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RESUMO

A coccidiose € uma das principais doengas que deomas aves e causa grandes prejuizos a
avicultura. Ha sete espécies #&&meria que acometem os frangos de corte, ocorrendo
infecgcBes mistas e por isso, torna-se fundameetdizar o diagnéstico de cada espécie
corretamente. A coccidiose ainda pode predispanfec¢des bacterianas como a enterite
necrética (EN), a salmonelose e a colibacilose. letivo deste estudo foi avaliar a
ocorréncia de coccidiose associada a infeccOeermtis em lotes de frangos de corte. O
estudo foi dividido em duas fases, sendo que namgma fase, realizou-se um estudo
transversal em 28 lotes, avaliando-se 10 avesgbereim dois momentos, sendo cinco aves
entre os 21 e 28 dias de idade (coleta 1) e octrm® entre os 35 e 42 dias (coleta 2),
totalizando 280 amostras. Foi realizada analiseresadpica com atribuicdo de escore de
leséo para coccidiose, avaliagdo histopatologiewvajacdo morfométrica e morfolégica dos
oocistos do conteudo intestinal das aves e camarekbizada pesquisa dgalmonellasp.
através de suabe de arrasto da cama e de sualegede Além disso, 6rgdos com lesdes
macroscopicas foram submetidos a cultivo bactegiotbnédo seletivo. Na coleta 1, 82,14%
dos lotes foram positivos para coccidiose e nat@de 100% desses. A combinagdo mais
encontrada foE. acervulina, E. maxima E. tenella.O exame histopatolégico apresentou
diferenca significativa e revelou aumento de 28j58onimero de aves que apresentavam
lesGes em comparacéo ao escore de lesdo macrasdOpgervou-se ainda que o grau 1 foi o
mais prevalente no escore de lesdo macroscopidat@ditologia em ambas as coletas,
porém, na coleta 2, houve aumento significativogriu 3 deE. tenella Nenhum lote foi
positivo paraSalmonellae as lesdes extra intestinais ndo demonstraraagaeelcom a
coccidiose. Na segunda fase do estudo, foram dealid2 lotes oriundos de um abatedouro,
cada um com oito aves, totalizando 256 amostraseRtizada avaliagdo macroscépica com
atribuicdo de escore de lesdo para coccidiose eseBfjyido de avaliacdo histopatologica,
cultivo anaerébico pard&. perfringens além de pesquisa do gene NetB de amostras
bacteriologicas e, PCR de conteudo intestinal pdeteccdo deEimeria sp. Foram
encontrados 93,75% (30/32) dos lotes positivos parxidiose. As lesbes macroscopicas
mais comuns foram compativeis c@nacervulinagrau 1 27,03% (70/256), repetindo-se na
avaliacdo histopatologica no duodeno com grau 12988(98/256). Na PCR foram
encontrados 34,37% (11/32) dos lotes positivosje@1,87% (7/32) para. tenella 18,75%
(6/32) E. maximae 3,12% (1/32)E. acervulina As lesdes sugestivas de EN foram
predominantemente grau 2 23,05% (59/256), porénmistapatologia foi observado apenas
hemorragia em mucosa e submucosa, alénEideeria sp. Apenas 8,2% (21/256) das
amostras apresentaram crescimentc&CdeerfringensTipo A, sendo todas negativas para o
gene NetB. As lesdes observadas nao caracteriZzalkhrfundamentada pela histopatologia e
auséncia do gene NetB, podendo ser ocasionadasmfeslgdo poEimeria. O diagndstico da
coccidiose deve ser realizado utilizando assocideanétodos diagndsticos como o escore de
leséo, histopatologia e avaliacdo parasitologica pabtencao de resultados mais precisos. A
coccidiose pode gerar lesbes macroscopicas atipgicaisisso o escore de lesdo deve ser
utilizado associado a outro método para diagnas#écmegatividade par&almonellaem
todos os lotes pode ser devido ao alto nivel desbguridade e controle sanitario das granjas.

Palavras-chave:Avicultura, doencas entéricas, prejuizos, protdnoar






ABSTRACT

Coccidiosis is one of the main diseases that afpectitry and causes a lot of losses to
aviculture. Seven species &imeria affect broiler chickens, sometimes occurring mixed
infections, which is why it is essential to do tdeagnosis of each species correctly.
Coccidiosis can also predispose bacterial infesti@much as necrotic enteritis (NE),
salmonellosis and colibacillosis. The aim of thilsape was to evaluate the occurrence of
coccidiosis associated with bacterial infectiongrailer flocks. The study was divided into
two phases, with the first phase, a cross-sectishally was carried out on 28 flocks,
evaluating 10 broilers per flock in two momentsthafive broilers between 21 and 28 days of
age (collection 1) and five broilers between 35 @2ddays (collection 2), totaling 280
samples. A macroscopic, histopathological scorlesibns due to coccidiosis, morphometric
and morphological evaluation of the oocysts inititestinal content of broilers and of litter
were performed. Research &almonellasp. through litter swab and intestinal contents. |
addition, organs with macroscopic lesions were esttbfl to non-selective bacteriological
culture. In collection 1, 82.14% of the flocks wemsitive for coccidiosis and in collection 2,
100% of these. The most frequently found combimati@skE. acervulina, E. maximandE.
tenella The histopathological examination showed a sigguiit difference and revealed an
increase of 28.5% of broilers that presented iaimh comparison to the macroscopic lesion
score. It was observed that grade 1 was the mastalgnt in the score of injury and
histopathology in both collections, however, inleclion 2, there was a significant increase in
grade ofE. tenella Salmonellawere not found in the flocks and the extra-intedtiesions
showed no relation with coccidiosis. In the secetnudly, 32 flocks were evaluated, each with
eight broilers, totaling 256 samples. A macroscof@sion score was performed for
coccidiosis and EN, followed by histopathologicalakiation, anaerobic culture fat.
perfringens in addition to research of the NetB gene and PERces forEimeria In this
study, were found 93.75% (30/32) of the positives ltor coccidiosis. The most common
macroscopic lesions were bl. acervulina grade 1, 27.03% (70/256), repeating in
histopathological findings in the duodenum with dgal, 38.2% (98/256). In the PCR,
34.37% (11/32) of the positive lots were found,ngeR1.87% (7/32) foE. tenella 18.75%
(6/32) E. maximaand 3.12% (1/32E. acervulina The lesions suggestive of EN were
predominantly grade 2 23.05% (59/256), but in lpatbology only hemorrhage was
observed in the mucosa and submucosa, in adddgi&mteriasp. Only 8.2% (21/256) of the
samples demonstrated growth ©f perfringensType A, all of which were negative for the
NetB gene. The lesions observed did not charaetdtid, based on histopathology and the
absence of the NetB gene, which could be causeHitmgria infection. The diagnosis of
coccidiosis should be performed using an assoaiatb diagnostic methods such as
macroscopic score, histopathology, and parasitcédgevaluation to obtain more accurate
results. Coccidiosis can present atypical macrasdepions, so this score should be used in
conjunction with another method for diagnosis. Tiegativity forSalmonellain all lots may
be due to the high level of biosecurity and sapitamtrol of farms.

Keywords: Poultry farming, enteric diseases, losses, protoezoa
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1 INTRODUCAO

A atividade avicola no mundo vem crescendo contireude e consigo traz a cada dia
mais desafios sanitarios e zootécnicos. O sistateasivo de producao de frangos de corte,
mesmo com uso de alto padrdo tecnoldgico, ndo assgge o ambiente de criacdo das aves
esteja livre de patdégenos. Quando presentes, amquais prejudicam a eficiéncia do
aproveitamento dos nutrientes das racdes, em @ecwar do possivel surgimento de
desordens entéricas (RAMOS et al., 2011).

A coccidiose é uma das principais doencas que deomas aves e causa grandes
prejuizos ao setor. No Brasil, cerca de 17% doocdst producdo € devido a profilaxia,
tratamento preventivo e terapéutico (LUCHESE, 208Rualmente, o custo com medicacao
preventiva para a coccidiose pode ultrapassartih@es de euros em todo o mundo (PEEK;
LANDMAN, 2011).

A doenca é causada por protozoarios do gértgreria que possuem ciclo
relativamente curto e, em condicbes favoraveiscmapleta em trés dias, sendo que os
oocistos podem permanecer por até um ano no arabiemt lugares umidos e com sombra
(ALBINO; TAVERNARI, 2012). A coccidiose pode apresar-se de maneira clinica e
subclinica, provocando prejuizos devido a quadresdirreia, perda de desempenho,
aumento da conversao alimentar e ainda pode canstalidade (MEIRELES, 2009).

O diagnostico € baseado na avaliagdo macroscdigserita por Johnson e Reid
(1970), através da observacao das lesdes intasgnaiduodeno, jejuno, ileo, cecos e colon,
posteriormente classificadas em graus de lesd@nRarutros métodos laboratoriais podem
ser empregados para melhor acuracia de diagnéstmop o exame histopatolégico e
parasitologico.

Outra caracteristica importante da coccidiose éossipilidade de favorecer a
instalacdo de doengas secundarias, como a emextética (EN), a salmonelose e outras
doencas bacterianas. O dano causado ao epit@siiivdl por coccideos e as modificacdo das
funcdes gastrointestinais podem predispor ao apaeeato de clostridioses (GIL DE LOS
SANTOS et al., 2008). Isso resultara na liberag@prdteinas plasmaticas no limen do trato
intestinal e bactérias con@ostridium perfringensque causa a enterite necroética nas aves,
pode utilizar este material como substrato de oresdo (BOYD et al., 1948; PETIT et al.,
1999).C. perfringeng um habitante comensal do trato gastrointesiaslaves, mas tambéem
encontrado no ambiente. Nas aves, é responsavelapsar lesdes intestinais em duodeno,

jejuno, ileo e cecos. As lesbes se apresentamrides ¥armas, desde distensdo das algcas com
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conteudo intestinal marrom escuro, até a formaegpséudomembranas diftéricas e areas de
necrose da mucosa (COOPER et al., 2013).

A descoberta de uma toxina, associada ao desemeit® da EN trouxe novos
desafios para seu diagnostico. A toxina NetB pgsapel critico e essencial na capacidade de
isolados deC. perfringensde causar a doenca (KEYBURN et al., 2008). Deesad, a
toxina NetB se tornou o principal fator de virulengpara o desenvolvimento da EN
(SMYTH; MARTIN, 2010).

Da mesma forma, a invasividade do protozo&imeria no epitélio intestinal pode
favorecer a instalacdo da infeccdo Samonellasp. no organismo da ave. Salmonelose é
uma enfermidade de interesse mundial que preoaipataridades sanitarias e também como
uma forte barreira ao comércio internacional dedpias avicolas devido ao seu potencial
zoonotico (KOINARSK et al., 2005).

Quando detectad8almonellasp. em uma granja avicola, o controle da infeacgdo
muito dificil, trabalhoso e de resultados impresjspodendo ocorrer disseminacdo entre as
aves e para 0 meio ambiente. Portanto, priorizageevencao dessa enfermidade nos lotes
(GAMBIRAGI et al., 2003).

Assim, a importancia da coccidiose, que por siafepcausar prejuizos a producéo, €
acrescida pelo risco de infeccdo @@almonellasp. ou outras bactérias patogénicas que
possam causar prejuizos a atividade (KOINARSK et 2005). Além disso, com a
diminuicdo do uso de antibioticos e promotoresrédsa@mento na avicultura, o ressurgimento
de doencas como a enterite necrotica pode se tvesgrente (BEZERRA et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia da coccidiose, sua intensidade possivel associacdo com a
salmonelose, a enterite necrética e outras infecdiscterianas em frangos de corte,

investigando os fatores epidemiolégicos envolvidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar as lesbes macro e microscopicas da cosadm® classifica-las em
escore de acordo a intensidade;

» Realizar a pesquisa de oocistodHi®eriasp. no conteudo intestinal e na cama
de aviario através da técnica de morfometria e olagia de oocistos e, pela
técnica de PCR;

e Comparar as lesbes macroscopicas e histopatolodecaccidiose com 0s
achados da avaliacdo parasitologica e PCR, aléinvestigar os possiveis
fatores epidemioldgicos envolvidos;

* Realizar a pesquisa &almonellasp. através de suabe de arrasto e suabe de
fezes e, cultivo bacteriano aerdbico de 6rgaoslesies;

» Realizar a pesquisa d&ostridium perfringengortadores do gene NetB, em
intestinos com lesBes sugestivas de enterite negr@brrelacionando com as

lesdes de coccidiose.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A coccidiose € causada por protozoarios do gémémweria pertencentes ao filo
Apicomplexa e famili&imeriidae(KAWAZOE, 2009). Atualmente, sete principais espgc
de Eimeria acometem os frangos de corte, seBda@cervulina, E. brunetti, E. maxima, E.
mitis, E. necatrix, E. praecaxE. tenella(MEIRELES, 2009).

