coccidiose em aves silvestres
da Ilha de Sao Luis requer a definigio de indicadores que possibilitem
a avaliagio da magnitude da infec¢io, bem como a identificagio de
fatores de risco associados 2 sua disseminacio. Dessa forma, foram
estabelecidos indicadores epidemioldgicos e operacionais que auxiliam
no monitoramento da doenga, permitindo a formulagio de estratégias
eficazes para controle e mitigacio dos impactos sobre a fauna silvestre.

Indicadores Epidemiolégicos

Os indicadores epidemioldgicos serdo definidos com base
na ocorréncia, carga parasitiria e diversidade genética dos coccidios
detectados, conforme descrito a seguir:

Taxa de Infecgao: Refere-se i proporcio de aves positivas
para coccidios em rela¢io ao total de amostras analisadas, calculada pela
férmula:

Taxa de infeccio =r Nriimero de aves positivas x 100
Nuimero total de aves analisadas

Meta: Determinar a prevaléncia da infecgdo e sua distribui¢io na popu-
la¢io estudada.

Densidade de Oocistos: Determina a carga parasitiria média

nas fezes das aves, expressa em nimero de oocistos por grama (OPG),
calculada pela férmula:
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Taxa de oocistos =Ntmero total de oocistos positivas contados § x 100
Peso da amostra de fezes (g)

Meta: Avaliar a intensidade da infeccio e sua relagio com
possiveis impactos clinicos e ecoldgicos.

Diversidade Genética: Representa a variabilidade genética
dos coccidios encontrados, sendo expressa como a razio entre 0 nimero
de gendtipos identificados e o nimero total de amostras analisadas:

Taxa de infec¢io sNtmero de gendtipos distindos identificadosfix 100
Numero total de amostras analisadas

Meta: Caracterizar a variabilidade genética das espécies de

coccidios presentes e identificar possiveis linhagens emergentes.

Fatores de Risco Associados a Infecgio por Coccidios

A ocorréncia de coccidiose em aves silvestres pode estar
associada a diversos fatores ambientais e ecoldgicos, conforme descrito
a seguir:

Densidade Populacional de Aves

A densidade populacional influéncia diretamente a transmissao
de coccidios, pois o aumento da concentragio de individuos em um
mesmo ambiente favorece o contato com fezes contaminadas, principal
via de disseminagio dos oocistos. Em locais onde ha superpopulagio
de aves, especialmente em 4reas de alimentacio e repouso, a taxa de
infecgio tende a ser maior.

A densidade das aves serd estimada por meio de censos
populacionais em pontos estratégicos, utilizando a férmula abaixo. Os
dados coletados serao correlacionados com a ocorréncia de oocistos nas
amostras fecais analisadas.

Densidade populacional: Namero de aves observadas na irea

Extensio da area amostrada (km?2)
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Sazonalidade e Condic¢des Climiticas

A sazonalidade exerce um papel fundamental na persisténcia
e dispersio dos coccidios, pois fatores como umidade e temperatura
determinam a viabilidade dos oocistos no ambiente. Durante a estacio
chuvosa, o solo tmidos e os corpos d’dgua contaminados podem servir
como vetores secundarios para a infecgio, enquanto na estagio seca, a
menor umidade pode reduzir a sobrevivéncia dos oocistos.

A coleta de amostras fecais serd distribuida ao longo das
diferentes estacdes do ano, possibilitando a comparagio da prevaléncia
da infecgdo entre os periodos chuvosos e secos. Dados meteorolégicos
serdo registrados para subsidiar a andlise da influéncia de varidveis
climdticas sobre a taxa de infec¢io.

Interacio com Aves Domésticas

A interacio entre aves silvestres ¢ domésticas pode elevar o
risco de coccidiose, uma vez que as aves domésticas frequentemente
atuam como reservatérios e amplificadores da infeccio, especialmente
em sistemas de criagao semi-intensivos, onde a transmissio é favorecida
por condi¢gdes ambientais e manejo inadequado.

A presenga de aves domésticas nas proximidades das dreas de
coleta serd registrada, com mapeamento georreferenciado dos locais
com maior sobreposi¢io entre populagoes silvestres ¢ domésticas. Essa
andlise auxiliard na identificagio de zonas de risco para a disseminagio
da coccidiose.

Indice de interacio = Ndmero de locais com aves domésticas préximasfl x 100

Nimero total de locais amostrados

A Figura 4 apresenta um fluxograma que resume o processo
de vigilincia epidemioldgica da coccidiose, integrando as etapas de
coleta, andlise, mapeamento de risco, avaliagio dos fatores ambientais e
definicio de estratégias de mitigagao.
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Coleta de amostras fecais

Analise laboratorial (parasitologica e molecular)

Identificagao de coccidios

Mapeamento das areas de risco

Avaliacao dos fatores ambientais e interacdo com aves domésticas

Definicao de medidas de controle e mitigagao

Acompanhamento epidemiologico continuo

Componentes do Sistema de Vigilancia

A vigilancia epidemioldgica de coccidios em aves silvestres
da Ilha do Maranhio é fundamental para o monitoramento da satde
populacional, permitindo a detec¢io precoce de surtos, a identificacio
de fatores ambientais e a adogio de medidas preventivas. Para garantir
sua eficicia, o sistema é composto por elementos essenciais descritos a
seguir.

Monitoramento Epidemiolégico

O monitoramento epidemiolégico consiste na coleta sistematica
e continua de dados sobre a ocorréncia de coccidios em aves silvestres,
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possibilitando a andlise de tendéncias e a identificagio de dreas de risco.
Esse processo abrange trés aspectos fundamentais:

Detecc¢io de surtos: realizada por meio da coleta e anilise
laboratorial de amostras fecais, permitindo determinar a prevaléncia da
infeccio e sua distribuigio geogrifica.

Acompanhamento populacional: monitoramento regular das
populacoes de aves para identificar padrdes de variagio na sadde das
espécies ao longo do tempo.

Mapeamento geogrifico dos focos de contaminagio:
identificagdo espacial das dreas com registros positivos, permitindo
delimitar regides criticas e direcionar agoes de vigilincia e controle.

Avaliagio Ambiental

A avaliagio ambiental tem como objetivo identificar fatores
ecoldgicos que favorecem a disseminagio dos coccidios. Trés principais
varidveis ambientais sao analisadas:

Condigoes climdticas: Umidade e temperatura influenciam
diretamente a viabilidade e dispersio dos oocistos. Periodos chuvosos,
por exemplo, aumentam a umidade do solo e favorecem a persisténcia
dos parasitas no ambiente.

Alteragio do habitat: Modificagdes decorrentes da urbanizagio,
desmatamento ou mudangas no uso da terra podem influenciar o
comportamento das aves, aumentando a proximidade entre espécies e
favorecendo a transmissio do parasita.

Disponibilidade de recursos hidricos: Ambientes aquiticos
(como lagos, rios e dreas alagadas) podem atuar como reservatérios
naturais de oocistos, aumentando o risco de infec¢io em aves que
utilizam essas dreas como habitat ou fonte de alimentagio.

Investigaciao de Surtos

A Identificacio de surtos de coccidiose em aves silvestres aciona
um conjunto de agdes investigativas com o objetivo de determinar a
origem, extensio e fatores associados a ocorréncia. As principais etapas
incluem:
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* Coleta de amostras: Amostras biolégicas de aves afetadas sio
coletadas para andlise andlises parasitolégicas, morfolégicas e
moleculares dos coccidios. Quando necessirio, também sio obtidas
amostras ambientais, como solo e vegetagio, para rastrear possiveis
fontes de contaminacio.

* Registro e andlise epidemiolégica: Todas as informagdes
relacionadas ao surto (localizacio, data, espécie afetada, gravidade
clinica) sio registradas em banco de dados estruturado, permitindo
anilises estatisticas, identificagio de padroes e avaliagio de fatores
de risco.

* Implementacio de agdes de contengio: Incluem intervengdes
ambientais (sanitizagio de dreas afetadas), refor¢o na vigilincia em
zonas adjacentes e ajustes no manejo populacional das aves, quando
aplicavel.

* Colaboracio interinstitucional: A atua¢io conjunta com 6rgios
ambientais, instituigdes cientificas e a comunidade local é essencial

para garantir uma resposta rapida e eficaz.

Educacio e Sensibilizacio

A educagio Ambiental e a sensibilizagio social sio componentes

essenciais da vigilancia ativa, promovendo o engajamento comunitario
e a prevengao de surtos. As estratégias propostas incluem:
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* Acdes educativas: Desenvolvimento de materiais informativos
(impressos, audiovisuais e digitais) sobre coccidiose, formas
de prevencio e importincia do monitoramento. A popula¢io é
estimulada a comunicar a ocorréncia de aves doentes ou mortas.

* Capacitagio de agentes locais: Realizagio de oficinas e
treinamentos voltados a moradores, agentes ambientais e liderangas
comunitirias para identificar sinais clinicos da infec¢io e realizar
notificagdes adequadas.

* Articulagio interinstitucional: Formagio de parcerias com
universidades, ONGs e 6rgios governamentais para promover
agdes coordenadas de vigilincia, pesquisa e educagio ambiental.



