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Introduccion

México es uno de los principales paises donde el uso de fauna silvestre, particularmente
las aves, son una actividad cultural y de subsistencia econdmica importantes (Vasquez-
Davila et al., 2014; Roldan-Clara et al., 2017). Las coccidias son parasitos del filo
Apicomplexa, intracelulares obligados con capacidad de reproducirse en diferentes tipos
celulares, importantes en salud publica y veterinaria (Francia y Striepen, 2014). Las
coccidias de las aves comprenden principalmente los géneros Eimeria e Isospora, y se
sabe mucho de éstos en las aves domésticas (McDougald, 2013). En general, las aves del
orden Passeriformes se infectan con especies de Isospora (Berto et al., 2011). De manera
particular, los canarios (Serinus canaria) son aves paseriformes de la familia Fringillidae
originarios de Islas Canarias (IUCN, 2017). Al menos 10 especies de Isospora infectan
diversas aves de la familia Fringillidae, incluidos los canarios. En el presente estudio, se
identificaran las especies del género Isospora que infectan a los canarios en una tienda de

aves del municipio de Toluca, Estado de México.



Revision de literatura

El canario (Serinus canatria)

Los canarios son aves del orden Passeriformes de la familia Fringilidae que se
caracterizan por su canto y sus bellos colores, y son originarios de Islas Canarias (IUCN,
2017). Gracias a los avances genéticos se han creado canarios con plumajes de diversos
colores; estos colores dependen mucho del tipo de alimentacién que se les suministre,
ellos deben consumir carotenoides amarillos que a través de procesos bioquimicos de su
organismo los convierten en cetocarotenoides rojos dando origen al plumaje rojo (Lopes et
al., 2016). Se creé que sus antepasados provenian de la region Paleartica (probablemente
de un lugar alrededor de la unién de Europa/Asia) (citado por Arnaiz-Villena et al., 1999).
Hoy en dia se han introducido nuevas especies de paseriformes a lugares nuevos, en
donde las personas los capturan para ser vendidos en tiendas de mascotas (Roldan-Clara
et al., 2017). Inclusive, existen organizaciones como la FOB (Federacdo Ornitologica do
Brasil) que se encargan de la venta de aves paseriformes (canarios), organizan
exposiciones, reuniones, sugerencias de manejo, cuidado y alimentaciéon de estas aves
(De Freitas et al., 2003). Por otra parte, organizaciones no gubernamentales prohiben y
estan en contra de la captura de aves silvestres. Sin embargo, esto no es posible ya que
por mucho tiempo las personas conservan culturas donde nos explican la forma en que el
humano ve a la naturaleza en base a sus conocimientos y creencias por medio de un
analisis etnoecologico, esto explica que las aves tienen un efecto positivo para aliviar el
estrés (Roldan-Clara et al., 2017). De manera particular en Brasil, la crianza en cautiverio
del canario ha sido exitosa. Sin embargo, De Freitas et al. (2003) mencionan que otros
factores deben ser considerados, tales como: manipulacion de las aves, higiene de las
instalaciones, control de insectos y roedores y, control de enfermedades
infectocontagiosas. En cautiverio, es necesario considerar el espacio para su desarrollo y
reproduccion, ademas de una buena alimentacion basada en vegetales, granos y frutas
(Lima et al., 2017).



Coccidias de las aves

Las coccidias son parasitos intracelulares del filo Apicomplexa que infectan a humanos y
animales (Blake et al., 2015). Las coccidias que se han encontrado en las aves son del
género Eimeria e Isospora (Berto et al., 2011). Durante mucho tiempo se utilizé el género
Eimeria para estudiar los ciclos biolégicos, estos parasitos tienen ciclos monoxenos lo que
quiere decir que las etapas sexuales y asexuales tienen lugar en un solo hospedero, a
diferencia de los parasitos heteroxenos como el Toxoplasma gondii que se reproduce
asexualmente utilizando hospederos intermediarios (Belli et al., 2006). La transmision de
esta enfermedad es por via oro-fecal al ingerir oocistos del parasito, los cuales se excretan
en las heces y se liberan las formas infectantes (esporozoitos) (Belli et al., 2006). Las aves
de corral, diariamente estan expuestas a diversas especies de Eimeria altamente
virulentas tales como: E. tenella, E. maxima y E. acervulina, que invaden las células
intestinales para llevar acabo su reproduccion y, localizarse en células epiteliales del
intestino para iniciar el ciclo (Liu et al., 2016); esto es a través de la contaminacion
ambiental y el confinamiento excesivo que las hace aun mas susceptibles (Cha et al.,
2017). Los dafios que causan las coccidias son alteraciones en el proceso digestivo,
dafios al epitelio, mucosa intestinal, pérdida de sangre, disminucion en la absorcion de
nutrientes, deshidratacion, pérdida de peso y despigmentacion de la piel (De Freitas et al.,
2003). Sin embargo, no necesariamente un ave que esta infectada con coccidias tiende a
desarrollar una enfermedad grave, debido a que la ingestion de oocistos es muy baja, a
diferencia de una ingestion masiva de oocistos (McDougald, 2013).