O ciclo de vida se desenvolve em um unico hospedgionoxeno), com etapas que
ocorrem dentro das células intestinais, compostaupta fase assexuada (merogonia ou
esquizogonia) e outra fase sexuada (gametogoniap&,segunda etapa que ocorre no meio
ambiente, chamada de esporogonia (KAWAZOE, 20008\, FETTERER, 2002).

Incialmente a ave ingere 0s oocistos esporuladeseptes na cama ou ambiente de
criacdo. O oocisto esporulado possui quatro esbdose cada um com dois esporozoitos, que
sdo rompidos pela acdo mecanica e quimica do fgasirointestinal, liberando os
esporozoitos que penetrardo nos enterdcitos. Ag@istiar na célula intestinal, o esporozoito
inicia a fase de reproducédo assexuada ou merogiamao origem a um grande numero de
novas formas conhecidas por merozoitos (CONWAY; MSKIE, 2007).

Dependendo da espécie dieneria,ocorrem de trés a quatro merogonias, com ruptura
das estruturas parasitérias e reinfeccdo das sédjacentes, resultando em grande dano ao
epitélio. A ultima geracdo de merozoitos diferersgaem macrogamontes e microgamontes
gue originam os gametas femininos e masculinopeotisamente. Na fase sexuada ou
gametogonia, ocorre a fertilizacdo dos macrogarsgrglos microgametas, dando origem ao
zigoto e em seguida o oocisto imaturo, que é exdoefunto com as fezes (KAWAZOE,
2009). No ambiente ocorre a esporulacédo ou espoi@gonde 0 oocisto na presenca de
oxigénio, temperatura e umidade adequados tornafestante (FORTES, 2004).

Eimeria acervulinaacomete principalmente a porgcédo anterior do imeddelgado ao
longo da alga duodenal, podendo, em infec¢des aewer encontrada no jejuno. O parasita
se instala na extremidade superior das vilosidaftesjando aglomerados de estruturas
parasitarias. Assim tornam-se visiveis a avaliagé@xrroscopica, apresentando-se como
pontos ou estrias esbranquicadas transversais c@sa(MCDOUGALD, 2003).

Os prejuizos causados por essa espécie as avesaatdonados com a diminuicao
na absor¢cao do alimento, com consequente reducgani®m de peso e aumento da taxa de
conversdo alimentar, refletindo diretamente no mesmho dos animais e no custo de
producdo (KAWAZOE, 2000).
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Eimeria maximaé encontrada principalmente na regido medial dssiimo delgado,
estendendo-se entre jejuno e ileo. As lesOes, ediiemente deE. acervulina, sdo
hemorragicas que podem ser visualizadas na seraosacesa. Normalmente, observam-se
petéquias na mucosa, associadas a deposicado dfidonhtestinal de coloracédo alaranjado
ou avermelhado. Ainda, pode-se encontrar espessardanmucosa e dilatacdes da parede
intestinal na regido acometida (CONWAY; MCKENZIBQ®; MCDOUGALD, 2003).

A localizacdo subepitelial de. maximacontribui para o maior dano tecidual, pois na
reproducdo sexuada, possui oocistos grandes, qugero estruturas adjacentes, causando
hemorragias e perda de fluidos. Dessa forma, pooleey aumento de mortalidade e aumento
da taxa de converséo alimentar (SCHNITZLER; SHIRLEY99; MCDOUGALD, 2003).

Eimeria tenellaé a espécie mais conhecida por ser facilmente hecaa pelas suas
lesbes e mortalidade que causa em frangos de qutejsso € considerada altamente
patogénica, causando prejuizos de grande impacsetao. O ceco das aves é o local mais
afetado porE. tenella, podendo se estender até o colon. As formas repvadutse
desenvolvem na mucosa e submucosa, causando deeosos principalmente durante a
reproducdo assexuada, pela segunda geracdo deegresguizontes contendo centenas de
merozoitos (MCDOUGALD, 2003).

A principal caracteristica da infeccdo gartenellaé alta mortalidade das aves, fato
ndo completamente elucidado. Porém, acredita-seo qpagasito interfere no mecanismo de
coagulacédo sanguinea devido a falhas no metabolimatamina K, agravando o quadro
hemorragico, que por si s6 néo é responsavel pefterdas aves, mas provavelmente ocorra
interacdo entre fatores toxicos e bacterianos teiran infeccdo (KAWAZOE, 2000;
MCDOUGALD, 2003).

Eimeria mitise E. praecoxndo causam lesfes macroscoépicas significativasnaas
formam col6nias e localizam-se superficialmenteepitélio da mucosa do intestino delgado,
entre duodeno e jejuno (COOPER et al., 2013). Dfsssaa, 0 diagndstico torna-se muito
dificil através da avaliacdo macroscopica. As psualteracdes visiveis na infec¢do (Bor
mitis sdo intestino palido e flacido e com espesso etsue, na infeccdo pdE. praecox
observa-se algumas petéquias na mucosa, com cortgastinal aquoso com ou sem muco.
Ainda assim, ambas sao capazes de causar dimirdoc§anho de peso, palidez de carcaca e
piora na conversédo alimentar (LONG; REID, 1982; MIDGALD, 2003).

Apesar da pouca importancia dadaEa praecox os prejuizos relacionados a

diminuicdo do ganho de peso em pintainhos podengacthe 25%, muito semelhante ao
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observado n&. mitis, que chega a apresentar 21% de reducdo no ganpesdediario em
condi¢bes experimentais (WILLIAMS, 1998).

Eimeria necatrixdesenvolve-se inicialmente no intestino delgadpe@ficamente em
ileo, onde ocorrem duas merogonias e, em seguitigic@ira geracao de esquizontes migra
para o ceco, onde acontece a reproducao sexuaftareagdo dos oocistos. Porém, as lesdes
ocorrem no intestino delgado, devido a formacaoedosiizontes de segunda geracdo, que se
localizam préximos a camada muscular, alcancandosveanguineos. Na serosa do intestino
sdo observadas placas brancas, resultado da aglfinedos esquizontes, além de dilatacao
da parede intestinal e petéquias. Internamentat@@do intestinal apresenta tragos de sangue
e muco (MCDOUGALD, 2003).

Eimeria necatrixé altamente patogénica, causando alta mortalidadgieda de
desempenho, embora seja pouco prolifera devidorgeticdo com as outras espécies de
Eimeria Seu ciclo é mais longo, por isso os surtofdeecatrixsao tardios, por volta de
nove a 14 semanas de vida, acometendo principaneams mais velhas, como matrizes.
Apesar disso, ja foram relatados casos em frangosode (KAWAZOE; FIGUEIREDO,
1990; MCDOUGALD, 2003).

Eimeria brunettinormalmente se inicia no intestino delgado e desrantestino
grosso, mas pode se estender por todo o intestimonéccdes massivas. Apesar de
incomum, é altamente patogénica, promove lesde®radds a graves devido a destruicdo
causada pelos esquizontes, localizados na subm(M&@&2aOUGALD, 2003). Ainda, ocorre
aumento de mortalidade, diminuicdo no ganho de gesmmento na taxa de conversao
alimentar (MCDOUGALD, 2003).

A infeccdo por mais de uma espécie Eieneria € comum. Assim o local e as
caracteristicas macroscopicas das lesbes muitas femecem um indicativo da espécie
envolvida (LONG; JOYNER, 1984; MORRIS et al., 200#¥$sas lesdes foram classificadas
por Johnson e Reid (1970), conforme Quadro 1.

Eimeria acervulina, E. maximaE. tenellacausam lesdes tipicas no duodeno, jejuno e
ceco, respectivamente. Estas sdo as espéciesnguesiér ocorréncia nos lotes de frangos de
corte e, portanto, sdo mais constantemente modasr§dCHAPMAN, 2014). As demais
espécies, apesar de patogénicas, ndo causam $egidifisativas tdo facilmente visiveis na
macroscopia, e dessa forma sdo diagnosticadas emosnfrequéncia.
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Quadro 1 - Escore de les6es macroscopicas de asxieinGallus gallus domesticus

Espécie Localizagdo Escore 1 Escore 2 Escore 3 ré&dco
Lesges menores, Lesdes coalescente
} abundantes e :
Estrias ~ s ~ acinzentadas,
. Lesbes proximas naq coalescentes, podendo .
transversais s estendendo-se até
. . coalescentes. Sem | se estender até jejunp . -
E. acervulina Duodeno esbranquicadas espessamento roximal jejuno. Mucosa com
até 5 lesdes por P P ) descamagéo celula
) transmural Espessamento
cm . e espessamento
transmural e contetd transmural
intestinal agquoso
L . . Espessamento
Petéquias multifocais| p
P transmural e
Petéquias moderadas na serosa. espessamento Espessamento
multifocais Espessamento P transmural e
. segmentar moderado.
. . discretas na transmural e embalonamento
E. maxima Jejuno . Mucosa de aspecto . .
serosa. Conteldg embalonamento UG0S0 € contetddo difuso. Contetdo
intestinal mucoso| discreto. Contetdo UgosC intestinal com
. ’ h intestinal mucoso g
alaranjando intestinal mucoso - sangue digerido
alaranjado alaranjado com
coagulos sanguineos
Areas esbranquicadaps
e petéquias Embalonamento
5 < . multifocais difusas. difuso acentuado.
Areas Areas esbranquicadas .
. - Espessamento Extensas areas de
esbranquicadas € e petéquias :
petéquias multifocais transmural e hemorragia
E. necatrix Jejuno - ; embalonamento transmural.
! multifocais moderadas na serosg| e . P .
. multifocal moderado.| Conteudo intestinal
discretas na embalonamento A
serosa discreto Mucosa com areas mucoso
avermelhadas avermelhado ou
multifocais marrom
moderadas
Distenséo
o . . transmural difusa
Petéquias multifocais| acentuada. Contetido
P moderadas na Conteuldo intestinal ) .
Petéquias . . intestinal
. . mucosa. Contetdo com coagulos de .
multifocais . - sanguinolento com
E. tenella Cecos discretas na intestinal sangue. EspessamentoCoélgulos de sangud
sanguinolento. transmural moderadq ; B '
mucosa 9 . - | Areas multifocais de|
Espessamento e trabéculas disformeps
) necrose na mucosa|
transmural discreto .
Auséncia de
conteudo fecal
Parede intestinal Espessamento Mucosa com éreas dé
acinzentada. transmural moderado - T
P . necrose multifocais
Espessamento Conteudo intestinal . p .
em célon até tonsilas
E. brunetti Célon transmural focal | catarral. Mucosa com| cecais, leo e jejuno
’ discreto. estrias transversais ) :
p Conteuldo intestinal
Contetudo avermelhadas. .
: . . com coagulos de
intestinal Hemorragias nas sanque
alaranjado tonsilas cecais 9

Adaptado de Johnson e Reid (1970).

As espécies d&imeria presentes em um lote devem ser corretamente fidadss.

Os estudos de ocorréncia sédo importantes paraenddmtento da doenca, pois as espécies
causam lesdes e sinais clinicos diferentes, saodlogicamente distintas e podem responder
de forma desigual aos anticoccidianos. Além dipata se obter um diagndstico confiavel, é
necessdaria uma combinagcdo de exames laboratotaipartem desde a necropsia, exame
histopatolégico, exame parasitolégico e/ou meétodosleculares (CHAPMAN, 2014;
GAZONI et al., 2015).

No campo, o diagnéstico da coccidiose é realizagla pnalise de escore de lesbes

macroscopicas. Porém, ja foi observado que, quaitivado isoladamente, ndo reflete a
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severidade da infeccdo pBmerianas aves (IDRIS et al., 1997). Dessa forma, a ess0x
com o exame histopatoldgico e parasitoldgico é dumehtal.

A avaliacao histopatoldgica é pouco utilizada garside diagndstico a campo, sendo
mais comumente empregada na pesquisa. Entretantiseavacdo das lesdes causadas pela
coccidiose, além da presenca das estruturas @aiasiem diferentes estagios do ciclo, é
muito importante para o entendimento da real cé@udda infecgao (IDRIS et al., 1997).