Fluxograma de Ag¢bes no Sistema de Vigilincia

O fluxo operacional do sistema de vigilincia segue um
ciclo continuo, desde a coleta de amostras até a tomada de decisao
com base em dados epidemiolégicos conforme Figura 5 - Fluxo
operacional no Sistema de Vigilancia.

. Esse processo pode ser representado em cinco etapas
principais:

* Coleta de amostras: Amostras fecais coletadas de forma nio
invasiva em diferentes pontos da Ilha do Maranhio, priorizando
dreas de maior concentragio de aves silvestres.

* Anilises laboratoriais: Aplicacio de métodos parasitolégicos,
morfolégicos e moleculares para identificagio da presenca de
coccidios e identificagio genética dos parasitas.

* Georreferenciamento e andlise epidemiolégica: Mapeamento das
dreas de ocorréncia, identificagio de fatores de risco e detecgio de
padrdes espaciais ¢ temporais da infec¢io.

* Implementacio de medidas de controle: A¢oes para minimizar a
disseminagio do parasita, como manejo ambiental e estratégias de
mitigagao em areas criticas.

* Divulgagio de dados e recomendagoes: Relatérios periddicos
sao gerados para subsidiar politicas de conservagio e orientar

autoridades sanitirias sobre medidas.
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Figura 5 - Fluxo operacional no Sistema de Vigilincia
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025) com uso da ferramenta Whimsical
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Plano de Contingéncia

O Plano de Contingéncia define um conjunto de medidas a
serem adotadas em situagdes imprevistas que possam comprometer a
efetividade das agbes, especialmente em contextos de surtos ou elevada
prevaléncia de coccidios. Seu objetivo ¢ mitigar impactos adversos tanto
na execugio das atividades quanto na conservagio das aves silvestres. A
aplicagio dessas medidas é essencial para assegurar a continuidade do
trabalho e a prote¢io das espécies envolvidas.

Medidas Operacionais:

Escassez de Amostras: Em situagdes em que a obteng¢io da
quantidade minima de amostras se mostre problemdtica, é imperativo
que as equipes de campo intensifiquem os esforgos de coleta em dreas
adjacentes ou em regides que apresentem maior densidade populacional
de aves. Persistindo a dificuldade, faz-se necessirio o planejamento
de um novo cronograma de coleta que atenda as demandas do
monitoramento.

Falhas no Transporte ou Armazenamento: No evento de
ocorréncias que comprometam a integridade das amostras coletadas,
estas devem ser imediatamente descartadas e uma nova coleta devera ser
organizada, visando garantir a qualidade dos dados obtidos no estudo.

Problemas com Equipamentos de Laboratério: Em casos de
falhas nos equipamentos laboratoriais, a equipe de manutengio deve ser
acionada de forma imediata. Caso a resolugio do problema nio ocorra
prontamente, as amostras afetadas poderio ser encaminhadas para um
laboratério de apoio credenciado, assegurando assim a continuidade da
pesquisa sem prejuizo as suas metas.

Medidas em Caso de Alta Prevaléncia ou Surtos de Coccidiose:

Monitoramento Intensificado: Se houver um aumento
significativo na detec¢io de coccidios, a frequéncia das coletas serd
ampliada para avaliar a progressio da infecgio nas populacoes de aves.

Identificagdo de Espécies e Grupos Vulneraveis: Aves juvenis,
espécies ameagadas ou populagdes com alta densidade deve ser
monitorada com prioridade.

31



Agbdes para Mitigac¢io da Disseminacio:

Com o objetivo de mitigar os impactos ocasionados pela
disseminagio de coccidios em aves silvestres e minimizar os riscos tanto
ambientais quanto sanitrios, serdo implementadas agdes estratégicas
por meio de um plano sistemdtico, conforme detalhado na Tabela 2.

Tabela 2 - Hierarquizacio das Estratégias de Resposta em Caso de
Detecgio de Foco de Coccidiose:

Grau de . ]
Prioridade Acao Responsavel
Isolamento imediato da 4rea afetada e .
1 Equipe de campo

suspensio de novas coletas.

Comunicar imediatamente a

~ 7 oot Coordenador
2 coordenagio responsivel e os érgios local
ambientais competentes.
3 Recoleta e envio prioritirio de amostras  Equipe
para confirmagio laboratorial. laboratorial
4 Desinfecgio das dreas atingidas e Equipe de
descarte seguro de residuos biolégicos.  biosseguranga
Realizacio de agdes educativas para Nicleo de
5 comunidades envolvidas e profissionais ~
— educagio
Revisio epidemiolégica do caso e Comissio
6 replancjamento das estratégias de R
s Técnica
contengio.

Fonte: Adaptado de BRASIL. Ministério da Satde. Manual de Vigilincia Epidemiolégica, 2021.

Plano para Cumprir as Acoes de Mitigagio da Disseminagio de
Coccidios

Comunicag¢io com Orgios Ambientais e Defesa Sanitiria:

Objetivo: Informar e coordenar acdes com institui¢oes responsiveis
para controle e mitiga¢io da disseminagio dos coccidios.

Passos para Implementacao:

Elaboracao de Relatérios Técnicos: Redigir um documento
detalhado com os dados das amostras, taxa de positividade e ireas
mais afetadas. Anexar mapas, grificos e informagoes epidemiolégicas
relevantes.
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Envio as Instituicoes Competentes:

Secretaria Estadual de Meio Ambiente (SEMA);

Secretaria Estadual de Satde (Vigilincia Sanitiria e Defesa Sanitiria
Animal);

ICMBio ¢ IBAMA (se aplicivel, em dreas protegidas).

Solicitacao de Reunides e Parcerias:

Propor reunides interinstitucionais para discutir medidas de manejo.
Apresentar um plano de ac¢io emergencial, incluindo educagio
ambiental e manejo da fauna.

Investigagio de Possiveis Fontes de Contaminagio:

Objetivo: Identificar e mitigar os fatores ambientais que favorecem a
disseminagio de coccidios.

Passos para Implementacao:

Coleta de Dados Ambientais:

e Monitorar locais com alta carga de matéria orginica (ex.: man-
gues, dreas proximas a locais de alimentagao artificial).

e Avaliar a presenca de fezes acumuladas em regides com grande
concentragio de aves.

e Anilise de Condigdes Climiticas e Topograficas:

e Verificar se hi relagio entre umidade e temperatura elevada
com o aumento da carga parasitaria.

Acgdes Corretivas:

e Recomendar a remogio de residuos orginicos de dreas onde as
aves se concentram.

e Estabelecer protocolos de higienizagio de locais ptuiblicos fre-
quentados por aves.

Avaliacio de Impactos sobre Espécies-Alvo e Restrigio de Acesso a
Areas Criticas:

Objetivo: Minimizar o impacto dos coccidios em espécies vulneraveis
e reduzir a disseminagio em locais criticos.
Passos para Implementacao:
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Identificacao de Espécies Mais Afetadas:

Criar um banco de dados sobre as espécies infectadas, separando
residentes e migratdrias.

Analisar se alguma espécie estd em risco de conservagio devido a
infecgio.

Monitoramento das Areas Criticas:

Utilizar mapas geoespaciais para identificar focos de infec¢io.
Se necessario, implementar restrigdes temporarias a0 acesso humano.

Recomendagoes para Redugio da Exposicio:

Implementar zonas de protecio sanitiria em locais de maior incidéncia.
Evitar o fornecimento de alimentos artificiais as aves, reduzindo a
concentragio excessiva em um tnico local.

Como Garantir a Efetividade das Medidas

e Monitoramento continuo: ter uma vigilincia ativa para atuali-
zagao periddica dos dados.

¢ Engajamento comunitirio: Incluir pescadores e moradores em
campanhas de conscientiza¢io ambiental.

e Usode tecnologia: Aplicar sensoriamento remoto e geoproces-
samento para mapear dreas de risco.

Treinamento e capacitacao da equipe

A qualificagio da equipe envolvida é essencial para a execugio
padronizada e precisa de todas as etapas do monitoramento. Recomenda-
se a realizagio de treinamentos periddicos voltados aos profissionais
técnicos que atuam em campo e em laboratdrio, com énfase nas boas
praticas de coleta, processamento e andlise de amostras. Essa medida
contribui para a conformidade metodolégica e o fortalecimento das
competéncias operacionais da equipe.
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Treinamento das equipes

Técnicos de campo: capacitagio em técnicas de coleta,
uso adequado de Equipamentos de Prote¢io Individual (EPIs),
preenchimento das fichas padronizadas e manuseio seguro das amostras
durante o transporte.

Técnicos de laboratdrio: formagio nos métodos parasitolégicos,
morfolégicos e moleculares, com foco nos protocolos de extragio de
DNA, amplificacio e anilise de resultados. Serao também treinados
quanto aos critérios de aceitagio/rejeicio de amostras e as normas de
biosseguranca.