Las caracteristicas morfologicas de las coccidias son muy importantes para el diagndstico
de las diferentes especies (Berto et al., 2011). Para esto se necesita realizar técnicas de
laboratorio basicas para ubicar caracteristicas biolégicas tales como: la etapa endogena
del parasito, localizacion intestinal y las lesiones (McDougald, 2013). Una vez identificadas
podemos diferenciar sus estructuras que las conforman, por ejemplo: el oocisto,
esporocisto, esporozoito, micropilo, la tapa del micrépilo, cuerpo de stieda y cuerpo de
substieda, residuo de oocisto, residuo de esporocistos, capas y paredes del oocisto
(McDougald, 2013). La parte mas importante de un oocisto es la pared ya que esta
protege toda estructura interna, permitiendo la supervivencia del parasito por mucho

tiempo (Belli et al., 2006). Ademas, esta compuesta por dos capas distintas, rodeadas por
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una membrana externa las cuales pueden ser de diferentes colores, amarilla, marron,
parduzca y que nos permitiran diferenciar entre especies, en algunos casos el color no
siempre sera clave porque existen algunos factores como el tiempo, conservadores
(dicromato de potasio), que puede alterar el color de la pared. El micropilo y la tapa del
micropilo, es comun encontrarlo en las Eimeria proporcionando una proteccion en aquellos
espacios que se encuentran entre las capas (Berto et al., 2014). El residuo de oocistos y
esporocistos son una estructura adicional compacta, el granulo polar es mas pequefio que
el residuo de oocistos y puede o no estar presente en algunas coccidias del género
Isospora tal es el caso de la Isospora cardellinae de la reinita roja (Cardellina rubra)
(Salgado-Miranda et al., 2016). Las variaciones de cuerpo stieda y substieda son muy

importantes para la diferenciacidon de especies del género Isospora (Berto et al., 2014).



Coccidias de los paseriformes

Existe una gran diversidad de paseriformes en todo el mundo, aproximadamente se han
encontrado 5,000 especies distribuidas en diferentes paises como: Brasil, Italia, Estados
Unidos de América (Hawai) y Europa; Algunas son endémicas como las de Sudamérica, lo
cual nos permite identificar la distribucion de coccidias en las aves paseriformes (Berto y
Lopes, 2013). Las aves paseriformes migran muchos kildmetros de distancia para buscar
lugares seguros donde se puedan reproducir con éxito, estos sitios deben estar rodeados
de una gran diversidad de flora y fauna para obtener el alimento necesario y la energia
(Buler et al., 2017). En la actualidad hay unas 23 familias de aves paseriformes en las que
se han identificado coccidias en su mayoria del género Isospora aproximadamente 86
especies de [sospora, distribuidas en las diferentes familias (Berto et al., 2013).
Recientemente se ha identificado especies nuevas en las diferentes familias de aves
paserifomes, algunas de ellas convirtiendose en hospederos nuevos de especies de
Isospora que ya existen en otras aves paseriformes (Soriano-Vargas et al., 2015). En
investigaciones recientes se ha encontrado oocistos no esporulados en muestras de heces
fecales de distintas aves paseriformes (Atlapetes pileatus, Cardellina rubra, Mniotilta varia,
Oreothlypis celata y Regulus caléndula) de México (Medina et al., 2015). Estas aves se
infectan con Isospora que invaden los intestinos y otros 6rganos, llevando a cabo el ciclo
de reproduccion en los enterocitos del intestino delgado principalmente en el duodeno
(Sanchez et al., 2007).