A histopatologia pode auxiliar no diagnéstico prxala coccidiose, pois € possivel
observar as estruturas parasitarias no epitékstinial nas fases de merogonia e gametogonia.
Assim, é possivel antecipar o tratamento ou megid&gaticas (ZULPO et al., 2007).

N&o existe na literatura uma classificagdo dasekesfe coccidiose encontradas na
histopatologia, talvez sendo esse o motivo do baigo dessa técnica como meétodo
diagnéstico. Porém, é possivel identificar desdesasituras parasitarias nas diferentes fases
do ciclo evolutivo, infiltrado de células inflamats e atrofia de vilosidades e criptas
(ZULPO et al., 2007).

A infeccdo concomitante por mais de uma espéci&ig®ria € muito comum nos
guadros de coccidiose, tornando algumas lesdegmmdias, podendo confundir o avaliador
na classificacdo macroscoépica (JONSON; REID, 1Y), 2014; MORAES et al., 2015).
Com o auxilio da avaliacdo histopatoldgica € pa&tsiiagnosticar até 30% mais casos de
coccidiose que ndo apresentam lesdes macrosc@edsS et al., 1997)

Associado a observacdo das lesbes macroscopigampaloldgicas, pode-se realizar
a andlise das fezes das aves para identificacioaistos de cada de espécieHlmeria.
Assim, baseados na apresentacdo dos sinais clinesi®es anatomopatoldgicas e exame
parasitolégico obtém-se um diagndstico mais prediaococcidiose nas aves (JONSON;
REID, 1970; LONG; REID, 1982; IDRIS et al., 19970BOUGALD, 2003).

Utilizando a morfologia e o tamanho dos oocistoppsgsivel chegar ao diagndéstico
das espécies ddcimeria visto que cada uma apresenta caracteristicasvidodis,
possibilitando a diferenciagdo. Tipicamente o dégico é realizado baseado na apresentacdo
dos sinais clinicos, localizacdo e tipo das lesbasroscopicas, periodo pré-patente, tempo
meédio de esporulacdo dos oocistos e avaliacdo d#ologia e morfometria dos oocistos
(LONG,; REID, 1982; MCDOUGALD, 2003).

No Quadro 2 sao representados o0s tamanhos e fomoatmocistos, periodo pré-
patente (PPP) e tempo minimo para esporulacdo (TdWE)oocistos de cada espécie de

Eimeriaconforme descrito por Long e Reid (1982).
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Quadro 2 - Caracteristicas biolégicas das espédeiEgmeriaque acometem frangos de corte.
Periodo pré-patente (PPP) e tempo minimo parawdsgéo (TME) a 30°C.

Espécie PPP (h)| TME (h) Medidas() Formato do oocisto
E. acervulina| 97 17 17,7 a 20,2 X13,7a 16,3 Ovoide

E. maxima |121 30 21,5a425X16,5a298 Ovoide

E. tenella 115 18 19,5a26,0 X16,5a 22,8 Ovoide

E. mitis 93 15 11,7a18,7 X 11,0 a 180 Subesférico

E. praecox | 83 12 19,8 a 24,7 X 15,7 a 19,8 Ovoide

E. necatrix 138 18 13,2a22,7 X11,3a 18,3 Ovoide oblongo
E. brunetti 120 18 20,7a30,3X 18,1 a 24,2 Ovoide

Fonte: Adaptado de Long e Reid (1982).

Desde 1990 séo desenvolvidos métodos moleculanes od°CR para a identificacao
de espécies deimeria. Procunier et al. (1993) geraram através da téaecAmplificacdo
aleatoria de DNA polimdrficoRandon Amplified Polymorphic DNARAPD), fragmentos de
DNA espécie-especificos que poderiam ser utilizagwsdentificacdo desses organismos.
Esses fragmentos posteriormente foram utilizados palesenvolvimento daimerspara o
diagnéstico por PCR.

Molloy et al. (1998) padronizaram umested PCR paraE. acervulina com
sensibilidade de detectar essa espécie em até%,d@lpopulacdo total de oocistos. No
mesmo ano, Schnitzler et al. (1998), sequenciaraegido do espacador transcrito interno 1
(ITS-1) do DNA ribossomal das sete espéciesEdwmeria identificando regibes unicas
utilizadas no desenho dgsimers especificos para essas espécies. A partir dissmsva
trabalhos utilizaram a técnica de PCR para ideafjio das espécies Hemeria a partir de
fezes com oocistos (COSTA; PEDROSO-DE-PAIVA, 2009)

Fernandez et al. (2003), desenvolveram uma PCRpladjtara a identificacdo das
sete espécies deimeria de galinhas em uma unica reacdo. A Multiplex P@Bspi uma
sensibilidade de deteccdo de 2-8 oocistos espasiladl seja, € menos sensivel que o PCR
isolado, porém apesar da maior dificuldade na pazigdo da Multiplex PCR, devido a
complexa interacdo molecular que pode alterar céefiia de ligacdo dosptimers, a
técnica diminui a mao de obra e o tempo de execdgdodiagndsticos (MORAES et al.,
2015).

Carvalho et al. (2011) compararam o diagnésticavas das lesdes e sinais clinicos

com a Multiplex PCR para a identificacdo das sefgeies d&imeria, sendo que todas as



32

espécies foram encontradas em 13,7% das granjgsiamo utilizando a identificacdo
morfolégica, 60% foram positivas. Moraes et al.1&0observaram quE. maximafoi a
espécie mais frequente (63,7%), seguidabpoacervulina(63,3%),E. tenella(54,6%),E.
mitis (38,6%),E. praecox(25,1%),E. necatrix(24,3%) eE. brunetti(13,1%) em granjas do
sul do Estado de Santa Catarina através da tédaib&ultiplex PCR.

O dano causado ao epitélio intestinal por coccide@s modificagdo das funcbes
gastrointestinais podem predispor ao aparecimeatdastridioses (GIL DE LOS SANTOS
et al., 2008). A enterite necrotica (EN) é caugaela Clostridium perfringenscaracterizado
como bastonete anaerdbio, Gram positivo, formadagporo oval-subterminal, encapsulado
e imével (COOPER et al., 2013) que apresenta ciocotipos (A, B, C, D e E), de acordo
com as toxinas produzidas (LOVLAND; KALDHUSDAL, 20p

A coccidiose tem sido considerada como um impcetdator predisponente para a
EN. Acredita-se que existe uma resposta exacerbadparoducdo de muco quando os
enterocitos sdo atacados pelos coccideos e is#dafec a adesdo e multiplicacdo de
bactérias que conseguem utilizar o0 muco como saibgbara sua sobrevivéncia. Dentre elas
C. perfringensé a principal bactéria patogénica que pode usufiessa alteracdo para sua
instalacdo (COLLIER et al., 2008).

A EN se desenvolve quando a bactéria se multipliesenfreadamente no trato
intestinal das aves, produzindo toxinas que levamacaose. A principal toxina produzida por
C. perfringenstipo A é a toxina alfa (CPA), considerada um intgote fator de viruléncia
(GHOLAMIANDEKHORDI et al., 2006). Porém, uma toxithamada NetB foi identificada
como tendo um papel importante na patogénese daaoA toxina NetB tem similaridade
com a toxina beta (CPB), fortemente necrosantéé @aracterizada pela producéo de poros
na membrana celular, a toxina NetB provou ser umpontante fator de viruléncia para o
surgimento da EN (KEYBURN et al., 2008).

Os surtos de EN sdo mais comuns entre duas eeseanas de idade, porém, aves
mais velhas também podem desenvolver a doenca (ERG@® al., 2013). Aves com EN
aguda tipicamente tém lesdes macroscopicas restbaintestino delgado, sendo mais
frequentes no jejuno e ileo. No entanto, as let&i®bém podem ocorrer no duodeno e no
ceco (LONG et al., 1974; BROUSSARD et al., 1986)ntestino normalmente é preenchido
por gas, a parede apresenta-se fina e com conietedtinal liquido de coloracdo variando
em tons escuros. Ainda, pode-se observar uma psemadiorana diftérica amarelada sobre as
areas de necrose da mucosa. Ja nos casos subaguct@sicos, as lesbes sdo semelhantes,

porém, a parede apresenta-se espessada (LONGIE7A).
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Nos casos subclinicos, as lesdes macroscépicastemnsem ulceracdes na mucosa
circulares ou irregulares, geralmente de 1 a 2 rardi@imetro, mas ocasionalmente maiores,
que apresentam hiperemia periférica, e sdo reassttdm material amarelo parcialmente
aderido. Ainda, essas lesGes podem ser vistasrasaséKALDHUSDAL; HOFSHAGEN,
1992).

No exame histopatolégico é possivel observar eateriseas de necrose que se
iniciam no apice das vilosidades, podendo se estemdubmucosa e camada muscular. As
lesGes mais comuns sao caracterizadas por nea@as®ggdulacdo, com uma faixa de acumulo
de células inflamatorias delimitando a &area de asecr Inicialmente, heterofilos s&o
predominantes, que aos poucos recebem células mdeares como macrofagos e
linfécitos. Nas areas de necrose € possivel obs@mandes bastonetes Gram-positivos,
compativeis conC. perfringend COOPER et al., 2013).

O diagndstico deve ser baseado em vérios critédss.lesGes de necropsia e
histopatoldgicas sdo sugestivas, porém nao sagrmgatwnicas para a EN. O isolamento de
C. perfringendipo A do trato intestinal também pode ser Utlfgm, esta presente em quase
todas as aves saudaveis, ndo sendo suficienta gareclusdo de diagndstico. Dessa forma, a
deteccdo da toxina produzida pelo gene NetB é Aanérma de diagndstico, associada a
necropsia, exame histopatolégico e cultivo anaemb(KEYBURN et al., 2008;
GHARAIBEH et al., 2010).

Salmonellasp. também pode ser favorecida quando ha umacadegor coccideos,
elevando os indices de mortalidade e de convers®erdar. Isso € explicavel devido a
natureza invasiva dos protozoarios no epitélicstirial, permitindo facil adeséo, penetracao e
subsequente disseminagdo $Emonellanos 6rgdos (KOINARSK et al., 2005). Nas aves,
podemos encontrar a pulorose, causadaSalaonellaPullorum, o tifo aviario, causado pela
Salmonella Gallinarum e o paratifo aviario, causado por quatquutro sorotipo
(BERCHIERI JR; FREITAS NETO, 2009).

O tifo aviario comumente afeta aves adultas, coevasla mortalidade, podendo
ultrapassar 80% do lote, com curso relativamerggloa em torno de sete dias. Ja a pulorose
acomete aves jovens de até trés semanas de vidaatente a mortalidade inicia de cinco
a sete dias apés a infeccdo e pode alcancar afé #i00lote. Mas nos ultimos anos, as
infecgBes paratificas tem sido priorizadas comoalle risco para a producdo avicola
nacional. Esse fato se deve principalmente a irapoi na saude publica dos sorovaes
Enteritidis e S Typhimurium presentes nas aves (ANDREATTI FILH® a., 2009;
BERCHIERI JR; FREITAS NETO, 2009).
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Salmonellaé conhecida mundialmente como o agente causaddoxdefeccdes
alimentares em seres humanos (LAN et al., 20090 @estaque paraS Enteritidis que tem
sido o0 sorovar mais comum nesses casos e normalmeiulado através de produtos de
origem animal (CARDOSO; TESSARI, 2013).

O diagnostico das salmoneloses € baseado no istlareeidentificacdo do agente
(BERCHIERI JR; FREITAS NETO, 2009). A pesquisaSmonellano aviario ou galpao é
realizada através do uso de suabes de arrastdii@ daboratorial € laborioso e demorado,
necessitando-se realizar pré-enriquecimento, eeciqento e cultivo seletivo. Além disso, o
diagnéstico pode ser realizado com amostras deogrgd suabes de cloaca (CARDOSO et
al., 2013).

Escherichia colié uma importante bactéria que causa alta mortaidau pintinhos e
elevados indices de condenacédo de carcaca em alraedBARNES et al., 2008k. coli
consegue colonizar e persistir eficientemente ato tintestinal, mas além disso, possui
capacidade de translocacgao extra intestinal quaadwesenca de agentes que causam lesdes
ao epitélio intestinal (BARNES; GROSS, 1997).