Materiais de apoio e recursos

Para garantir a uniformidade do treinamento e a correta
execucao das atividades, serao disponibilizados:

Materiais de apoio: manuais ilustrados, videos demonstrativos
e fichas técnicas;

Recursos materiais: kits de coleta contendo swabs estéreis,
frascos identificados, meios de preservagio e fichas de registro;

Recursos humanos: instrutores especializados para cada etapa;

Procedimentos padronizados: com base em normas técnicas e
regulatérias vigentes.

Avaliagio da capacitagio: serdo aplicadas avaliagOes priticas e
tedricas. Somente os profissionais aprovados estarao autorizados a atuar
nas atividades de campo e laboratério.

Estimativa orcamentiria para implementagio

A execugio das atividades previstas neste guia requer uma
estimativa orcamentiria que contemple as etapas essenciais, incluindo
capacitagio técnica, aquisi¢io de insumos laboratoriais, logistica
de campo, ferramentas digitais e comunicagio cientifica. A Tabela
3 apresenta a previsio de custos médios para a execugio anual das
atividades técnicas em trés regides piloto, considerando o ano-base de
2025 e margem de contingéncia de 10%.
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Tabela 3 - Estimativa Or¢amentaria para Execu¢io Anual das Atividades

Técnicas

Item

Descricao

Unidade

Custo Estimado

(R$)

Oficinas préticas, material

1 didatico, honoririos pacote anual 6.000,00
instrutores
Protocolos impressos,
2 frascos estéreis, etiquetas, kit anual 4.000,00
EPIs
Caixa térmica ou isopor
3 com material para conjunto 5.000,00
refrigeracio a campo
Liminas, laminulas,
tubos falcon, copos de pacote
4 sedimentacgio, centrifuga, laboratorial ALY
microscopio, reagentes
Reagentes bésicos para
5 andlise de até 150 amostras/ lote 5.000,00
ano
Kits de extra¢io de DNA,
6 . pacote
reagentes, outsourcing 12.000,00
) molecular
parcial
Aplicativos méveis, tablets, licenga/
U sistemas de banco de dados suporte ST
Folders, videos, material
8 cartilhas para divulgagio . 3.500,00
> educativo
comunitaria
Transporte, alimentagio
9 ¢ hospedagem para 4 expedicoes 7.000,00
expedigdes
Editoracio, revisio técnica, S
10 DOI, submissio cientifica servigo técnico 2.500,00
11 Rescrva para IMPrevistos g, 46 reserva 5.000,00

(~10% do total estimado)

Fonte: elaboragio prépria.
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Plano de Divulgacao e Integracgao

A comunicagio dos resultados obtidos por meio do
monitoramento deve ser realizada de forma clara, acessivel e direcionada
a gestores publicos, pesquisadores e a sociedade em geral. O objetivo
¢ garantir que as informagoes geradas sejam efetivamente utilizadas
na formulagio de estratégias de conservagio ambiental e vigilincia
sanitiria. A integracio com outras iniciativas de monitoramento da
fauna e da satide tnica é essencial para o desenvolvimento de respostas
coordenadas ¢ eficientes frente aos riscos sanitirios e ecoldgicos,
otimizando recursos e fortalecendo a prote¢io da biodiversidade e da
satide coletiva.

Estratégias de Divulgagio

a) Relatérios técnicos

Ao término de cada ano, seri elaborado um relatério técnico
contendo: as atividades executadas, os dados coletados, as respectivas
anilises, os resultados obtidos e as medidas de controle implementadas.
Para facilitar a compreensio e o uso das informagdes por diferentes
publicos, os resultados serio apresentados também por meio de
representagoes graficas, como mapas de distribuigio geogrifica, grificos
estatisticos e quadros comparativos (conforme modelos disponiveis no
Anexo O). Esses relatérios serdo encaminhados as secretarias estaduais
de satide animal e meio ambiente, a organizagdes nio governamentais
(ONGs) de conservagio, universidades e institutos de pesquisa.
b) Notifica¢io de surtos

Na ocorréncia de surtos de coccidiose em aves silvestres, serd
realizada notificagio imediata aos 6rgaos competentes das dreas de satide
animal e meio ambiente. Essa comunicagio serd acompanhada de um
planodeagio emergencial, com medidas especificas voltadas a contengio,
mitiga¢io e prevengio da disseminacio do parasita. A notificagio incluird
dados atualizados e georreferenciados, preferencialmente ilustrados
com mapas ¢ fluxogramas que representem as agoes executadas.
c) Divulgagio cientifica e técnica

A fim de promover a disseminagio do conhecimento gerado,
serdo desenvolvidas agdes direcionadas 3 comunidade cientifica e
técnica, tals como:
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Publicacio de artigos cientificos em periddicos especializados nas dreas
de satide animal, parasitologia, ecologia e conservagao da fauna;
Participacio em congressos, simpdsios e encontros cientificos, de
abrangéncia nacional e internacional;
Organizagio de workshops, cursos e semindrios para a capacitagio de
profissionais e técnicos das dreas ambiental e de satide animal, com base
nos dados e experiéncias obtidos durante a execucio das atividades.
d) Divulgag¢io para o publico geral

A comunicagio com o publico nio especializado serd feita
por meio de materiais educativos, com linguagem acessivel e recursos
visuais atrativos. Estio previstas as seguintes agoes:

Fase Piloto de Validacao Operacional

Antes da consolidagio das estratégias de de vigilincia ativa para
coccidiose em aves silvestres em toda a Ilha do Maranhao, serd realizada
uma fase piloto com o objetivo de validar sua aplicagio em condigoes
reais de campo. Esta etapa consistird na execugio experimental dos
procedimentos de coleta, andlise laboratorial e gestio epidemioldgica,
em dreas previamente selecionadas com base em critérios técnicos e
logisticos.

A fase piloto visa identificar possiveis limitacGes operacionais,
testar a efetividade dos fluxos de trabalho propostos e verificar a
adequagio dos métodos, instrumentos e estratégias utilizadas. Com
base nos resultados obtidos, as estratégias serao ajustadas para garantir
eficiéncia operacional, viabilidade técnica e coeréncia metodolégica na
ampliacio das atividades.

Avaliacao, Revisao e Aprimoramento das Estratégias Técnicas

A melhoria continua da vigilincia ativa para coccidiose em aves
silvestres ¢ essencial para garantir sua eficicia, atualidade e aplicabilidade
em diferentes contextos ecolégicos e operacionais. A seguir, sio
apresentadas as diretrizes para avaliagio periddica, atualizagio técnica
e propostas de aprimoramento das estratégias de vigilincia, com base
em indicadores de desempenho, avangos cientificos e necessidades
operacionais observadas.
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Avaliagio e Revisiao Periddica

A avaliagio sistemdtica serd realizada com periodicidade anual
ou sempre que houver alteragdes relevantes no cendrio epidemiolégico,
como surtos significativos ou novas evidéncias cientificas. Em tais
casos, podera ser conduzida uma revisio extraordinaria, com o objetivo
de atualizar estratégias de manejo e controle.

a) Indicadores de Desempenho

Para mensurar a efetividade e orientar eventuais revisoes, serao
utilizados os seguintes indicadores:

Taxa de infeccao: proporcio de aves silvestres positivas para
coccidios em relagio ao total de amostras analisadas;

Densidade de oocistos por grama de fezes: carga parasitiria
estimada nas amostras;

Distribuicao espacial da infec¢ao: mapeamento geogrifico
das dreas de maior ocorréncia;

Numero de intervencdes realizadas: quantidade de agdes
decorrentes dos resultados obtidos;

Participacao institucional: nimero de entidades envolvidas
na execugio e resposta as a¢oes de vigilincia.

Os dados obtidos serio comparados a ciclos anteriores para
identificar tendéncias, avaliar o impacto das medidas adotadas e ajustar
as estratégias conforme necessario.

b) Revisao e Atualizacao das Estratégias de Vigilancia

Novas técnicas laboratoriais e diagnésticas (parasitoldgicas,
morfoldgicas e moleculares);

Alteragoes ambientais que influenciem a dinimica da doenga;

Atualizagdes legais e normativas;

Feedback técnico das equipes de campo e laboratério.

Todas as atualizagdes serio devidamente documentadas e
disponibilizadas para as partes interessadas, assegurando a transparéncia
¢ a rastreabilidade das alteracdes.