Coccidias de aves de la familia Fringillidae

Las coccidias y en especial el género Isospora es la mas comun que ha encontrado en las
aves paseriformes (Ball et al., 2012). La diversa gama de informacion que existe hoy en
dia, gracias a la realizacion de diferentes estudios de campo, técnicas parasitologicas y
técnicas moleculares, ha permitido saber que han surgido nuevas especies del género
Isospora en la familia Fringillidae (Yang et al., 2015) (Cuadro 1)
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Justificacion

Al menos 10 especies de Isospora infectan aves de la familia Fringillidae, de las cuales
tres (Isospora serinus, Isospora serinuse e Isospora canaria), infectan a los canarios. Los
reportes de estas especies han sido en ltalia, Brasil, Estados Unidos de América (Hawai) y
Australia. Con base en lo anterior, es necesario conocer las especies del género Isospora

que infectan canarios (Serinus canaria) en México.



Hipotesis

Canarios comerciales disponibles en una tienda de aves en Toluca, Estado de México,
estan infectados con alguna de las 10 especies de /sospora identificadas en las aves de la

familia Fringillidae.



Objetivos

1. Identificar por medio de estudios coproparasitoscopicos y morfométricos la especie del
género Isospora que infecta a los canarios de una tienda de aves en el municipio de
Toluca, Estado de México.

2. |dentificar el sitio de infeccidn intestinal mediante estudios histologicos.
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Material y método

Aves. El total de canarios disponibles (16 canarios) en una tienda de aves localizada en
San Felipe Tlalmimilolpan, Toluca, Estado de México. Con un clima templado, estacion
seca y humeda, temperatura media anual de 11.3°C (COESPO, 2010). Las aves que se
identificaron como positivas a coccidias, fueron transportadas en jaulas individuales al
Centro de Investigacion de Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA).

Estudio parasitolégico. Las muestras fueron recolectadas diariamente por la mafana y
tarde, y se colocaron en un vial de plastico (tubos eppendorf) con 2.5% de solucion de
dicromato de potasio (K2Cr207) 1:6 (v/v) (Yang et al., 2015). Esta solucion, es adecuada
para evitar la proliferacion bacteriana ademas de la conservacién de los oocistos
coccidianos esporulados, con fines taxondmicos a largo plazo (Williams et al., 2010). Las
muestras se observaron en un microscopio Optico con micropipeta para obtener
aproximadamente 20 pl de la muestra y se colocaron en un portaobjetos con cubreobjetos.
Identificacion de especies del género Isospora. Las muestras de heces fecales con
oocistos no esporulados se colocaron en una caja de Petri con aproximadamente 5 ml de
dicromato de potasio (K:Cr.O7), se incubaron entre 23 a 28 °C y diariamente se
observaron, hasta que el 70% de los oocistos esporularon, los oocistos fueron
recuperados por técnica parasitoldgica de flotacidn usando solucién de azucar Sheater’s
(Berto et al., 2013). Se observo y registré la morfologia de los oocistos y se medi6 un total
de n=30 (Duszynski y Wilber, 1997). Esto se realiz6 con un microscopio Nikon Eclipse 80i
acoplado a una camara digital Nikon DS-Fi2.

Estudio histopatolégico. Con fines de investigacion del sitio de infeccion en los canarios
infectados, se realizé la eutanasia de acuerdo con la NOM-033-SAG/ZO0-2014, y en
apego a normas internacionales (AVMA, 2013). Se hizo estudio histopatologico y se
localizé especificamente donde se reprodujeron las coccidias del género Isospora. Los
siguientes organos y tejidos fueron colectados: esofago, buche, proventriculo, ventriculo,
intestino delgado e intestino grueso. Las visceras, se colocaron en formalina neutra al 10%
y se procesaron usando las técnicas de histopatologia, con las tinciones de hematoxilina y

eosina para el estudio histologico.
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Limite de espacio

Esta investigacion se llevo a cabo en el Centro de Investigacion de Estudios Avanzados en
Salud Animal (CIESA). Ubicado en Carretera Toluca-Atlacomulco km 12, Toluca 50200,
México. Teléfono:+ 52 (722) 2965555. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,

Universidad Auténoma del Estado de México.
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Limite de tiempo