Experimentalmente foi observado que pintinhos iaf#es com cepas de. coli e
inoculados com oocistos de. brunetti apresentaram 100% de mortalidade, enquanto os
grupos que receberam o0s patdégenos isoladamente apdiesentaram mortalidade,
demonstrando uma agdo sinérgica entre os dois emgeiNAGI; MATHEY, 1972).
Semelhante ao observado na infeccdoEparoli e E. tenellaem aves, resultando em lesdes
septicémicas graves quando associados os pato@eAKaAMURA et al., 1990).

As lesdes de colibacilose compreendem deposicduaderial caseoso na superficie
de 6rgdos como figado, baco e coracdo, além desssspento e opacidade de sacos aéreos.
No figado é possivel observar pontos esbranquicddoses e multifocais. Na avaliacédo
histopatoldgica observa-se principalmente hepdtiiénonecroética circundada por intenso
infiltrado de heterofilos, macréfagos, linfocitos masmaocitos, além de pericardite,
aerossaculite e pneumonia fibrino-heterofilica (BARANDE et al., 2017). O isolamento
do agente tipicamente é realizado através de simliggaos com lesdes (BARNES et al.,
2008).
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4 DIFERENTES METODOS DE DIAGNOSTICO DA COCCIDIOSE E M FRANGOS
DE CORTE E POSSIVEIS LESOES BACTERIANAS ASSOCIADAS

DIFFERENT COCCIDIOSIS DIAGNOSTIC METHODS IN BROILERRAND
POSSIBLE BACTERIAL ASSOCIATED INJURIES

RESUMO

A coccidiose € uma das principais doencas entéguasacometem as aves. E causada por
protozoarios do géneidimeriae sdo conhecidas sete espécies que causam |eESHanas.
Infeccdes mistas sdo comuns e dificeis de seregnaiéicadas devido a possiblidade de
sobreposicao de lesdes. Além disso, o dano caumadmpitélio intestinal pelos coccideos
pode favorecer infeccbes bacterianas secundarmsp @ salmonelose e a colibacilose.
Diante disso, este trabalho objetivou avaliar arr@cwia de coccidiose, caracterizando as
lesbes anatomopatologicas, identificacdo paragittdde avaliar a associagdo com a infeccao
por bactérias patogénicas. Realizou-se um estadsversal em 28 lotes, avaliando 10 aves
por lote em dois momentos, sendo cinco aves estPd @ 28 dias de idade (coleta 1) e outras
cinco entre os 35 e 42 dias (coleta 2), totaliza2®@ As lesGes foram graduadas em escore
de lesdo macroscopica e histopatologica para doseidalém de avaliagdo morfométrica e
morfolégica dos oocistos. Realizou-se pesquis@almonellanas fezes e cama e, 6rgaos com
lesbes foram submetidos ao cultivo aerdbico naetigel Na coleta 1, 82,14% dos lotes
foram positivos para coccidiose e na coleta 2, 10@%ses. A combinagcdo mais encontrada
foi E. acervulina, E. maxima E. tenella O exame histopatolégico apresentou diferenca
significativa e revelou aumento de 28,5% no nunteraaves que apresentavam lesdes em
comparacao ao escore de lesdo macroscopico. Favalde que grau 1 foi o mais prevalente
no escore de lesdo macroscépica e avaliacdo histdgi@a em ambas as coletas, porém
observou-se que na coleta 2 houve aumento sigiificde grau 3 par&. tenella Nenhum
lote foi positivo paré&salmonellae as lesdes extra intestinais ndo demonstraragaeicom a
coccidiose. O diagnostico da coccidiose deve sdizeglo utilizando a associacdo de métodos
diagnosticos como o escore de lesdo macroscépgtapatologia e avaliacdo parasitologica
para a obtencdo de resultados precisos. A negadiwigparaSalmonellaem todos os lotes
pode ser devido ao alto nivel de biosseguridadmiale sanitario das granjas.

Palavras-chave:Avicultura, doenca entérica, perdas econémicagppoario.
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ABSTRACT

Coccidiosis is one of the main enteric diseasesctffg broilers. It is caused by protozoans of
the genusimeria and seven species are known to cause lesiongfanedhit regions of the
intestine. Mixed infections are common and diffictd diagnose as there are overlapping
lesions. Besides, the damage caused to the irdespithelium by coccids can facilitate
secondary bacterial infections such as salmonsllasd colibacillosis. Therefore, this study
aimed to evaluate the occurrence of coccidiosisradberizing the anatomopathological
lesions, parasitological identification, and to leaée the association with a bacterial
infection. A cross-sectional study was carried iou28 flocks, evaluating 10 chickens per
flock at two moments, five broilers between 21 @8ddays of age (collection 1) and another
five between 35 and 42 days (collection 2), tota®80 samples. A macroscopic lesion score
for coccidiosis, histopathological, morphometridanorphological evaluation of oocysts was
performed. A swalof the intestinal contents and litter were subrditte microbiological
culture for Salmonellaand organs with lesions for aerobic microbial isolatidn the
collection 1, 82.14% of the flocks were positive toccidiosis and in collection 2, 100% of
these. The combination most commonly found ®wascervulina, E. maximandE. tenella
The histopathological examination showed a sigaifiaifference and revealed an increase of
28.5% of broilers with lesions compared to the sadfrmacroscopic lesions. It was observed
that grade 1 was the most prevalent in the macpasdesion score and histopathological
evaluation in both collections, except in the adilen 2 where grade 3 d&. tenellawas
predominantSalmonellanot found in the flocks and the extra-intestiredibns showed no
relation to coccidiosis. The diagnosis of coccidiahould be performed using an association
of diagnostic methods such as macroscopic lesiorestistopathology, and parasitological
evaluation to obtain accurate results. The nedggatfer Salmonellain all lots may be due to
the high level of biosecurity and sanitary contbfarms.

Keywords: Poultry farming, enteric disease, economic logsespzoan.
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4.1 INTRODUCAO

A atividade avicola no mundo vem crescendo contireude e consigo traz a cada dia
mais desafios sanitarios e zootécnicos. O sistateadivo de producdo de frangos de corte,
mesmo com uso de alto padrdo tecnoldgico, ndo assgge o0 ambiente de criacdo das aves
esteja livre de patégenos. Quando presentes, pajuda eficiéncia do aproveitamento dos
nutrientes das racdes, em decorréncia do possivginento de desordens entéricas
(RAMOS et al., 2011).

A coccidiose é uma das principais doencas que deomas aves e causa grandes
prejuizos ao setor avicola. No Brasil, estima-se §ji% do custo da producéo € devido a
profilaxia, tratamento preventivo e terapéutico QHESE, 2007). Estima-se que 0 custo
anual com medicacéo preventiva para a coccidiossapaltrapassar os 2 bilhdes de euros em
todo o mundo (PEEK; LANDMAN, 2011).

Essa doenca é causada por protozoarios intraesudir géner@&imeria, que possui
ciclo monoxeno, com duas fases do seu ciclo noduesmw (assexuada e sexuada) e uma no
ambiente (esporulacdo). O periodo pré-patente dariquatro a cinco dias, podendo chegar
de seis a nove dias (ALLEN; FETTERER, 2002). Jaanabiente, a esporulacdo sob
condicOes favoraveis, ocorre rapidamente e os toscdem permanecer por até um ano,
em lugares umidos e sombreados (ALBINO; TAVERNARI1?2).

As principais espécies deémeriaem frangos de corte s&o acervulina, E. maxima,

E. tenella, E. brunettiE. praecox E. necatrixe E. mitis (MCDOUGALD, 2003). Dessa
forma, infec¢cbes concomitantes ocorrem frequenteenenpodem dificultar o diagnostico
correto dessa doenca (YOU, 2014). A sua ocorrépote ser aleatoria durante o lote, no
entanto, foram observadas maiores contagens dsta®cia cama a partir dos 28 dias de
idade, sendo que as lesBes Roacervulinasdo mais proeminentes apés os 28 dias, enquanto
queE. tenellaapresenta lesdes entre 35 e 42 dias de idade (&GSILA, 1996).

A coccidiose pode apresentar-se de maneira cléngedbclinica, provocando prejuizos
econdmicos importantes devido a quadros de diarpgieda de desempenho, aumento da
conversao alimentar e alta mortalidade (MEIRELE®R).

O diagnostico é baseado na técnica de avaliacamsuépica descrita por Johnson e
Reid (1970), através da observacao das lesdesinaissem duodeno, jejuno, ileo, cecos e
colon, classificadas em graus de lesdo. Porem dguatilizada isoladamente, pode mascarar
a severidade e extensdo da infeccdo por cocciBessa forma, associar outros métodos de
diagndstico tornou-se fundamental e a histopatalpgide ser uma boa ferramenta, embora
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sua utilizagdo seja voltada basicamente para auig@s@, muito escassa para fins de
diagnéstico (IDRIS et al., 1997; CONWAY et al., ®9ZULPO et al., 2007).

O diagndstico da coccidiose pode ser realizadwégrda identificacdo dos oocistos
obtidos das fezes das aves ou do ambiente de @@dig existem técnicas moleculares como
a reacao em cadeia da polimerase (PCR) multiplex @adentificacdo das sete principais
espécies que acometem frangos de corte (MORAESI et2@l5). Porém, apesar de
trabalhosa, a técnica de avaliacdo morfologica efam@trica dos oocistos apresenta
resultados confiaveis e € utilizada até os diaafttomo uma técnica de baixo custo (LONG;
REID, 1972; HAUG et al., 2008).

Outra caracteristica importante da coccidiose €ossipilidade de favorecer a
instalacdo de doencas secundarias. A salmonelasa &nfermidade de importancia mundial
gue representa uma barreira ao comeércio internalcide produtos avicolas devido seu
potencial zoonotico. A ampla distribuicdo $almonellasp. entre os animais e sua capacidade
de sobreviver por longos periodos no meio ambieotéribuem para seu destacado papel em
saude publica (BUTAYE et al., 2003).

Salmonellasp. € uma bactéria de grande importancia na aweauhdustrial, podendo
acarretar significativas perdas econdmicas. Quandietectada em uma granja avicola, o
controle da infeccdo € muito dificil, trabalhosdee resultados imprecisos, podendo ocorrer
disseminagéo entre as aves e no meio ambiente (GRMBI et al., 2003).

A invasividade do protozoari&imeria no epitélio intestinal favorece a adeséo, a
penetracdo e a disseminacao Smonellasp. no organismo da ave (KOINARSK et al.,
2005). Além disso, as lesdes d@@meria podem aumentar o substrato para bactérias
patogénicas, ocorrendo um desiquilibrio microbiarmmnsequente migracdo de bactérias para
a circulacao sanguinea (PEDROSO et al., 2012).

Diante desse cenario, 0 objetivo deste trabalheléssificar as lesdes intestinais em
frangos de corte com desafio natural e espontamecodcidiose, através da avaliacao
macroscopica, histopatologica e parasitoldgicaretacionando com infec¢des bacterianas

secundarias.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Populagao estudada

Um estudo transversal foi realizado com frangosalte provenientes da regido do
Alto Vale do ltajai no estado de Santa Catarina amrios com sistema de ventilacdo
positiva, destinados principalmente ao mercadornoteForam avaliados 28 lotes mistos
(machos e fémeas), compostos por linhagem Cobb 5@fffentados com ragcdo comercial
ausente de qualquer produto antimicrobiano ou promnte crescimento. Foram avaliadas 10
aves por lote em dois momentos, sendo cinco aves @21 e 28 dias de idade (coleta 1) e
outras cinco entre os 35 e 42 dias (coleta 2)lizatedo 280 aves.

O tamanho amostral para o presente estudo foi ladlwwutilizando Software R
Foundation for Statistical Computinyienna, Austria (Package Epi Calc) (THRUSFIELD,

ZxZ[P(1-P)

2007), através da formula = — ], de amostragem aleatoéria simples para populacoes

infinitas, em que Z se refere ao multiplicador 45 obtido por meio do intervalo de
confianca desejado (90%), com base na distribuigdimal, sendo P a prevaléncia esperada
de 50% e D o erro maximo aceitavel na estimativ@5j0 O nimero minimo de animais
amostrados de forma randémica sisteméatica foi dea®@s.

Para a incluséo do lote neste estudo um "Termadgeatimento livre e esclarecido”
(Anexo 1) foi assinado pelo produtor e um question@Anexo 2) foi respondido, com o
objetivo de encontrar fatores associados a doeDedos epidemiolégicos referentes a
propriedade, bem como ao lote em andamento e éotesiores foram obtidos através da
consulta da ficha de acompanhamento e questionamaatprodutor.