Propostas de Aprimoramento

Com base na aplicagio pritica e nos desafios enfrentados em
diferentes contextos, foram identificadas as seguintes propostas de
aprimoramento metodolégico e operacional:

39



a) Validacao em Multiplos Biomas

Recomenda-se a realizagio de estudos piloto em diferentes
biomas brasileiros (e.g., Cerrado, Amazdnia, Semiirido), com o
objetivo de validar as estratégias em distintos cendrios ecolégicos. Essa
abordagem contribuira para a padronizagio e eficicia das a¢oes em nivel
nacional.

b) Especificidade Taxon6mica Avancada

A identificacio das aves até o nivel de espécie, com apoio de
guias ornitolégicos e especialistas, ¢ fundamental para estabelecer
relacOes parasita-hospedeiro e orientar agdes especificas de mitigagio.

c) Adaptacao a Regides com Baixa Infraestrutura

Sugere-se o desenvolvimento de uma versio simplificada
das metodologias, combinando métodos tradicionais (Willis, Lutz-
Hoffman) e tecnologias portiteis (kits de extragio ripida e PCR
portitil), de modo a viabilizar a aplicagio das anilises em 4reas com
infraestrutura laboratorial limitada.

d) Formacao Técnica e Sustentabilidade Operacional

A manutengido requer capacitagio continua. Propde-se a
implementagio de programas de formagio com contetido tedricos e
praticos, incluindo cursos online e presenciais para agentes de campo,
estudantes e técnicos de laboratério. Ferramentas digitais poderio ser
incorporadas para padronizacio e agilidade no fluxo de dados.

e) Integracao com Sistemas Oficiais de Vigilancia

Visando 2a incorporagio em politicas publicas, recomenda-
se a articulagio com sistemas como o e-SISBRAVET (Ministério
da Agricultura) e o SINAN (Ministério da Satde), com as devidas
adaptagdes para a fauna silvestre. A criacio de diretrizes especificas
para a notificagio da coccidiose em aves silvestres contribuird para uma
resposta intersetorial mais eficaz.

Essas acOes refor¢cam o potencial das estratégias adotadas como
instrumento técnico e estratégico para a vigilincia ambiental , em
consonincia com os principios da Satide Unica ¢ da conservagio da
biodiversidade.
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Consideracoes Finais

A implementacio das estratégias de vigilincia ativa para
coccidios em aves silvestres da Ilha do Maranhio serd um marco
importante para a conservagio da biodiversidade e a promog¢io da
saide tnica. A detec¢io precoce e o monitoramento continuo da
infecgio permitirao nio apenas uma melhor compreensio da dinimica
epidemioldgica dos coccidios, mas também a adogio de estratégias
eficazes de mitigagio.

A presenca de coccidios em aves silvestres pode impactar
diretamente a sobrevivéncia das espécies ¢ a estabilidade ecolégica dos
ambientes onde vivem. Além disso, a vigilincia ativa contribuird para
a prevengao de possiveis transmissoes zoondticas e para a formulagio
de politicas puiblicas baseadas em evidéncias cientificas. Dessa forma, a
aplicacao dessas diretrizes fortalecerd a abordagem integrada de Sadde
Unica (One Health), considerando a interdependéncia entre satide
animal, ambiental e humana.

O aprimoramento dessas estratégias dependerd de avangos
continuos na pesquisa sobre coccidios em aves, bem como da amplia¢io
das redes de colaboragio com instituigdes académicas, 6rgios ambientais
e sanitirios. Algumas perspetivas futuras incluem:

Expansio do monitoramento para outras regides do Maranhio,
possibilitando uma visao mais abrangente da prevaléncia da infec¢io.

Aprofundamento dos estudos genéticos para caracterizar
melhor as espécies de coccidios identificadas e sua diversidade genética.

Desenvolvimento de estratégias de manejo sustentivel para
reduzir a dissemina¢io do parasita sem impactos negativos sobre as
populacoes de aves.

Maior integragio com programas de conservagio e satde
animal, consolidando a vigilincia ativa como ferramenta essencial para
a protecio da biodiversidade.

O aprimoramento dessas estratégias dependeri do compromisso
coletivo entre pesquisadores, gestores ambientais e a comunidade.
O conhecimento gerado servirdi como base para agdes futuras,
promovendo a sustentabilidade dos ecossistemas e a seguranga sanitiria
da fauna silvestre e das populacées humanas que compartilham esses
ambientes.
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ANEXOS:

ANEXO A - ESPECIES DE AVES AMOSTRADAS PARA
VIGILANCIA EM SAO LUIS

ANEXO B - ESPECIES DE AVES AMOSTRADAS PARA
VIGILANCIA EM SAO JOSE DE RIBAMAR

ANEXO C - ESPECIES DE AVES AMOSTRADAS PARA
VIGILANCIA EM PACO DO LUMIAR;

ANEXO D - ESPECIES DE AVES AMOSTRADAS PARA
VIGILANCIA EM RAPOSA.

ANEXO E - LEGENDA E OBSERVACOES PARA INTERPRETA-
CAO DAS TABELAS DE ESPECIES (ANEXOS A-D)

ANEXO F- FICHA DE VERIFICACAO DAS ETAPAS DO
PROCESSO;

ANEXO G - FICHA DE COLETA DE AMOSTRAS POR AREA
ANEXO H - FICHA LABORATORIAL

ANEXO I- FLUXOGRAMA DO METODO DE FLUTUACAO
SWILLIS

ANEXO J- FLUXOGRAMA DO METODO DE SEDIMENTACAO
ANEXO -L FLUXOGRAMA DE EXTRACAO DE DNA
ANEXO M - FLUXOGRAMA DAS ANALISES MOLECULARES

ANEXON-METODOSPARASITOLOGICOS,MORFOLOGICOS
E MOLECULARES

ANEXO O: MODELOS DE REPRESENTACOES GRAFICAS
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Anexo A - Espécies de aves amostradas para vigilincia em Sio Luis

Ordem

Nome

Status de

N Familia Espécie . Habitat
Taxonémica Comum  Conservacao
P Zonas
. . . arca- ouco o
Pelecaniformes Ardeidae Egretta tricolor =L tmidas ¢
tricolor preocupante
mangues
Zonas
. , Pouco L.
Pelecaniformes Ardeidae Egretta cacrulea  garca-azul amidas e
preocupante
mangues
arga- Zonas
. , 8¢ Pouco L.
Pelecaniformes Ardeidae Egretta thula branca- amidas e
preocupante
pequena mangues
urubu-de- Pouco Areas
Accipitriformes  Cathartidae Cathartes aura cabega- abertas e
preocupante
vermelha urbanas
Praias
o . Vanellus uero- Pouco
Charadriiformes Charadriidae L d e zonas
chilensis quero preocupante .
costeiras
. . Pouco Praias
.. .. Charadrius batuira-de-
Charadriiformes Charadriidae . preocupante e zonas
semipalmatus bando . . .
(migratéria) costeiras
Areas
. . Columbina rolinha- Pouco urbanas
Columbiformes  Columbidae . .
passerina cinzenta  preocupante € campos
abertos
o Areas
Columbi rolinha- P b
. . olumbina ouco urbanas
Columbiformes  Columbidae fogo-
squammata preocupante € campos
apagou
abertos
Pouco
c Ih . Matas secas
. . anocorax alha- reocupante .
Passeriformes Corvidae ¥y er _ P . P . e ambientes
cyanopogon canca (endémica
. urbanos
do Brasil)
Matas
g . . . anu- Pouco abertas e
Cuculiformes Cuculidae Guira guira
branco preocupante  bordas de
floresta
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Matas

. . Crotophaga Pouco abertas e
Cuculiformes Cuculidae Phag anu-coroca
major preocupante  bordas de
floresta
aivota-
.. . Chroicocephalus . © Pouco Ambientes
Charadriiformes Laridae . P de-cabega- .
cirrocephalus . preocupante  costeiros
cinza
. Pouco .
. . Leucophaeus gaivota- Ambientes
Charadriiformes Laridae o preocupante .
atricilla alegre (migratéria) costeiros
migratéria
0. - ica-pau- Pouco Florestas e
Piciformes Picidae Celeus flavescens PP
amarelo  preocupante  matas secas
Matas
. . L Amazona . Pouco B
Psittaciformes Psittacidae . curica e dreas
amazonica preocupante urbanas
andai ! Quase Matas
e efl o L andaia- .
Psittaciformes Psittacidae ~ Aratinga jandaya J dadei ameagada ¢ dreas
verdadeira
(NT) urbanas
- < ! Quase Matas
Srreef] o Diopsittaca maracani- .
Psittaciformes Psittacidae 5 ameacada ¢ dreas
nobilis pequena (NT) urbanas
beija-flor- Jardins
. . Chrysuronia X Pouco B
Apodiformes Tiochilidae ) Y de-barriga- e dreas
eucogaster b preocupante o q
ranca orestadas
. Areas
. . Pitangus . Pouco
Passeriformes Tyrannidae bem-te-vi abertas e
sulphuratus preocupante . L L
Pouco Areas
Passeriformes Tyrannidae ~ Tyrannus savana  tesourinha  preocupante abertas e
(migratéria)  arborizadas
Empidonomu Pouco Areas
] . onomus -
Passeriformes Tyrannidae pico peitica preocupante abertas e
varius L .
(migratéria)  arborizadas

Fonte: Adaptado de WikiAves (2024), eBird (2024), Xeno-Canto (2024), The Clements
Checklist of the Birds of the World (2023), HBW Alive/BirdLife International (2023),
The Howard & Moore Complete Checklist of the Birds of the World (2014), e ICMBio

(2025).