Esta investigacion se realiz6 en el periodo de agosto a noviembre, 2017.
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Abstract

Isospora bioccai Cringoli & Quesada, 1991 (Protozoa, Apicomplexa, Eimeriidae) is
reported and described from captive canaries Serinus canaria forma domestica (Linnaeus)
in Mexico. The odcysts are subspherical, 25.5 x 23.5 um, with smooth, bilayered wall, ~1.3
um thick. Micropyle absent, odcyst residuum absent, and polar granule present, 2-3 rice-
grain-shaped. Sporocysts are ovoidal, 16.7 x 10.5 um. Stieda body knob-like and substieda
body trapezoidal of irregular base. Sporocyst residuum is composed of granules of different
sizes. Sporozoites are vermiform with one refractile body and a nucleus. Gamogony was
seen in the duodenum. In addition to new locality, this is the first description of 1. bioccai

from S. canaria.

Key words: Isospora bioccai; coccidia; Passeriformes; Fringillidae; Serinus canaria.
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Introduction

Serinus (canaries) is a genus of finches belonging to the Fringillidae family of birds, mostly
confined to Africa and the Mediterranean Basin (Arnaiz-Villena et al., 1999). Particularly,
S. canaria is native from the Canary Island and now is widely kept in captivity in most
areas of the world (JUCN, 2017). In Mexico, canaries S. canaria are available at pet shops
and through bird traders, called pajareros, which is a local name given to the trade (derived
from pdjaro, the Spanish word for bird) (Roldan-Clara et al., 2017). The aim of this study

was the description of 1. bioccai from S. canaria in Mexico.

Materials and methods

Eight captive canary Serinus canaria were investigated as part of a routine parasitology
study in a pet shop at Toluca Valley, Mexico. Fecal samples were placed in a plastic vial
containing 2.5% potassium dichromate solution (K,Cr,07) 1:6 (v/v) and observed in a light
microscope. To investigate the site of infection, one canary was euthanized (AVMA, 2013),
and the following organs and tissues were collected from the bird: trachea, lungs, liver,
stomach and intestines. These viscera samples were placed in 10% neutral buffered
formalin and processed, sectioned, and stained with hematoxylin and eosin for routine
histologic examination. The fecal samples with unsporulated oocysts were placed in a thin

layer (5 ml) of K,Cr,0O7 in Petri dishes, incubated at 23-28 °C and monitored daily, until
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70% of oocysts were sporulated. Oocysts were recovered by flotation in Sheather’s sugar
solution (S.G. 1.20). Morphological observations, photomicrographs and measurements
(n=30), according Duszynski and Wilber (1997) and Berto et al. (2014), were made using a

Nikon Eclipse 80i microscope coupled to a digital camera Nikon DS-Fi2.

Results

Four canaries shed odcysts in the faeces. Initially, the o6cysts were non-sporulated, but
approximately 70% of the odcysts were sporulated at day two (under the conditions used in

this study).

Isospora bioccai Cringoli & Quesada, 1991

Host: Serinus canaria (Linnaeus) (Aves: Passeriformes: Fringillidae).

Material: Phototypes and line drawings of sporulated odcysts are deposited and available in
the Parasitology and Bacteriology Collection of the Laboratory of Avian Microbiology,
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal. Photographs of the type-
host specimens (symbiotypes) are deposited in the same collection. The repository number
is ESV-23/2017.

Type locality: 19°17'32"N; 99°39'14"W, Toluca City, State of Mexico, Mexico.

Prevalence: 4/8 birds infected (50%).

18
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Sporulation time: Two days.

Site: Duodenum (Fig 2).

Description (Fig. 1A & 1B)

Sporulated oécyst

Odcyst (n = 35) subspherical, 24.1-27.2 x 22.0-25.1 (25.5 x 23.5); length/width (L/W)
ratio 1.0-1.1 (1.1). Wall bi-layered, 1.0-1.1 (1.1) thick, outer layer smooth, c. 1/3 of total
thickness. Micropyle absent, odcyst residuum absent and polar granule present, 2-4 rice-

grain-shaped.