4.2.2 Variaveis epidemioldgicas

Foram avaliadas as seguintes variaveis: idade s Bnhagem, sexo, densidade de
alojamento, tamanho dos aviarios, numeros de pespeatrabalham no aviario, percentual
de mortalidade, presenca de animais ou veiculopatm da granja, portbes de acesso
fechados ou abertos, portaria contendo escritoti@reneiro, aberturas do galpdo contendo
telas anti-passaros, lonas externas integras dticdalas, registros de controles de roedores,
insetos e de visitantes na granja, preenchimem®tooda ficha de acompanhamento lote,
presenca de outra atividade econémica na propreddilizacdo de calcado especifico para
entrada na granja, origem da agua utilizada ngay(@nco artesiano ou fonte), uso de cloro
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na 4gua, historico de doencgas, lotes anteriorestemelotes apresentando sinais clinicos de
diarreia, aumento de mortalidade ou desuniformigdtiole de tratamento de cama utilizado no
intervalo de lotes (nenhum, aplicacéo de cal elvewento da cama, enlonamento da cama),
lavacdo e desinfeccdo no intervalo de lotes, liapde silo e composteira, presenca de
cascudinhosAlphitobius diaperinuse fezes de roedores na granja, tipo de comedairos
bebedouros, avalicdo visual da cama e do manejordposteira.

O presente trabalho foi aprovado pela Comissaotida Bo Uso de Animais (CEUA)
sob 0 n° 9977130319.

4.2.3 Pesquisa d&imeria sp.

A pesquisa de oocistos @@meria sp. foi realizada através da colheita de fezes dos
intestinos das aves durante a avaliacdo macroscépiatravés de uma amostra de cama do
aviario. Umpool do conteudo intestinal das cinco aves de cadanbecoletas 1 e 2, foram
coletados e adicionou-se 50 mL de solucéo de demuhe potassio a 2,5%. Adicionalmente,
uma amostra de cama foi coletada em trés pontdsodém galpao correspondendo a por¢ao
inicial, média e final, totalizando aproximadame®®® g. No laboratério, uma aliquota de 50
g foi transferida para um frasco adicionando 100delsolucdo de dicromato de potassio a
2,5%. As amostras foram armazenadas em temperamtdente até o momento da

purificacdo dos oocistos.

4.2.4 Purificacéo e identificacdo dos oocistos

A purificacdo dos oocistos foi adaptada de Mordesl.g2015). As amostras foram
homogeneizadas e filtradas com tecidwaoié O material resultante da filtragem foi colocado
em tubo com capacidade para 50mL e centrifugad0@0d, por 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado e, em seguida completou-se o volagieionando agua destilada ao
sedimento, homogeneizando e centrifugando o cootdtste processo foi repetido até se
obter um sobrenadante limpido. Para separar ostosailo sedimento, foi adicionado uma
solucéo saturada de cloreto de sodio, homogeneragaotrifugado a 200g, por 10 minutos.
Com uma pipeta de Pasteur (5mL), os oocistos fommovidos da superficie da solucdo e
transferidos para um tubo cénico de 50 mL. Apdésleta, todo processo de homogeneizagéo,
centrifugacéo e coleta dos oocistos foi repetidonpais quatro vezes.
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Para retirar o cloreto de sddio, foi adicionadorBD de agua destilada ao tubo,
homogeneizado e centrifugado a 1.000g por 5 minutescartando-se o sobrenadante. O
sedimento resultante recebeu uma solucdo de ditnaegpotassio a 2,5% até completar um
volume final de 10 mL e, foi armazenado a tempesatle 5 a 7°C, até a avaliacédo
morfométrica e morfoldgica dos oocistos

Para realizar a avaliacdo morfométrica e morfolbgios oocistos, as amostras foram
mantidas em estufa a 40°C durante 48 horas pavausspio. Em seguida, o volume do tubo
de 50 mL foi completado com agua destilada, cemgaiflo a 200g por 5 minutos para
concentracdo dos oocistos. O sobrenadante foi dadoze 0 sedimento ressuspendido em 1
mL de agua destilada.

Foi utilizado um microscépio Nikon Eclipse 6000 comeular micrometrada e
calibrado com lamina de calibragem de 1mm/100 bgresa a avaliacdo dos oocistos. Uma
lamina de vidro contendo 25 pL da amostra foi pigate coberta com laminula de 24x32
mm para a avaliacdo. A identificacdo dos oocis®£itheria sp. foi realizada através da
mensuracdao do compriment@rsuslargura do oocisto esporulado em aumento de 400X,

segundo a classificacdo de Long e Reid (1982),emrpenos 100 oocistos.

4.2.5 Caracterizacdo macroscopica e histolégica desdes

As aves foram selecionadas aleatoriamente dentgalpdo, retiradas para uma area
externa e eutanasiadas pelo método de deslocarnentizal, conforme consta no “Guia
Brasileiro de Boas Praticas para Eutanasia em Agimaei n® 5.517, de 23 de outubro de
1968, Resolugdo CFMV n° 1000/2012 (GUIA BRASILEIRE BOAS PRATICAS EM
EUTANASIA EM ANIMAIS, 2012). Foi realizada a necrsip das aves, avaliando-se todos
0s Orgdos e anotando-se todas as alteracdes etamtOs intestinos foram avaliados quanto
a presenca de lesbes caracteristicas de coccidigsksfes macroscopicas de coccidiose
foram graduadas utilizando-se a metodologia adaptedcrita por Johnson e Reid (1970).

Fragmentos de aproximadamente dois centimetrosifoodhidos de duodeno, jejuno,
ileo, ceco e coélon acondicionados em frascos sdgawente, fixados em formalina
tamponada a 10%, processados rotineiramente pEicgaiologia e corados por hematoxilina
e eosina. Adicionalmente, fragmentos de todos @fiodr também foram submetidos a
histopatologia.

As alteragdes de coccidiose encontradas na histog& receberam um escore de
lesdo, sendo: Grau 0: auséncia de alteracdes; Graliscreta quantidade de estruturas
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parasitarias (esquizontes, micro e macrogametasistos) compativeis comimeria sp. na
camada superficial do topo e na regidao medial emomde 10 vilosidades ou criptas; Grau 2:
moderada a grande quantidade de estruturas paessif@squizontes, micro e macrogametas
e oocistos) compativeis caaimeriasp. ha camada superficial do topo e na regidoaheri
menos de 10 vilosidades ou criptas; Grau 3: modee@rande quantidade de estruturas
parasitarias (esquizontes, micro e macrogametagistos) compativeis comimeria sp. na
camada superficial do topo e na regido medial em del0 vilosidades ou criptas e, Grau 4:
80% ou mais das vilosidades ou criptas acometidaegiruturas parasitarias (esquizontes,

micro e macrogametas e oocistos) compativeisEomeriasp.

4.2.6 Cultivo microbiolégico

Um suabe de arrasto da cama do aviario eponi de fezes das cinco aves foram
obtidos em cada coleta e encaminhados para cultigbiano seletivo par&almonellasp.
conforme descrito por Cardoso et al. (2013). Pamahzacdo do suabe de arrasto da cama,
foram utilizados propés d&NT, que foram previamente autoclavados a 120°C por 30
minutos. Na propriedade, foi realizada higienizagd@ms mdaos com agua e sabdo,
descontaminacdo com alcool 70%, calcado um pramstipd e luvas na entrada do aviario e,
em seguida calgcado o propé TET para realizacdo do suabe de arrasto, caminharrdbOpo
minutos em toda a extensdo do galpdo. Apos o sdelsrrasto foi armazenado em saco
plastico e refrigerado até a chegada ao laboratdrio

O pool de fezes foi obtido durante a necropsia das attes/és da abertura de cecos e
coélon, com auxilio de um suabe plastico esténideecoletadas aproximadamente 1,5 gramas
de fezes em microtubo estéril para cada ave. Osowmbps foram armazenados sob
refrigeracdo. No laboratério, uma aliquota de d¢ada foi transferida para uma placa de petri
totalizando 1 g de fezes.

As amostras foram submetidas a um pré-enriquecon@mde o suabe de arrasto
recebeu 225 mL de agua peptonada 1% e as feza$etidas a um tubo contendo 9ml de
agua peptonada 1%. Ambas permaneceram incubadad poras a 37°C.

Em seguida, as amostras foram submetidas ao eainwgreto com caldo Tetrationato
e Rappaport Vassiliadis, incubadas por 24 horas7¢C 3e 42°C, respectivamente.
Posteriormente, foi realizado cultivo seletivo egarasolido Xilose Lisina Desoxicolato
(XLD) e Verde Brilhante (VB), incubadas por 48 r©ea37°C.
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As placas que presentaram crescimento de colongessvas foram submetidas a
uma bateria de provas biogquimicas, incluindo: Ur€israto, Difenilalanina, Arginina, Agar
Lisina-Ferro (LIA), Triplice Acucar-Ferro (TSI), Miédade, Indol e Ornitina (MIO),
Vermelho de metila e Voges Proskauer. Amostras ajuesentaram perfil bioquimico
compativel comSalmonellaforam submetidas ao teste com antigeno sométice ant
Salmonellgpara confirmagao.

Adicionalmente, 32 fragmentos de figado ou baco gpeesentavam alteracfes
macroscopicas foram coletados em saco plasticotidnanem refrigeracao e cultivados em
meio solido ndo seletivo, utilizando-se Agar Sangu&gar MacConkey, para pesquisa de
bactérias patogénicas. Todas as amostras que rainiverescimento de col6nias foram

submetidas a identificacdo através de provas magas conforme utilizado pa&almonella.

4.2.7 Analise estatistica

Para analise dos dados, foram desenvolvidas péeniib programa Microsoixcel™
e analisadas por meio de estatistica descritivaferencial. Todos os resultados foram
separados conforme o0 momento da coleta em coleteoleta 2. O nimero de lotes positivos
foi calculado com base na positividade da avalidgatopatolégica e/ou parasitoldgica das
fezes, considerando o numero total de lotes avajagkbndo expressos em porcentagem.

Para a comparacdo entre os resultados do escoréesde macroscopica e
histopatolédgica de coccidiose, foi utilizado o ¢éedé Wilcoxon com nivel de significAncias
0,05. Lotes que apresentaram lesfes extra intess@r@ccidiose foram testados pelo teste de
Qui-quadrado a um nivel de significancia de 5% pdeatificar a relacdo entre os lotes.

A comparacédo entre os diferentes métodos de didgndde coccidiose (escore de
lesdo macroscopico, histopatologia e parasitolog@aam submetidos ao teste de
concordancia deKappa CohenO valor do coeficiente de concordanciakBppavaria de 0
até 1, sendo que quanto mais proximo de 1 for atar maior € o indicativo de que existe
concordancia entre as avaliacbes. Sendo assinresadmtre 0 e 0,2 indicam concordancia
fraca; entre 0,21 e 0,4 indicam concordancia razp&ntre 0,41 e 0,6 indicam concordancia
moderada; entre 0,61 e 0,8 indicam forte concord&nentre 0,81 e 1 indicam concordancia
quase perfeita. Aléem disso, se os valores encadrimiem zero ou negativos, a concordancia
encontrada foi menor que a esperada pelo acaso.

Foram construidos dois modelos individuais de aedstatistica para testar a hipétese
de associacdo entre resultados positivos paradioseie informacdes especificas dos lotes.
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Utilizou-se uma abordagem de regressdo logistica wéndicional. As variaveis
independentes submetidas a analise univariadazamilo o status lote positivo para
coccidiose (0 = negativo; 1 = positivo) como vaelddependente, foram: presenca de animais
ou veiculos no patio, portdes de acesso fechadwiria contendo escritorio e banheiro,
aberturas teladas, lonas integras, controle deoregdinsetos e visitantes, preenchimento
correto da ficha de acompanhamento do lote, outvedade econdmica na propriedade,
utilizacdo de calcado especifico para entrada aajarorigem da agua utilizada na granja,
uso de cloro na agua, historico de doencas, lotiesiares doentes, lotes apresentando sinais
clinicos de diarreia, aumento de mortalidade owniésmidade, tipo de tratamento de cama
utilizado no intervalo de lotes, lavagem e desigdiecno intervalo de lotes, limpeza de silo e
composteira, presenca de cascudinhos e de fezegdi@res na granja, tipo de comedouros e
bebedouros, avalicédo visual da cama e do manejordposteira.