44



Anexo B - Espécies de aves amostradas para vigilincia em Sio José de

Ribamar
Ordem . L. Nome Status de .
. Familia Espécie _ Habitat
Taxondmica Comum Conservacao
. Areas
. . Pitangus . Pouco
Passeriformes Tyrannidae bem-te-vi abertas ¢
sulphuratus preocupante .
arborizadas
Areas
. . Volatinia .. Pouco abertas e
Passeriformes Thraupidae . tiziu _
jacarina preocupante vegetagdes
secundarias
. Campos
. policia- i
. . Leistes . Pouco e dreas
Passeriformes Icteridae L inglesa-do- L.
militaris preocupante midas
norte
abertas
Florestas e
. . . . .. . . Pouco
Passeriformes Vireonidae ~ Vireo chivi  juruviara bordas de
preocupante
mata
Matas
. L Chiroxiphia  tangari- Pouco L
Passeriformes Pipridae ) p e . tmidas e
areola rincipe reocupante ..
P P P P P secundarias
Pouco
c . Matas secas
. . anocorax _ reocupante .
Passeriformes Corvidae ¥ gralha-canca p - p e ambientes
cyanopogon (endémica do
. urbanos
Brasil)
Matas
. . . . Pouco abertas e
Cuculiformes Cuculidae Guira guira  anu-branco
preocupante bordas de
floresta
Matas
. . Crotophaga Pouco abertas e
Cuculiformes Cuculidae Jtophag anu-coroca
major preocupante bordas de
floresta
Areas
. . Columbina  rolinha- Pouco urbanas
Columbiformes Columbidae . .
passerina cinzenta preocupante € campos
abertos
Arcas
. . Columbina  rolinha- Pouco urbanas
Columbiformes Columbidae
squammata  fogo-apagou  preocupante ¢ campos
abertos

Fonte: Adaptado de WikiAves (2024), eBird (2024), Xeno-Canto (2024), The Clements Checklist
of the Birds of the World (2023), HBW Alive/BirdLife International (2023), The Howard &
Moore Complete Checklist of the Birds of the World (2014), e ICMBio (2025).
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Anexo C - Espécies de aves amostradas para vigilincia em Pago do

Lumiar
Ordem s . . Nome Status de .
. Familia Espécie _ Habitat
Taxondmica Comum Conservacao
. Areas
. . Pitangus . Pouco
Passeriformes Tyrannidae bem-te-vi abertas e
sulphuratus preocupante .
arborizadas
. Campos e
. . Volatinia .. Pouco P ~
Passeriformes Thraupidae L tiziu vegetagoes
jacarina preocupante .
secunddrias
Zonas
. . . Stelgidopteryx andorinha-  Pouco L.
Passeriformes Hirundinidae gicop amidas e
ruficollis serradora preocupante
abertas
Areas
. . Troglodytes B Pouco
Passeriformes Troglodytidae glocy corrufra urbanas e
musculus preocupante L
quintais
L Matas
. L Chiroxiphia tangara- Pouco L.
Passeriformes Pipridae | p /g . X midas e
areola rincipe reocupante .
p p p p p secunddrias
.. Areas de
. . Ramphocelus  pipira- Pouco .
Passeriformes Icteridae mata ¢ beira
carbo vermelha preocupante .
de rios
arca- Manguezais
. . 8ar¢ Pouco B &
Pelecaniformes Ardeidae Egretta thula  branca- e dreas
preocupante
pequena alagadas
q . Egretta Pouco Zonas
Pelecaniformes Ardeidae g garca-azul L.
cacrulea preocupante midas
urubu-de- Areas
et . Pouco
Accipitriformes Cathartidac Cathartes aura  cabega- abertas e
preocupante .
vermelha periurbanas

Fonte: Adaptado de WikiAves (2024), eBird (2024), Xeno-Canto (2024), The Clements Checklist
of the Birds of the World (2023), HBW Alive/BirdLife International (2023), The Howard &
Moore Complete Checklist of the Birds of the World (2014), e ICMBio (2025).
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Anexo D - Espécies de aves amostradas para vigilincia em Raposa

Ordem e L. Nome Status de .
A . Familia Espécie _ Habitat
Taxonoémica Comum Conservacao
. . Pitangus . Pouco Areas abertas
Passeriformes Tyrannidae gul bem-te-vi .
sulphuratus preocupante e arborizadas
.. Areas abertas
. . Volatinia . Pouco ~
Passeriformes Thraupidae .. tiziu e vegetagoes
jacarina preocupante .
secunddrias
. Zonas
. o . . sabid-da- Pouco .
Passeriformes Mimidae Mimus gilvus . costeiras e
praia preocupante
urbanas
. olicia- Campos e
. . Leistes p Pouco B p .
Passeriformes Icteridae e inglesa-do- dreas timidas
militaris preocupante
norte abertas
garga- Potc Manguezais
q . ouco )
Pelecaniformes  Ardeidae Egretta thula ~ branca- ¢ dreas
preocupante
pequena alagadas
. . Egretta rca- Pouco Zonas
Pelecaniformes  Ardeidae & o P
tricolor tricolor preocupante imidas
Zonas
.. . . Vanellus uero- Pouco .
Charadriiformes Charadriidae S d costeiras e
chilensis quero preocupante .
praias
Pouco
.. . Leucophacus ivota- Ambientes
Charadriiformes Laridae ucop & preocupante .
atricilla alegre . costeiros
(migratdria)
S macarico- Pouco Reentrancias
.. . Calidris .
Charadriiformes Scolopacidae usill de-papo- preocupante costeiras e
silla o .
p vermelho (migratdria) lodagais

Fonte: Adaptado de WikiAves (2024), eBird (2024), Xeno-Canto (2024), The Clements Checklist
of the Birds of the World (2023), HBW Alive/BirdLife International (2023), The Howard &
Moore Complete Checklist of the Birds of the World (2014), e ICMBio (2025).
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ANEXO E - Legenda e observagdes para interpretacio das Tabelas de
Espécies (Anexos A-D)

Legenda para o Status de Conservagio:

N30 ameagada: Espécie sem risco significativo de extingio.

Quase ameagada (NT): Espécie que pode se tornar ameagada em breve.
Vulneravel (VU): Espécie com elevado risco de extingio.

Criticamente em perigo (CR): Espécie com risco muito alto de extingao
iminente.

Observagoes:

As informacoes sobre o status das espécies foram obtidas de fontes
como o ICMBio e a IUCN.

A frequéncia de observagio depende de registros locais e pode variar
conforme o periodo do ano e condigdes ambientais.

Espécies migratdrias, como o magarico-de-papo-vermelho, utilizam areas
como as Reentrincias Maranhenses para descanso e alimentacio
durante suas rotas migratérias.

Espéciesendémicas, como oarapagu-do-nordeste, ocorrem exclusivamente
em determinadas regides do Brasil.
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ANEXO F - FICHA DE VERIFICACAO DAS ETAPAS DO
PROCESSO

REQUISITOS C | NC N/A
ANTES DA COLETA DE AMOSTRAS

Todos os materiais essenciais para a coleta,
0 incluindo tubos, colheres, luvas ¢ Equipamentos
de Protegiao Individual (EPIs), foram verificados
e estdo disponiveis em quantidade adequada?

Foi disponibilizado material apropriado para
02 | a identificagio dos tubos de coleta, como, por
exemplo, canetas permanentes

A drea designada para a coleta foi devidamente
03 demarcada e estd em conformidade com o
cronograma estabelecido? Pode-se confirmar a
sinalizagio correta e a preparagio do espago?

A caixa de transporte foi preparada com gelo ou
material de refrigeragio adequado para garantir
que a temperatura se mantenha entre 4°C e 8°C
durante o transporte dos materiais?

04 | Estio sendo utilizadas as medidas corretas para
assegurar a integridade das amostras?

OBSERVACOES:

DURANTE A COLETA DE AMOSTRA C| NC | NA

Foi coletado aproximadamente 2g de fezes frescas
05 | diretamente do solo com uma colher descartivel
ou outro instrumento apropriado?

06 | A amostra foi transferida para um tubo de
Eppendorf de 2ml e foi devidamente selada?

07 O tubo esti claramente identificado com a data,
local de coleta e espécie, se aplicivel?

08 As amostras foram armazenadas imediatamente
em uma caixa de isopor com gelo apds a coleta?

OBSERVACOES:
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TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

09

As amostras foram mantidas em uma temperatura
entre 4°C e 8°C durante o transporte?

C

NC

N/A

10

Todas as amostras estio registradas corretamente
na ficha de coleta?

11

As amostras foram transportadas ao laboratério
ap6s a conclusio de todas as coletas, sem atrasos?

OBSERVACOES:

NO LABORATORIO - RECEPCAO DAS
AMOSTRAS

NC

N/A

12

As amostras estio em bom estado e os tubos
estao devidamente identificados?

13

As condi¢oes de armazenamento durante o
transporte foram adequadas?

14

As amostras foram divididas em duas aliquotas:

Aliquota 1: Armazenada em freezer a -30°C para
anilises moleculares

Aliquota 2: Armazenada em refrigera¢io (4°C)
para anilises parasitolégicas, com um prazo
miéiximo de 48 horas para anilise?

OBSERVACOES:

PRE-ANALISE DAS AMOSTRAS

NC

N/A

Foi verificado o aspecto das fezes (cor, textura,
presenga de muco ou sangue) antes das analises
laboratoriais?

Foram preenchidos todos os dados na ficha
laboratorial, incluindo o ntimero da amostra e o
técnico responsivel pela andlise?