Sporocyst and sporozoites

Sporocysts (n = 35) 2, ellipsoidal, 9.2-11.2 x 15.6-17.4 (10.5 x 16.7); L/W ratio 1.6-1.8
(1.7). Stieda body present, nipple-like, 1.1 high x 2.4 wide; sub-Stieda present, trapezoidal,
irregular base, 1.8 high x 4.5 wide; para-Stieda body absent; sporocyst residuum present,
consisting of scattered spherules of different sizes. Sporozoites 4, vermiform, with single

posterior refractile body and centrally located nucleus.

Discussion
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Up to now, the concept of intra-familial specificity of Isospora spp. of passerine birds has
been maintained (Berto et al., 2011). The sporulated oocysts obtained in this study were
compared in detail with coccidian parasites from other birds that belong to the same host
family (Duszynski & Wilber 1997). The morphology and morphometry of the /. bioccai
oocysts allow differentiating it from other Isospora species passerines from the same
family.

Isospora bioccai was first described from Carduelis sinica in Italy (Cringoli &
Quesada, 1991). In the canary S. canaria have identified following Isospora species: 1.
canaria in USA and Brazil (Box, 1975; Berto et al., 2013), 1. serini in USA (Box, 1975,
1977), and I. serinuse in Australia (Yang et al., 2015). In Brazil, unidentified species of
coccidia have been reported in captive canary S. canaria (de Freitas et al., 2003; Lima et
al., 2017). In addition to new locality, this is the first description of 1. bioccai from S.

canaria.
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1

2

Figure legend

Fig. 1 Odcyst of Isospora bioccai. A & B. Photomicrographs. Scale-bar: 10 pm.
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Fig. 2 Isospora bioccai from the duodenum of a canary Serinus canaria. Meronts (*)

surrounded by its parasitophorous vacuole. Scale-bar: 10 pm.
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Table 1 Comparative morphology of Isospora spp. recorded from Fringillidae
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Discusion

Hasta ahora, el género Isospora sigue siendo el mas comun en aves paseriformes
(Berto et al., 2011). En el canario (S. canaria) se han identificado las siguientes
especies de Isospora: I. canaria en EE. UU. Y Brasil (Box, 1975; Berto et al.,
2013), I. serini en EE. UU. (Box, 1975, 1977) e I. serinuse en Australia (Yang et al.,
2015). En Brasil, se han observado oocistos no esporulados de coccidias sin la
identificacion de la especie a la que pertenecen, las cuales se reportaron en
canarios cautivos (de Freitas et al., 2003; Lima et al., 2017). Los oocistos
esporulados obtenidos en este estudio se compararon en detalle con parasitos
coccidianos de otras aves que pertenecen a la misma familia Fringillidae
(Duszynski y Wilber 1997). La morfologia y morfometria de los oocistos de /.
bioccai permiten diferenciarla de otras especies de Isospora de la misma familia.
Isospora bioccai se describié por primera vez a partir de Carduelis sinica en ltalia
(Cringoli y Quesada, 1991). Ademas de la nueva localizacion, este es el primer
reporte de /. bioccai en los canarios (S. canaria) en México.

Sin embargo, existen estudios sobre parasitos coccidianos que, de acuerdo con el
ciclo biolégico, habian sido clasificados como géneros distintos debido a la fase
que presentaban en el hospedero, Isospora (fase intestinal) y Atoxoplasma (fase
extraintestinal), (Box, 1970; Levine; 1982; Quiroga et al., 2000). Otros estudios
realizados en cuba (Soto Pifieiro, 2009), revelan lesiones histopatologicas
encontradas en canarios cautivos provocadas por Afoxoplasma, en el cual no se
muestran evidencias claras de este nuevo género empleado para referirse a la
fase extraintestinal provocada por el parasito. Gracias a técnicas moleculares
realizadas se demostréo que Isospora es el nombre valido mas antiguo y debe
usarse en lugar de Afoxoplasma (Barta JR et al., 2005; Schrenzel et al., 2005). En

general, los géneros Eimeria e Isospora se desarrollan intestinalmente y en tejidos
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como: Higado, condusctos biliares, Bazo, Pulmén, rindn y utero (Berto et al.,
2014).

Conclusion

Se determin6 en base a estudios morfométricos y fenotipicos, las caracteristicas
de los oocistos esporulados encontrados en el canario (S. canaria), los cuales
pertenecen a [. bioccai ya descrita en el Carduelis sinica. Por lo tanto, esta es la

nueva localizacion de /. bioccai en el canario (S. canaria) en México.
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