Para testar as variaveis independentes, utilizautsste de qui-quadrado, onde todas
as variaveis independentes com p <0,20 na andlisariada foram consideradas para andlise
multivariada. Os dados gerados eram analisado®ftwase estatistico Sigma Plot, versao
12.0.

As variaveis paramétricas como idade, densidadalajamento, tamanho de aviario
(m?3), altura de cama (cm) e numero de pessoagafedliavam no aviario foram expressas de

forma descritiva e em porcentagem.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Levantamento dos dados epidemiolégicos

A coleta 1 foi realizada em frangos de corte coadéentre 21 e 28 dias. 24,5 dias)
apresentando 82,14% (23/28) dos lotes positivos paccidiose. Na coleta 2 as aves
apresentavam idade entre 35 e 42 das38 dias) sendo que 100% (28/28) dos lotes foram
positivos pard&imeriasp.

A producdo das aves era basicamente familiar, sepu@o uma a duas pessoas
trabalhavam nos aviariosx:(1,4 pessoas). As granjas apresentavam geralruemtanico
aviario, sendo que somente uma granja apresentagaadiarios € uma granja com quatro
aviarios. Todas as granjas apresentavam sistem&ed#lacdo positiva, haviam sido
construidas entre os anos de 1982 e 2018 e, afmeaentamanho entre 480 m2 e 1200 m?
(x: 984 m?2).
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O periodo de vazio sanitario no intervalo entredotariou de trés até 90 dias 26,5
dias) e, a cama do aviario era utilizada para wmeo lotes £: 1,8 lotes). Todos os lotes
eram mistos (machos e fémeas), com densidade p@enelto que variou de 6,66 a 15,83
aves/m?2 £: 10,17 aves/m2). A mortalidade até o momento detad variou de 0,52% atée
10,8% f: 2,52%), ja na coleta 2 variou de 0,74% a 13,89%3(36%). Entre a coleta 1 e 2
foi observada uma reducgéo na altura de cama, spredpa coleta 1 a cama apresentava altura
entre 5cm e 18cmx( 9,53cm) e na coleta 2, entre 5cm e 14gn8(53cm).

Os resultados da analise estatistica para as e@wi@associadas a ocorréncia de
coccidiose e possiveis infeccdes bacterianas emgdsa de corte na coleta 1 estdo
representados na Tabela 1. Através da analise dgeessfio logistica univariada e
multivariada, foi observado que n&o houve diferesggnificativa entre as variaveis
(p>0,050).

Tabela 1 - Resultados das analises univariada @vamdda na determinacdo de variaveis

associadas a coccidiose em frangos de corte n@dole

i Univariada Multivariada
Variavel
Valor de p OR (95% CI) Valor dep OR (95% CI)

Desuniformidade 0,12 0,18 (0,02 - 1.43) 0,28 -
Historico de doencas 0,20 0,22 (0,02 - 1,95) 0,39 -
Higienizacdo de intervalo

entre lotes 0,14 0 0,99 -
Manejo de intervalo entre

lotes 0,28 - - -
Limpeza de silo 0,55 - - -
Limpeza de composteira 0,29 - - -
Presenca de cascudinhos 0,45 - - -
Tipo de bebedouro 0,14 0 0,99 -
Tipo de tratamento de cama 0,78 - - -
Qualidade de cama 0,75 - - -
Manejo de composteira 0,31 - - -

OR: Razéo de Chanc®dds Ratig; Cl: Intervalo de Confianca.

Na coleta 2, 100% dos lotes avaliados foram pastpara coccidiose. Dessa forma,
ndo foi possivel determinar quais variaveis poder@ nao influenciar na ocorréncia de

coccidiose.
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4.3.2 Exame parasitologico par&imeria sp.

Na tabela 2 estdo representadas as espéciBmugia identificadas em cada lote,

individuais ou combinadas. N&o foi encontr&dgraecoxhas amostras analisadas.

Tabela 2 - Espécies @d@meriaidentificadas através da avaliacdo morfolégica efonwetrica
dos oocistos em amostras de conteudo intestireha de aviario de lotes de frangos de corte
na coleta 1 (21 a 28 dias de idade) e coleta 2 @5dias de idade).

) Coleta 1 Coleta 2
Espécie
Fezes Cama Fezes Cama

E. acervulina 7,14%(2) 0 0 0

E. maxima 0 3,57%(1) 0 0

E. tenella 0 0 3,57%(1) 0

E. acervulina + E. maxima 21,42% (6) 7,14%(2) 0 7,14%(2)
E. acervulina + E. tenella 10,71% (3) 3,57%(1) 21,42%(6) 3,57%(1)
E. maxima + E. tenella 0 14,28%(4) 3,57%(1) 10,71%(3)
E. tenella + E. brunetti 0 0 3,57%(1) 0

E. acervulina + E. maxima +E. tenella 14,28%(4) 46,42%(13) 39,28%(11) 67,85%(19)
E. acervulina + E. tenella +E. brunetti 3,57%(1) 0 0 0

E. maxima + E. tenella + E. mitis 0 0 7,14%(2) 0

E. acervulina + E. maxima +E. tenella + E. mitis 14,28%(4) 7,14%(2) 14,28%(4) 7,14%(2)

E. acervulina + E. maxima +E. tenella + |

0, 0,
bruneti 0 3,57%(1) 7,14%(2) 0
E. acervullna + E. maxima +E. tenella + E. mi 3,57%(1) 0 0 0
+ E. necatrix
E. acervulina + E. maxima +E. tenella + E. mi o
+ E. brunetti 7,14%(2) 0 0 0
Negativo 17,85%(5) 14,28%(4) 0 3,57%(1)
Total 28 28 28 28

4.3.3 Caracterizagdo macroscopica, histopatologi@microbioldgica

As lesBes macroscopicas e histopatologicas ingestgraduadas em escore de lesdo
estdo estratificadas em coleta 1 e 2 e, os ressltadcontrados estdo descritos na Tabela 3.
Na Figura 1A-F estao representadas as lesdes daeliose mais frequentemente observadas
na avaliacdo macroscopica. Na Figura 2A-F estaceseptadas as diferentes espécies de

Eimeriaobservadas na histopatologia em diferentes sedgegestino.
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Tabela 3 - Escore de lesdo macroscopica e hisiogata de coccidiose em frangos de corte,
obtidos na coleta 1 (21 e 28 dias de idade) e ledac? (35 e 42 dias de idade) (n: 280).

LesBGes macroscopicas

LesOes histopatologicas

(@) [@)
c o c o
3 2 5 9 g I5 s S o g S
© o oy \Q @ Q o oy \Q @ Q
O A = = © O E 2 = O S
o B286% 74.20% 100% 79,29% 94,20% 74,20% 70,71% 92,14% 89,20% 99,29%
(116)a (104)a (140)a (111)a (132)a| (104)b (99)a (129)b (125)b (139)a
14,20% 21,43% 1571% ., 17,86% 21,43% 7,14% ., 0,71%
Gl "Goya  (30)a 0% T, 5% (N To5a T @oa (1o 2P P gy,
—
S o, 143% 357% o 420% | 7.14% 143% 071% 071%
8 (2)a (5)a (6)a (10)b (2)a Da Da
143% 0.71% 071% 0,71% | 0,71% ., 4,29%
G @a wa % @ma @a| wa 02 0 gy O
1,43% 0,71%
G4 0 0 0 0 0 0 a0 a0
o 9357% T7857% 9714% 7143% 94,20%| 65% 60,71% 98,57% 50,20% 97,14%
(131)a (110)a (136)a (100)a (132)a| (@1)b (85)b (138)a (83)b (136)a
oL 429% 2071% 286% 2071% 571% | 30% 2571% 143% 1071% 2,14%
©a (29 (@da (29a (@®a | @2b (3B)a (a (15 (3a
(qV]
o 214% 0.71% 4,29% 214%  6.43%
o ' ' ' ' ' 0
: ez “gnt Yha o a0 Ga om0 S%(Ma 0
3,57% 2,.86% 7,14% 20%  0,71%
Gs 0 0 0 G@a 9 @a @p 2 @28 (a
G4 0 0 0 0 0 0 0 0  5%Ta O

Letras minusculas diferentes na mesma linha e actonrespondente indicam diferenca significatiya @,05)
entre a avaliagdo do escore de lesdo macroscopistopatoldgica através do Teste de Wilcoxon.
Duodeno:E. acervulina, E. mitig E. praecoxJejuno:E. maximajleo: E. necatrix,Ceco:E. tenella;Cdlon: E.

brunetti

Além das lesdes intestinais observou-se na caviceldenatica exsudacao fibrinosa e

deposicdo de caseo na superficie das viscerasos saceos (Figura 3A) (15/280). As

alteracdes em figado e baco foram as mais comurobstgvadas. Focos esbranquicados de
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até 2 mm de didmetro (Figura 3B) foram encontrastiladamente ou associados a exsudacao
fibrinosa na superficie hepatica e esplénica. Esta auxilio do exame histopatolégico
revelaram hepatite (27/280), peri-hepatite (10/280ksplenite (11/280) fibrinonecrética
heterofilica multifocal variando de discreta a doada, por vezes contendo agregados de
bactérias intralesionais.

Foram observados ainda, espessamento e opacidadsados aéreos e do saco
pericardico, revelando na histopatologia aerosgadil6/280) e pericardite (11/280) fibrino-
heterdfilicas difusas discretas. Dentre as avesaguesentaram lesGes hepaticas e esplénicas,
foi observado que 21/280 apresentavam lesdes delmse em duodeno, jejuno e ceco.

Quanto ao cultivo microbiolégico, foi possivel @olEscherichia coli(3/32) e
Staphylococcusoagulase negativa (2/32). Dentre as aves quaseapisgam crescimento de
E. coli, duas apresentavam quadro de sepse, caracterizadeenpssaculite, peri-hepatite,
pericardite e esplenite fibrinoheterofilicas e apeesentava peri-hepatite fibrino-heterofilica.
As aves em que houve crescimento Staphylococcusoagulase negativa apresentaram
hepatite fibrino-heterofilica e peri-hepatite eipardite linfoplasmocitaria.

A partir do suabe de arrasto da canpmel de fezes néo foi possivel isoBalmonella
em nenhum lote avaliado.

Na tabela 4 estdo representados os lotes que ataese lesbes extraintestinais na
coleta 1. Nao houve diferenga significativa entselates que apresentaram coccidiose e
lesdes extra intestinais (p>0,05) pelo teste deqQadrado. Na coleta 2 todos os lotes foram

positivos para coccidiose, impossibilitando a aeddistatistica.

Tabela 4 - Lotes de frangos de corte que apresenteoccidiose e lesdes extraintestinais na

coleta 1.
Coccidiose
L_esoe_s . Presenca Auséncia Total
extraintestinais
Presenca 20a 3a 23
Auséncia 3a 2a 5
Total 23 5 28

Letras mindsculas iguais na mesma linha indicam i@ houve diferenca significativa> 0,05) através do
Teste Qui-quadrado.
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Figura 1 - LesBes macroscOpicas de coccidiose angdis de corteA: Duodeno: estrias esbranquicadas
transversais na mucosa (seta), até cinco lesGesnpbiE. acervulinagrau 1).B: Duodeno: mais que cinco
estrias por cm2H. acervulinagrau 2).C: Jejuno: petéquias (seta) multifocais moderadasenasa [E. maxima
grau 1).D: ileo: petéquias multifocais moderadas na mucosangéeddo intestinal com coagulos (setd) (
necatrix grau 1).E: Ceco: petéquias (seta) multifocais discretas naosa E. tenellagrau 1).F: Ceco:
conteudo sanguinolento entremeado a coagulos @aiap moderadoH. tenellagrau 3).

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Figura 2 - Lesdes histolégicas de coccidiose engfra de corteA: Duodeno: discreta quantidade de estruturas
parasitarias contendo esquizontes (seta) na camagmaficial da mucosaE(meria sp. grau 1)B: Duodeno:
grande quantidade de estruturas parasitarias cmteacrogametocitos (seta) na camada superficielutasa
(Eimeria sp. grau 3)C: Jejuno: discreta quantidade de esquizontes (calesata) e macrogametocitos (seta)
na camada superficial da muco&angeriasp. grau 1)D: ileo: discreta quantidade de macrogametdcitosseta
na camada superficial da muco&sinferia sp. grau 1)E: Ceco: moderada quantidade de oocistos imaturos
(cabeca de seta) e macrogametocitos (s&ia)efia sp. grau 1)F: Ceco: grande quantidade de esquizontes
(cabeca de seta) e macrogametocitos (setajefiasp. grau 3). (HE, 400x).
. -~ - - , : .