OBSERVACOES:
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ANALISE LABORATORIAL

NC

N/A

Me¢étodos Parasitoldgico: Método de Flutuagio:
Procedimento realizado conforme protocolo?
(filtragem, menisco convexo, laminulaanalisada).

microscopio).

Método  de  Sedimentagio  Espontinea:
Procedimento realizado conforme protocolo)
(decantagio, coleta de sedimento, andlise em

Métodos Moleculares

instrugdes do Kit comercial?

A extragio de DNA foi realizada seguindo as

gel de agarose analisado?

A reacio do PCR ou Nested PCR concluida e

OBERVACOES:

ARMAZENAMENTO DE RESULTADOS

NC

N/A

5 [Os resultados foram registrados na Ficha

Laboratorial?

6 |Os resultados foram revisados e conferidos por

um segundo técnico?

OBSERVACOES:

Data do preenchimento:

Assinatura do técnico responsavel:

LEGENDA:
C= CONFORME, quando o item atende

NC= NAO CONFORME, quando o item nio atende

NA= NAO APLICA, quando o item nio aplica a pergunta.
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ANEXO G - FICHA DE COLETA DE AMOSTRAS POR AREA

1.IDENTIFICACAO DA COLETA POR AREA

Area de
Coleta:

Coordenadas
Geogrificas
(Latitude/
Longitude)

Municipio

Datada
coleta

Horirio de
inicio

Horiério de
término

Equipe de
coleta

Nuamero total
de amostras
coletadas por
area.

2.DESCRICAO DAS AMOSTRAS COLETADAS:

Cédigo da T
- da ave (se
conhecida)

Local exato
(subdrea/
ponto de
referéncia).

Quantidade
de Fezes

Aspecto
das
fezes

Observagoes
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3.CONDICOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

Método de Armazenamento:
() Caixa Térmica com Gelo (4°C a 8°C)
() Outro:
Observacoes sobre Transporte:

Assinatura do Responsavel pela Coleta:
Assinatura do Responsivel no Laboratério:

Cuidados Necessirios:

Identifica¢io tinica: Cada amostra dentro da 4rea deve receber um cédigo
exclusivo (exemplo: A0O01, A002, etc.), para garantir que, ao chegar ao
laboratério, seja possivel correlacionar cada amostra com os resultados
laboratoriais.

Detalhamento: Embora seja uma ficha por area, os detalhes de cada amostra
(quantidade de fezes, aspecto, espécie da ave, etc.) devem ser registrados para
manter a qualidade e precisio dos dados.
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ANEXO H - FICHA LABORATORIAL

1.IDENTIFICACAO DA AMOSTRA

a) Ntmero da
amostra

Data do
Recebimento

Responsavel
pelo
Recebimento

( )Adequa ( ) Adequada

g&%ﬂi%g:s e ( ) Inadequada (Descrever)
() Inade

OBERVACOES:

2.DADOS DA COLETA (informag¢des copiadas da ficha de coleta
original):

Area de Coleta

Data da Coleta

Cédigo da
Amostra

Coletor

3. ANALISE PARASITOLOGICA

Técnica Utilizada (Marcar a aplicéavel):

Método de Flutuacio (Willis): ()

Método de Sedimentagio Espontinea (Lutz-Hoffman, Pons e Janer) ()
Resultado da Anilise:

Presenga de Ovos de Helmintos:

Sim: () (Especificar):

Nao: ()

Presencga de Oocistos de Protozodrios:

Sim: () (Especificar):

Nao: ()

Observacgoes da Anilise:
Técnico Responsavel pela Analise:
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4. ANALISE MOLECULAR

Tipo de Teste:
PCR: ()
Nested PCR :( )

Primers Utilizados:
Resultado da Amplificagio:
Positivo para Eimeria spp. :( )
Positivo para Isospora spp.: ()

Negativo: ()

Resultados da Eletroforese em Gel:
Confirmagio da Amplifica¢io: ( )
Falha na Amplifica¢io: ( )

Observagoes da Anilise:
Técnico Responsavel pela Anilise:

6. CONCLUSAO FINAL

R::;lzlzdo () Positiva para coccidios (Especificar o género)
gmostra () Negativo para coccidios

Observacgoes finais:

Instrucoes para uso da ficha:

Preenchimento Inicial: Ao receber a amostra no laboratdrio, o
técnico responsdvel deve registrar as condigdes da amostra e o nimero
correspondente, garantindo que haja rastreabilidade.

Analises Parasitoldgicas e Moleculares: O técnico que realizar cada tipo
de anilise deve registrar os resultados e observagdes especificas.
Conclusao e Revisao: Ap6s todas as anilises, o técnico deve assinar a ficha
e registrar o resultado final, com uma conclusio clara sobre a presenga ou
auséncia de coccidios.
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ANEXO I - FLUXOGRAMA DO METODO DE FLUTUACAO

-WILLIS

Inicio

1

Misture 1g de fezes
com 4 ml de solucao
saturada

1

Homogeneizar &
filtrar usando gaze
dupla e funil

!

Transferir filtrado
para tubo cénico de
15 ml e completar
até menisco convexo

1

Colocar laminula
sobre menisco &
deixar em repouso
por 15 minutos

1

Remover laminula e
transferir para
lamina de
MICroscopio

y

Observar ao
microscopio com
aumento de 10X a

4L0X

l

Resultado

Positivo: Presenca de
cocistos ou ovos
indica infeccao

Negative: Auséncia
nio exclui infeccio

Fonte: Elaborado pelo autor (2025) com uso da ferramenta Whimsical
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ANEXO]J-FLUXOGRAMADO METODO DE SEDIMENTACAO

Inicio

!

Suspenda 1g de
fezes em 10 ml de
dgua destilada

Il

Homogeneizar e
filtrar usando gaze
dupla e funil

l

Coletar filtrado em
tubo cdénico e deixar
em repousc por 2
horas

!

Decantar
cuidadosamente o
sobrenadante,
preservando o

sedimento

!

Transferir sedimento
para lamina de
microscopio

Il

Cobrir com laminula
e observar ao
microscdpio com
aumentos de 10X a
40X

!

Resultado

Negative: Resultado
nagativo possivel em
baixa carga
parasitaria

Positivo: Presenca de
oocistos ou ovos
confirma infeccio

Fonte: Elaborado pelo autor (2025) com uso da ferramenta Whimsical

58



ANEXO L - FLUXOGRAMA DE EXTRACAO DE DNA

Inicio

!

Pesar 0,2 g de fezes
em recipiente estéril

!

Adicionar reagente
do kit e
homogeneizar
amostra

!

Centrifugar a
amostra

!

Seguir protocolo do
kit para purificacao
do DNA

!

Armazenar DNA
extraido a -20°C até
analise

Fonte: Elaborado pelo autor (2025) com uso da ferramenta Whimsical



ANEXO M - FLUXOGRAMA DAS ANALISES MOLECULARES

Recebimento das
Amostras Fecais

l S

Extragdo de DNA Sequenciamento
de DNA Opcional
Sim
+
PCR Convencional Sl L
Bancos de Dados Nio
} | ‘
el Eom Resultados Baseados
Nested PCR Comparagao em PCR
Genética

|dentificacdo de
Coccidios

Fonte: Elaborado pelo autor (2025) com uso da ferramenta Whimsical
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ANEXO N - METODOS PARASITOLOGICOS,
MORFOLOGICOS E MOLECULARES

METODOS PARASITOLOGICOS
1.FLUTUACAO (WILLIS)

Fundamento: Concentragio e flutuacio de oocistos de protozodrios e
ovos leves de helmintos em solug¢io saturada de cloreto de sédio ou
agucar.
Indicacio: Identifica¢io de ovos de nematédeos, oocistos de protozodrios
e ovos de Moniezia spp).
MATERIAIS NECESSARIOS:

e Amostra fecal;

o Agua natural ou destilada;

e Tubo conico de 15 ml;

o Tamis

e Copos descartaveis;

e Copo de borrel;

e Bastao de vidro;

o  Gaze cirtrgica dobrada (4 partes);

o Solugio saturada de cloreto de sédio ou agtcar (densidade:
1:250);

e Liminas de vidro(4x7cm) e laminulas (24x32 mm);
e  Microscépio ()ptico;
e Reagente Lugol. (opcional)

e EPI: Luvas, jaleco e miscara
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PROCEDIMENTO:

e Colocar a amostra de fezes em um copo.

e  Utilizar o bastio de vidro para triturar a amostra de fezes.

e Acrescentar 20 ml de solugio hipersaturadas de cloreto de
Sédio ou agticar.

e Homogeneizar. Nio agitar em demasia, evitando a formagio
de bolhas de ar.

e  Filtrar a suspensio de fezes, através do tamis, para outro copo.

e Colocar a suspensio de fezes no tubo de ensaio de 15 ml e
completar o volume com
solucio hipersaturada de NaCl, formando um menisco
convexo.

e Colocar a lamina de vidro sobre o tubo cénico de modo que a
lamina entre em contato com o menisco convexo. Nio devera
ter bolhas de ar entre 1Amina e a superficie do liquido.

e Deixar em repouso por 15 minutos. Remover a limina,
invertendo rapidamente sua posi¢io, para evitar a queda da
pelicula aderente.

e Examinar ao microscépio (100x) toda a [imina em ziguezague.

e Identificar todos os ovos e oocistos contidos na pelicula aderente

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:
Positivo: Presenca de oocistos ou ovos confirma a infecgio.

Negativo: Auséncia de oocistos ou ovos nio exclui infecgio,
especialmente em amostras com baixa carga parasitiria.

2.SEDIMENTACAO ESPONTANEA (Lutz ou Hoffman, Pons &
Janer)

Fundamento: Precipitacio de particulas (oocistos, ovos e larvas) ao
tundo do cilice de sedimentagio pela acio da gravidade.

Indicagdo: Detecgio de oocistos de protozodrios, ovos e larvas de
helmintos.
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MATERIAIS NECESSARIOS:

Amostra fecal;

Agua destilada;

Recipiente (tubo codnico);

Bastao de vidro;

Gaze cirtirgica dobrada (4 partes);

Cilice de sedimentacio;

Pipeta Pasteur;

Reagente Lugol(opcional);

Liminas de citologia e laminulas (24x32 mm);
Microscépio Optico.

EPI: Luvas, jaleco e mascara

PROCEDIMENTO

Pesar 2 a 5g de fezes e adicionar 5mL de dgua em um recipiente
descartavel.

Homogeneizar a mistura com um bastao de vidro.

Adicionar 100mL de dgua e filtrar a emulsio com gaze para o
calice de sedimentagio. Completar o volume do cilice com
dgua, se necessario.

Deixar o cilice em repouso por 2 a 24 horas. Desprezar o
sobrenadante a cada 5 horas até que o liquido esteja limpido.
Com uma pipeta Pasteur, transferir uma gota do sedimento
para uma lamina.

Adicionar uma gota de Lugol e cobrir com laminula (opcional).
Observar a0 microscépio: iniciar com aumento de 10X e depois
passar para 40X ¢ examinar pelo menos 2 1iminas por amostra.
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INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:
Positivo: Presenga de oocistos, ovos ou larvas confirma infecgio.

Negativo: Resultado negativo pode ocorrer em amostras com baixa
carga parasitaria.

METODO MORFOLOGICO: Processamento, Identificacio e
Quantificagio dos Coccidios nas Amostras Fecais

Fundamento

Promover a esporulagio dos oocistos de protozoirios coccidios, como
Eimeria e Isospora, garantindo sua identificagio morfoldgica detalhada e
quantificagio.

Indicagio

Diferenciac¢io entre espécies com base nas caracteristicas morfoldgicas
dos oocistos esporulados e quantificacio precisa para anilises
epidemioldgicas e estatisticas.

MATERIAIS NECESSARIOS

Amostras fecais previamente coletadas e processadas

Solucio de dicromato de potdssio a 2,5%

Solucio de sacarose saturada (500 g de sacarose em 350 ml de dgua)
Centrifuga

Tubos de ensaio de 15 ml ou recipientes estéreis para incubagio
Funil, gaze dupla e recipientes para filtragao

Pipetas automaticas ou manuais (1 wL a 10 mL)

Liminas e laminulas para microscopia

Microscépio 6ptico (aumento de 10X a 40X)

Ambiente de incubagio controlado (temperatura entre 25°C e 30°C)
EPI: Luvas, jaleco e miscara

PROCESSAMENTO INICIAL DAS AMOSTRAS

Homogeneizar aproximadamente 1 g de fezes em 10 ml de dgua
destilada em um recipiente plistico estéril.

Filtrar a mistura através de gaze dupla em um funil, coletando o filtrado
em um tubo coénico.

Concentrac¢io dos Oocistos

Centrifugar o filtrado a 1.500 rpm por 5 minutos.
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Decantar cuidadosamente o sobrenadante, preservando o sedimento
no fundo do tubo.

Suspender o sedimento em 10 ml de solugao de dicromato de potissio
a2,5% para preservar os 0ocistos e evitar contaminagdes microbianas.

ESPORULACAO DOS OOCISTOS

Transferir a suspensio de oocistos para tubos de ensaio ou placas de
cultura estéreis.

Incubar em ambiente controlado a 25°C - 30°C, protegido da luz direta
e bem ventilado.

Durante o periodo de incubacio (24 a 48 horas), misturar suavemente a
suspensio a cada 6 a 8 horas para garantir oxigenagio adequada.
Manter os tubos levemente abertos para a entrada de oxigénio até que
mais de 70% dos oocistos estejam esporulados.

SEPARACAO DOS OOCISTOS

Apés a esporulagio, separar os oocistos da solugio de dicromato e
material fecal utilizando a técnica modificada de flutuagio com solugio
de sacarose saturada (Sheather, 1923; Duszynski e Wilber, 1997).
Centrifugar a 2.000 rpm por 5 minutos para facilitar a separagao.

ANALISE MICROSCOPICA

Identificagio Morfoldgica

Examinar os oocistos esporulados a0 microscépio 6ptico (aumento de
10X a 40X).

Registrar as caracteristicas morfoldgicas:

Eimeria spp. — Quatro esporocistos, cada um contendo dois
esporozoitos.

Isospora spp. — Dois esporocistos, cada um contendo quatro
esporozoftos.

Medir o comprimento e a largura dos oocistos com um micrémetro
ocular para identificagio especifica.

Fotografar os oocistos esporulados e compari-los com chaves
taxondmicas disponiveis

QUANTIFICACAO DOS OOCISTOS

A contagem dos oocistos recuperados serd realizada em liminas de
microscopia, seguindo as metodologias de Dolnik (2006) ¢ Dolnik et
al. (2010).
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A densidade de coccidios serd expressa como oocistos por defecacio
(OoPD), conforme Bush et al. (1997).

Aplicacio de anilise estatistica, incluindo ANOVA e regressao linear,
com base em Sampaio (2002) ¢ Berto et al. (2014a).

Osvalores de densidade (OoPD) serdo transformados logaritmicamente
antes da aplicacio da ANOVA.

ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Ap6s a andlise, os oocistos podem ser armazenados em solugio de
dicromato de potissio a 2,5% a temperatura ambiente ou refrigerados a
4°C, garantindo sua preservacio para andlises futuras.

7. Interpretacio dos Resultados

Oocistos esporulados: Indicam infecgio ¢ permitem a identificacio
precisa da espécie com base nas caracteristicas morfoldgicas.

Oocistos nio esporulados: Sugerem amostras invidveis ou condigoes
inadequadas durante a incubagio. Confirmar a identidade dos coccidios
por andlise genética.

METODOS MOLECULARES:

Fundamento: O DNA de microrganismos presentes em fezes pode ser
extraido utilizando reagentes especificos para quebrar células, liberar
DNA e purificd-lo para posterior andlise.

Indicagio: Extracio de DNA gendémico de amostras fecais para andlises
moleculares, como PCR ou sequenciamento.

MATERIAIS NECESSARIOS
e Agitador de tubos tipo vortex;
e Agua ultrapura
e Alcool absoluto e etanol 70% (para limpeza); Alcool 70%
(assepsia);
Amostra fecal: 180-220 mg;
Bastio de vidro ou espatula estéril;
Centrifuga (para Microtubos);
Estante para tubos de 1,5 ml;
Kit de extragio de DNA (com reagentes para lise celular,
ligagao a0 DNA e eluigio;
Luvas descartaveis;
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Luvas de litex para procedimento sem p&;
Micropipetas calibradas de volumes varidveis: 2-20, 50-200
e 100-1000 ul, exclusivas para extragao tanto para a extragio
como para amplificagio;
Micropipetas ¢ ponteiras estéreis, exclusivas para extragio
tanto para a extragao como para amplificac¢io;
Microcentrifuga para tubos de 1,5 ml;
Ponteiras com barreira descartivelis;
Rack de tubos para suporte;
Tubos de centrifuga de 1,5 ml;
Tubos estéreis (1,5 ml e 15 ml);
Timer; Termobloco ou estufa;
Autoclave
Termociclador PCR
Primers especificos, reagentes de PCR (dNTPs, tampao, Taq
polimerase).
Micropipetas calibradas com volumes 1ul a 1000ul, eppendort,
placas ou tubos de leitura.
Camara de fluxo laminar, vortex, mini centrifuga.
Gaze ou filtro fino (se necessario para filtragao inicial)

EXTRACAO DO DNA

O protocolo de extragio de DNA utilizado na pesquisa, foi desenvolvido
especificamente para amostras fecais, garantindo a recuperagio de
material genético de alta qualidade para andlises moleculares. A extragio
foi realizada com um kit comercial baseado em colunas de silica,
conforme as recomendacdes do fabricante. Embora este protocolo
tenha sido otimizado para fezes, outros métodos podem ser aplicados,
desde que adequados ao tipo de amostra ¢ a finalidade da anilise

1. Preparacio da Amostra

Pese 180-220 mg de fezes e transfira para um tubo de
microcentrifuga de 2 ml (nio fornecido).