B P @

1 et ‘ (“v.-\c\

-
A, 0y

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Figura 3- LesBes extra intestinais em frangos de corte coatidiose. A: Cavidade celomatica: grande
guantidade de material caseoso amarelado depostaitte as visceras (set®. Figado: mdltiplos pontos
esbranquicados de até 2mm (seta) distribuidosoplord parénquima hepatico.

T 7

4.3.4 Comparacdo entre macroscopia, histopatologe parasitologia para o diagnostico
de coccidiose

A Tabela 5 representa a porcentagem de lotes amsjiara coccidiose de acordo com
os trés métodos de diagndstico, sendo escore d&o lesacroscopico, avaliacao
histopatolégica e identificacdo dos oocistos asala&avaliacdo microscopica de morfometria
e morfologia nas fezes.

Tabela 5 - Comparacdo entre macroscopia, histaqgasok parasitologia para o diagnoéstico
deEimerianas coletas 1 e 2 de frangos de corte em 28 lotes.

Macroscopia Histopatologia Parasitologia

Segmento intestinal Coletas

1 2 1 2 1 2
Duodeno* 46,4% (13) 32,1% (9) | 64,2% (18) 78,5% (22)| 82,1% (23) 89,2% (25)
Jejuno 67,8% (19) 60,7% (17) | 64,2% (18) 82,1% (23)| 60,7% (17) 71,4% (20)
ileo 0 10,7% (3) 25% (7) 7.1% (2) | 3,5% (1) 0
Ceco 64,2% (18) 71,4% (20) | 35,7% (10) 89,2% (25)| 53,5% (15) 100% (28)
Célon 10,7% (3)  17,8% (5) 35% (1)  14,2% (4) | 10,7% (3) 10,7% (3)

*E. acervulina e E.mitiforam incluidas ao duodeno.

Os resultados do teste de concordan€appa entre os diferentes métodos de

diagnostico de coccidiose estdo descritos na Tébela
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Tabela 6 - Andlise de concordancia #&ppa entre macroscopia, histopatologia e
parasitologia d&imeriaem frangos de corte nas coletas 1 e 2 em 28 lotes.

Histopatologia / Macroscopia / Macroscopia /
. ) Parasitologia Histopatologia Parasitologia
Segmento intestinal Coletas

1 2 1 2 1 2
Duodeno 0,56 0,35 0,37 0,23 0,18 0,11
Jejuno 0,62 0,11 -0,19 -0,16 -0,24 0,45

ileo 0,2 o* 0* -0,09* 0* 0*

Ceco 0,23 0** 0,08 0,25 0,2 0**
Célon -0,06* -0,14* -0,06* -0,19* -0,12* 0,13

* Nenhum lote positivo em ambos os testes; **Nenhoit® negativo em ambos os testes.

4.4 DISCUSSAO

Foi observado que na coleta 1, 82,14% dos lotemnfgoositivos para coccidiose,
principalmente, devido a infeccdo p&. acervulinaque foi encontrada em 23 lotes.
Tipicamente E. acervulinaé a espécie mais encontrada nos lotes, chegangol®@%6 dos
casos (HAUG, et al., 2008). Em estudo prévio nadsstle Santa Catarina, 63,3% dos lotes
apresentavam oocistos desta espécie nas fezedasotle aviarios (MORAES, et al., 2015).

Ja na coleta 2, os lotes apresentavam idade médid8ddias, onde se observou
positividade de 100%, sendo gdetenellafoi a Unica espécie encontrada em todos os lotes.
A ocorréncia déc. tenellae tipica em aves com idade entre 35 e 42 dias, siwlebservadas
lesGes no ceco e nessa fase que ocorre a maioaciilme de oocistos nas fezes (COSTA,;
AVILA, 1996).

Essa espécie possui periodo pré-patente (PPP),nmmiorisso as lesfes e sinais
clinicos sédo observados mais tardiamente no Ia#e D et al., 2007). Além disso, acredita-
se que fatores imunossupressores como micotoxinfescdes virais, nutricdo e estresse,
podem contribuir para a infeccdo por coccideos.eExgentalmente, foi observado que a
imunossupressdo causada pela administracdo de esama em aves naturalmente
desafiadas aos 35 dias de idade, causou sinaisoslia lestes dE. tenella(GALHA et al.,
2010).

A infecgéo mista foi encontrada em ambas as colséaslo que na coleta 1 observou-
se quekE. acervulinae E. maximaforam as mais encontradas. Ja na coleta 2, a cagémn
entreE. acervulina, E. maxima E. tenellafoi prevalente. Haug et al. (2008) encontraram
cerca de 80% dos lotes apresentando infec¢dessnadsta 32 dias de idade média, onde a

combinagao mais frequente foi @oracervulinae E. maximaseguida pela combinacao entre
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E. acervulina, E. maxima& E. tenella.Toledo et al. (2011) observaram 63,1% dos lotes
infectados porEimeria, sendo todos apresentaram a combinacdo dntrenaxima, E.
acervulina, E. mitie E. tenella Porém, a combinacédo entte acervulina, E. maxima E.
tenellg tende a ser a mais comum nos lotes de frangosode (SANTOS et al., 2003;
LUCHESE et al., 2007).

Na cama do aviario, em ambas as coletas foi pdsgigervar que a combinacao entre
E. acervulina, E. maxima E. tenellafoi a mais encontrada, muito similar ao observaao n
avaliacdo do conteudo intestinBlorém, a avaliagdo da cama de aviario nao foi figaze
visto que a frequéncia de lotes positivos para idase foi inferior ao observado na
avaliacdo do conteudo intestinal.

O pico de eliminacdo de oocistos nha cama ocorreimpmaos 28 dias de idade das
aves (COSTA: AVILA, 2003). No presente trabalhd, dbservado um aumento no nimero
de camas positivas paameriana coleta 2. Além disso, todos os lotes foram paositpara
coccidiose através da analise do conteddo intéstias aves na coleta 2, onde as aves
apresentavam idade entre 35 e 42 dias de idadmnmieatos fermentativos da cama auxiliam
na reducédo da quantidade de oocistos infectantesmp as granjas avaliadas nao realizavam
tratamento ou a aplicacdo de cal virgem durantgesvalo de lote (COSTA; AVILA, 2003;
ASSIS et al., 2013).

A reutilizacdo da cama de aviario pode trazer heiost Os pintinhos ao entrarem em
contato com a cama, sdo expostos aos oocistoseskernges, oriundos dos lotes anteriores.
Dessa forma, ha um estimulo para o desenvolvimdatimunidade e consequentemente
menor chance de desenvolvimento da forma clinicdagmca ou apresentando uma forma
branda de coccidiose (FIORENTIN, 2006). Foi obsdovgue as lesbes macroscopicas e
histopatoldgicas, foram predominantemente classiis como grau 1 em ambas as coletas,
sugerindo uma infeccdo branda, a qual pode ed@iorado com o desenvolvimento da
imunidade das aves ao entrarem em contato com damaario reutilizada.

Porém, na coleta E. tenellaapresentou grau 3 mais frequentemente, demonstrando
sua capacidade de causar lesdes mais severas (Z@LP4D, 2007). Essa espécie €
considerada a mais patogénica, podendo causarsleg@es no intestino das aves.
Experimentalmente foi observado daetenellaexibiu maior nimero de aves com escore de
lesédo entre dois e quatro (CONWAY et al., 1993)pdwet al. (2007) observaram que as
lesbes causadas pd@. tenella foram acentuadas, enquank maximacausou lesbes

moderadas E. acervulindesdes discretas.
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Através do escore de lesdo, ja foi observado qu@@8las granjas foram positivas
para E. tenella, porém, na analise morfolégica dos oocistos, 100%melpositivas
(CARVALHO et al.,2011; TOLEDO et al.,2011). Giorkéeal. (2009) encontraram 61% lotes
positivos parak. tenellaatravés da técnica de PCR, sendo essa espéciguadaemais
prevalente. Apesar d&. tenella produzir lesbes facilmente identificaveis na nesi@p
utilizar somente um exame para seu diagnoéstico mmtar resultados falsos negativos,
mascarando a condi¢céo da infeccéo.

Quando se compara o escore de lesdo macroscopita evaliacdo histopatoldgica,
observa-se que houve diferencga significativa, pomacroscopia utilizada isoladamente n&o
reflete a condicdo real da infeccdo pBmeria (IDRIS et al.,, 1997). A avaliacdo
macroscopica descrita por Johnson e Reid (197f)iZzada até os dias atuais, porém, graus
de lesdo menores ou espécies Eieeria que produzem lesbes brandas, apresentam
diagndstico incerto quando ndo h4 associacéo dasadcnicas.

O exame histopatolégico apresentou diferenca sigifa e revelou aumento de
28,5% no numero de aves que apresentavam lesdesomparacdo ao escore de lesao
macroscopico. Dessa forma, o0 uso da histopatologstrou-se capaz de identificar casos de
coccidiose negligenciados pelo escore de lesdoosapico (IDRIS et al., 1997). Além
disso, Goodwin et al. (1998) observaram que a ag@d histopatologica foi superior ao
escore de contagem de oocistos e do escore de meadmscopica. Porém, o uso da
histopatologia ainda é muito restrito a pesquisidizada para diferenciar fases do ciclo de
Eimeriasp. (KAWAZOE et al., 2009).

Eimeria acervulina apresenta lesdes facilmente identificadas na meampas
(JONSON e REID, 1970), porém, as lesde& dmaximaapresentam-se de forma discreta no
jejuno, tornando-se dificil o seu diagndstico (ZW@_Bt al., 2007). Fato que foi observado na
coleta 2, onde a avaliacdo histopatologica demmmsiumento significativo do numero de
aves com lesdes histoldgicas em jejuno em compaE@ga o escore de lesdo macroscopico.

Eimeria necatrixfoi observada em um lote na coleta 1. Tipicamesdea espécie se
apresenta em aves de ciclo longo, como matrizegnpgua ocorréncia ja foi relatada em
frangos de corte (KAWAZOE; FIGUEIREDO, 1990). Asdes sdo observadas no ileo,
caracterizadas por conteudo intestinal repletospogue e muco (MCDOUGALD, 2003). A
observacéo dos oocistos Benecatrixna coleta 1 e as lesbes na coleta 2, demonstram que
diagnéstico ndo pode ser realizado, baseado enaspem método. Durante a avaliacdo dos
oocistos ndo € descartada a hipotese de que @rva ihgerido oocistos e ainda néo tenha

desenvolvido lesdes. Ja o escore de lesdo demortaie ja existia infec¢cdo no intestino.
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Dessa forma, a associacdo de diferentes formasageddtico complementares auxilia na
deteccao de lotes positivos (CHAPMAN, 2014).

Oocistos deE. mitis foram observados no conteudo intestinal de 12 .lola<.
praecoxnao foi identificada em nenhuma amostra. Espéaesideradas menos patogénicas,
sdo menos comumente relacionadas a casos clipioo&sn, podem aumentar a conversao
alimentar e reduzir o ganho de peso diario das AWELIAMS, 1998). Além disso, sua
observacado no intestino é dificultada pelo fatacaasarem lesées macroscopicas discretas e
se localizarem no duodeno, confundindo-se com ac@do por E. acervulina
(MCDOUGALD, 2003).

Eimeria brunettifoi detectada no conteudo intestinal em oito l@esn lote na cama
de aviario. Na avaliagdo macroscoépica as princigikésacoes sdo petéquias na mucosa e, na
avaliacao histopatologica sdo observados gameséeitmcistos imaturos superficialmente na
mucosa do célon, semelhante ao presente estudo TMEATLO et al., 2000). A ocorréncia de
E. brunettiparece ser mais comum em aves de ciclo de vida]asgim comde. necatrix
porém ja relatada em frangos de corte (CHAPMANA42010RAES et al., 2015).

A avaliacdo morfométrica e morfoloégica demonstreu eficaz na identificacdo dos
oocistos deEimeria sendo identificadas seis espécies. A avaliag&oodoistos foi proposta
por Long e Reid, (1972) e foi utilizada durante tmslianos como a unica forma de avaliagéo
dos oocistos. Quando comparada ao PCR, observqueses resultados sédo similares, e as
discrepancias estédo relacionadas a pequenas g#ésrele tamanho entre oocistos, porém
dentro da faixa relatada para cada espécie (HAWHE,2008).