Coloque o tubo no gelo e adicione 1 ml de tampao InhibitEX
a amostra.

Vértex continuamente por 1 minuto até completa
homogeneizagio.

Aquega a suspensio a 95°C por 5 minutos.
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Voértex por 15 segundos e aquega por mais 10 minutos.
Centrifugue a amostra em velocidade maxima por 1 minuto
para sedimentar particulas sélidas.

2. Lise Celular

Em um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, pipete 15 uL
de proteinase K.

Transfira 200 uL do sobrenadante da amostra centrifugada para
o tubo contendo proteinase K.

Adicione 200 L de tampio AL e misture no vortex por 15
segundos.

Incube a 70°C por 10 minutos.

Centrifugue brevemente para remover gotas do interior da
tampa do tubo (opcional).

Adicione 200 uL de etanol (96-100%) ao lisado e misture em
vortex.

Centrifugue brevemente para remover gotas do interior da
tampa do tubo. Certifique-se de que a amostra estd bem
misturada antes de prosseguir para a préxima etapa.

3. Purificacio do DNA
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Aplique 600 uL do lisado cuidadosamente na coluna de
centrifugacio QIAamp.

Feche a tampa e centrifugue em velocidade maxima por 1
minuto.

Transfira a coluna QIAamp para um novo tubo de coleta de 2
ml e descarte o tubo com o filtrado.

Abra a coluna QIAamp e adicione 500 uL de tampio AW1.
Centrifugue em velocidade mixima por 1 minuto.

Transfira a coluna QIAamp para outro tubo coletor de 2 ml e
descarte o antigo tubo com o filtrado.

Adicione 500 uL de tampao AW?2 e centrifugue em velocidade
mdxima por 3 minutos.

Transfira a coluna QIAamp para um novo tubo de coleta de
2 ml e centrifugue novamente em velocidade maxima por 3
minutos para eliminar residuos do tampao AW2.



4. Elui¢io do DNA

e Transfira a coluna QIAamp para um novo tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml (rotulado).

e Pipete 70 uL de tampio ATE diretamente na membrana da
coluna QIAamp.

e Incube 3 temperatura ambiente por 1 minuto.
Centrifugue em velocidade maxima por 1 minuto para eluir
o DNA.

5. Armazenamento do DNA
e Para armazenamento de longo prazo, mantenha o DNA eluido

entre —30°C e —15°C.

TECNICAS DE AMPLIFICACAO DE DNA

1. PCR do Gene Endégeno Eucariético (Controle Interno de DNA)
Indicagio: verificar a qualidade do DNA extraido e garantir que as
amostras continham DNA vidvel e livre de inibidores. Esse controle é
essencial para evitar falsos negativos durante a amplificagio do DNA-
alvo.

Preparacio do Mix de Reagio

Componentes do Mix de Reagao:

Agua: 4,25 uL x24 — 102 uLL

Primer Forward: 0,5 uL x 24 — 12 uLL

Primer Reverse: 0,5 uL x 24 — 12 uLL

Mix Master: 6,25 uL x 24 — 150 uL

Total do Mix: 276 uL

Preparo das Amostras:

Distribuir 11,5 uL do Mix em cada tubo.

Adicionar 1 uL do DNA extraido em cada amostra.

No controle negativo, adicionar 1 uL de 4gua em vez de DNA.

Levar os tubos para o termociclador.

Condigoes de Ciclagem da PCR do Gene Endégeno

Desnaturagio inicial: 94°C por 5 minutos.

35 ciclos de amplificacio:

Desnaturagao: 94°C por 30 segundos.

Anelamento: 47°C por 45 segundos.

Extensio: 72°C por 1 minuto.

Extensio final: 72°C por 5 minutos.
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2. Nested PCR (Amplificagio do DNA-Alvo)
O Nested PCR consiste em duas reagdes sequenciais de PCR,
aumentando a especificidade e sensibilidade na detecgio do DNA-alvo.
2.1 Primeira Reagio (PCR Primiria)
Amplificado um fragmento de 302 pb, utilizando os seguintes primers:
Primer Forward (PF): COIbF1 (5°-GWT CAT TAG TAT GGG CAC
ATC A-3’)
Primer Reverse (PR): COIbR1 (5-CCA AGA GAT AAT ACR AAR
TGG AA-3)
Preparac¢io do Mix de Reagio
Componentes do Mix:
Agua: 4,25 uL x 24 — 102 uL
Primer Forward (PF: COIbF1): 0,5 uL x 24 — 12 uL
Primer Reverse (PR: COIbR1): 0,5 uL x24 — 12 uL
Mix Master: 6,25 uL x 24 — 150 uL
Total do Mix: 276 uL
Preparo das Amostras:
Distribuir 11,5 uL. do Mix em cada tubo.
Adicionar 1 L do DNA extraido em cada amostra.
No controle negativo, adicionar 1 uL de dgua em vez de DNA.
Levar os tubos para o termociclador.
Condigoes de ciclagem para primeira reacio:
Desnaturagio inicial: 94°C por 5 minutos.
35 ciclos de amplificagio:
Desnaturagio: 94°C por 30 segundos.
Anelamento: 47°C por 45 segundos.
Extensio: 72°C por 1 minuto.
Extensio final: 72°C por 5 minutos.
2.2 Segunda Reagio (PCR Secundiria)
Amplificado um fragmento menor de 257 pb, utilizando os seguintes
primers:
Primer Forward (PF): COIbF2 (5°-GGG CAC ATC ATA TGA TGA
C-3%)
Primer Reverse (PR): COIbR2 (5’-ATA GTA TGT ATC ATG TAR
WGC AA-3’)
2.2.1 Preparagio do Mix de Reag¢io
Componentes do Mix:
Agua: 4,25 ul x24 — 102 uLL
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Primer Forward (PF: COIbF2): 0,5 uL x 24 — 12 uL

Primer Reverse (PR: COIbR2): 0,5 uL x24 — 12 uL

Mix Master: 6,25 uL x 24 — 150 uLL

Total do Mix: 276 uL

Preparo das Amostras:

Distribuir 11,5 uLL. do Mix em cada tubo.

Adicionar 1 uL do produto amplificado da primeira reagio (amplicons
primarios) em cada tubo.

No controle negativo, adicionar 1 uL do controle negativo da primeira
reacao.

Manter a drea de trabalho limpa e minimizar a contaminagio cruzada.
Levar os tubos para o termociclador

Condigdes de Ciclagem do Nested

Desnaturacio inicial: 94°C por 5 minutos.

35 ciclos de amplificacio:

Desnaturagio: 94°C por 30 segundos.

Anclamento: 47°C por 45 segundos.

Extensio: 72°C por 1 minuto.

Extensio final: 72°C por 5 minutos.

3. Eletroforese em Gel de Agarose

Apés a amplificacio, os produtos da PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5 para confirmar a presenca dos
fragmentos amplificados.

Preparacio de Gel de Agarose 1,5%

Materiais Necessarios:

Para 100 ml de gel de agarose:

Agarose: 1,5 ¢g

Agua destilada: 90 ml

Tampio TAE ou TBE: 10 ml

Preparacio da Solugio:

Esse gel de agarose 1,5% pode ser utilizado para separagio de fragmentos
de DNA de 200 a 3000 pb em eletroforese.

Em um béquer, adicionar 90 ml de dgua destilada.

Adicionar 10 ml do tampiao TAE ou TBE para manter a estabilidade do
DNA durante a corrida eletroforética.

Adicionar a agarose a solugio de tampao, misturando suavemente.
Homogeneizar a solugio gentilmente.

Aquecer no micro-ondas em intervalos de 30 em 30 segundos,
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misturando entre os intervalos, até que a solugio fique transparente e
homogénea.

Deixar a solugio esfriar até ficar morna (cerca de 50-60°C).

Adicionar o corante Sybr Safe (ou outro corante intercalante de DNA,
se necessario).

Homogeneizar a solugio morna novamente.

Despejar a solu¢io na cuba de eletroforese e inserir os pentes para
formacio dos pogos.

Deixar solidificar por 20 minutos em temperatura ambiente.

Remover os pentes ¢ as laterais com cuidado para evitar rupturas no gel.
Carregamento das Amostras

1° pogo: Marcador molecular (MM) — 5 uL

2° pogo: Controle negativo (CN) — 3 uL

3° poco: Controle positivo (CP) — 3 uL (se houver)

Demais pogos: Amostras amplificadas — 3 uL cada

Corrida Eletroforética

Submergir o gel na cuba de eletroforese contendo tampio de corrida.
Aplicar corrente elétrica por 40 minutos.

Corar o gel com corante intercalante para visualizagio do DNA.
Observar sob luz UV em um transiluminador.

OBSERVACOES:

A PCR do gene endégeno eucaridtico garante a qualidade das amostras
antes do Nested PCR.

O Nested PCR permite amplificagio especifica do DNA-alvo.

A eletroforese em gel de agarose confirma a presenca dos produtos
amplificados.
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ANEXO O - MODELOS DE REPRESENTACOES GRAFICAS

.'h 7

Fonte: Elaborado pelo autor (2025) com uso da ferramenta Whimsical
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