A concordancia entre os testes diagndsticos demeonser baixa. Na coleta 1, a
concordancia entre parasitologia e histopatologigejuno foi forte, ja no duodeno houve
concordancia moderada e no ceco, razoavel. Naacdletno duodeno observou-se
concordancia razoavel, porém em jejuno foi frace €eco, onde ndo houve lotes negativos
em ambos os testes, a concordancia foi inexistélatee colén apresentaram concordancia
fraca ou inexistente em ambas as coletas e a maelas ndo apresentou lotes positivos em
ambos os testes.

Na avaliacdo entre macroscopia e histopatologialieervada concordancia razoavel
no ceco na coleta 2 e no duodeno em ambas as soletademais foram fracas ou
inexistentes. Na macroscopia e parasitologia deste® jejuno que apresentou concordancia
moderada na coleta 2, ja os demais segmentos ekiintt apresentaram fraca ou inexistente

concordancia entre as avaliacdes.
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Alguns lotes apresentaram todos os segmentosiitaisshegativos ou todos positivos
e isso pode ter prejudicado o resultado da avalidodeste Kappa, uma vez que esse teste se
baseia no numero de lotes concordantes, mais gneeige, no numero de lotes cujo
resultado é o mesmo entre as avaliacdes realiZ&iagA; PERREIRA 1998). Na coleta 2
todos os lotes foram positivos pdtatenellalocalizado no ceco, dessa forma a andlise de
concordancia foi afetada.

N&o foram encontrados lotes positivos gaaimonellanas granjas avaliadas. Porém,
aves que estdo infectadas c&mmeria primariamente, tem maior chance de desenvolverem
infecdo por Salmonella (KOINARSK et al.,, 2005). No entanto, o escore dsate
macroscopico e histopatolégico demonstrou predamemaente grau 1. Isso pode ter
contribuido para que ndo houvesse a infeccaoSptmonellanas aves, visto que o dano
causado ao epitélio intestinal nesse caso € diserekperimentalmente evidenciou-se que a
infeccdo porEimeria nos primeiros dias de vida resulta em resisténci@l@nizacdo por
SalmonellgTELLEZ et al., 1994; VOLKOVA et al., 2011).

No Brasil os resultados corSalmonellasdo variaveis, porém apresentam baixos
indices de positividade ou até mesmo negativid&eiagnani et al. (2012) obtiveram
resultados negativos em dez lotes amostrados gacpuisa dé&Salmonellasp. em suabe de
cloaca, suabe de arrastpaol de fragmentos de 6rgaos e, isso demonstrou guedisias de
biosseguridade das granjas, importante barreiratrecodiversos patdégenos, inclusive
Salmonella,foram aplicadas e conferem seguranca a producamlavEm outro estudo,
Gambiragi et al. (2003) avaliaram a presenc&alenonellasp. em pintos de um dia de vida e
observaram que nenhuma das 300 amostras apreseesgimento da bactéria, atribuido as
boas condi¢des higiénico-sanitarias do incubat@dono estado do Mato Grosso do Sul foi
observada ocorréncia de 11,28%S#monellasp. em suabe de arrasto de cama de aviario de
frangos de corte, possivelmente devido a intensdugéo avicola na regido onde alguns lotes
podem se infectar mesmo com as rigorosas medidaiesieguridade (BONI et al., 2011).

No presente estudo observou-se aves com infecgdaerianas, no entanto sem
correlacéo direta com a coccidiose. Macdonald.€Rall7) observaram que a infeccéo por
tenella em frangos de corte teve associacdo com o aumamtomumero de bactérias
pertencentes a ordem EnterobacteriacBseherichia coli, E. fergusonii, Shigella flexneei
diminuicdo de Bacilos e Lactobacildsattobacillus reuterie L.pontig, reforcando o efeito
gue causa sobre o microbioma cecal e sua impoat&rwno fator associado a disbiose

intestinal.
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4.5 CONCLUSAO

Observou-se que a ocorréncia de coccidiose nos &Maliados foi alta, acometendo
100% dos lotes na fase final da produ¢gotenellafoi a Unica espécie encontrada em todos
os lotes na segunda coleta, porém, na primeirdgaddlexcervulinafoi a espécie mais comum.

A ocorréncia de infeccdo mista também foi observeglaesentada pela combinacéo
entreE. acervulina, E. maximaE. tenellaque foi a mais frequente. Através da identificacao
dos oocistos pela avaliagdo morfométrica e morfoddépi possivel identificar seis espécies
de Eimeria porém, a cama de aviario ndo demonstrou ser umitdicador para a avaliagéo
da coccidiose.

As lesbes mais frequentes foram classificadas cgmau 1 para a avaliagcao
histopatolédgica e escore de lesdo na coleta 1ppdoé observado que na coleta 2, as lesdes
causadas pdt. tenellaforam acentuadas e classificadas como grau 3.

A avaliacdo histopatolégica demonstrou-se maiseffiara a avaliagcdo de coccidiose
em frangos de corte, assim, foi possivel identificeior nUmero de aves infectadas em
relacdo ao escore de lesdo macroscopico.

N&o foram encontrados lotes positivos p8emonella.Houve infeccdo bacteriana
causando lesdes extraintestinais como peritoretesaaculite, hepatite e peri-hepatite, porém

nao foi observada relacdo com lotes positivos pacaidiose.
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5 AVALIACAO DA COCCIDIOSE EM FRANGOS DE CORTE E SUA POSSIVEL
ASSOCIACAO COM ENTERITE NECROTICA SUBCLINICA

EVALUATION OF COCCIDIOSIS IN BROILERS AND POSSIBLE
ASSOCIATION WITH SUBCLINICAL NECROTIC ENTERITIS

RESUMO

A coccidiose é uma das principais doencas enténaasaves, causando baixo desempenho,
aumento da conversao alimentar e da mortalidaée) dle gerar dano intestinal que pode
predispor a infec¢des bacterianas secundariasti@hjese avaliar a ocorréncia da coccidiose
em frangos de corte associada ao desenvolvimentnidgite necrética subclinica. Foram
avaliados 32 lotes, sendo 8 aves de cada lotelizawmtdo 256 amostras. As lesdes
macroscopicas receberam escore para coccidioseemecrética. Fragmentos intestinais
foram coletados para os exames histopatoldgictiyownaerobico seletivo pa@ostridium
perfringens seguido de PCR e identificacdo do gene NetB quss deEimeriasp. por PCR

do conteudo intestinal. Foram encontrados 93,73¥%323 de lotes positivos para coccidiose.
As lesdes macroscopicas de coccidiose encontrastamfE. acervulinagrau 1 27,03%
(70/256); grau 2 7,03% (18/256) e grau 3 1,56%5@)ZE. maximagrau 1 8,98% (23/256) e
grau 2 0,39% (1/256E. tenellagrau 1 9,76% (25/256[. brunettigrau 1 0,78% (2/256). Na
avaliacdo histopatologica foram encontradas no elwdjrau 1 em 38,2% (98/256); grau 2
8,9% (23/256) e grau 3 7,0% (18/256); jejuno graem 21,4%(55/256); grau 2 5,4%
(14/256) e grau 3 10,5% (27/256); ileo grau 1 ed¥b(13/256); grau 2 0,7% (2/256) e grau
3:1,1% (3/256); ceco grau 1 em 9,3% (24/256); @ra.b% (4/256) e grau 3 5% (13/256). Na
PCR paré&imeriasp. 34,37% (11/32) dos lotes foram positivos, e€2id87% (7/32) parg.
tenellg 18,75% (6/32F. maximae 3,12% (1/32E. acervulina As lesbes macroscopicas de
enterite necrética foram classificadas como graen® 50% (128/256); grau 1 16,02%
(41/256); grau 2 23,05% (59/256) e grau 3 10,9384265), sendo que na histopatologia
foram observadas somente hemorragia em mucosaneisaba, além dEimeriasp. Quanto

a pesquisa d€. perfringensTipo A, 8,2% (21/256) das amostras foram positiga®das
negativas para o gene NetB. Portanto, lesdes nugioas observadas nao caracterizaram
enterite necrotica, fundamentada pela histopataleghuséncia do gene NetB. Porém, houve
alta infeccdo polEimeria sp. nos lotes, sugerindo que essas lesfGes atipassam ser
causadas pela coccidiose.

Palavras-chave:Eimeria; Clostridium perfringengene NetB; doenca intestinal.
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ABSTRACT

Coccidiosis is an important enteric disease inléersithat can lead to intestinal damage and
predispose to secondary bacterial infections, ogusicreased feed conversion and mortality.
The aim of this study was to evaluate the occuga@iaoccidiosis in broilers associated with
the development of subclinical necrotic enterilibirty-two flocks, eight broilers from each
flock were evaluated, totaling 256 samples. Maaypsxlesions were graduate for coccidiosis
and necrotic enteritis. Intestinal fragments weskected for histopathological examinations,
selective anaerobic culture fGtostridium perfringensfollowed by PCR and identification of
the NetB gene anBimeriasp. intestinal content was investigated by PCRitRe flocks for
coccidioses were in 93,75%. (30/32). The macrosclgsions of coccidiosis found wele:
acervulinagrade 1 27.03% (70/256); grade 2 7.03% (18/256)caade 3 1.56% (4/256I.
maximagrade 1 8.98% (23/256) and grade 2 0.39% (1/2B6)tenellagrade 1 9.76%
(25/256);E. brunettigrade 1 0.78% (2/256). In the histopathologicalleation, grade 1 was
found in the duodenum in 38.2% (98/256); grade92d(23/256) and grade 3 7.0% (18/256);
jejunum grade 1 in 21.4% (55/256); grade 2 5.4%/284) and grade 3 10.5% (27/256);
ileum grade 1 in 5.0% (13/256); grade 2 0.7% (2)26@&l grade 3 1.1% (3/256); cecum grade
1in 9.3% (24/256); grade 2 1.5% (4/256) and gra@éo (13/256). In the PCR fdimeria,
34.37% (11/32) of the lots were positive, 21.87%32J for E. tenella 18.75% (6/32) foE.
maximaand 3.12% (1/32) foE. acervulina Macroscopic lesions of necrotic enteritis were
classified as grade 0 in 50% (128/256); grade D2P6.(41/256); grade 2 23.05% (59/256)
and grade 3 10.93% (28/256), and in histopathologly hemorrhage in mucosa and
submucosa were observed, besi@l@seria sp. Regarding th€. perfringensType A test,
8.2% (21/256) of the samples were positive andnaljative for the NetB gene. The
observation of macroscopic lesions did not charaeenecrotic enteritis, based on
histopathology and negativity of the NetB gene. Ildoer, there was a high infection by
Eimeriasp. in the flocks, suggesting that these atypasabns were caused by coccidiosis.

Keywords: Eimeria; Clostridium perfringensgene NetB; intestinal disease.
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5.1 INTRODUCAO

A coccidiose € uma doenca causada por protozodvigenerdzimeria sendo que as
principais espécies causadoras da coccidiose mmdrale corte saokE. acervulina, E.
maxima, E. tenella, E. brunett. praecox E. necatrixe E. mitis (CHAPMAN, 2014). A
ocorréncia da coccidiose nos lotes de frangos de éaaleatdria, onde é comum se observar
infeccdes mistas (LEE et al., 2010). O local e asateristicas macroscopicas das lesdes
muitas vezes fornecem um indicativo da espécie leiokeo (LONG; JOYNER, 1984,
MORRIS et al., 2007). A doenca pode se apresergameneira clinica e subclinica,
provocando prejuizos econdmicos devido a quadroslideeia, perda de desempenho,
aumento da conversao alimentar, baixa producdovde e ainda pode causar mortalidade
(MEIRELES, 2009).

Eimeria acervulina, E. maximaE. tenellacausam lesdes tipicas no duodeno, jejuno e
ceco, respectivamente. Estas sdo as espéciesnguediér ocorréncia nos lotes de frangos de
corte e sdo as mais monitoradas (CHAPMAN, 2014gliggnostico da coccidiose baseia-se
na técnica de avaliacdo macroscopica do intestalassificacdo em escores de lesdo, descrita
por Johnson e Reid (1970), porém, ndo reflete aicaa real da infeccdo (IDRIS et al.,
1997).

A coccidiose possibilita a instalacdo de doencasratarias, onde o dano causado ao
epitélio intestinal por coccideos e as modificaghs funcbes gastrointestinais podem
predispor o aparecimento de clostridiose (GIL DESLOANTOS et al., 2008). Existe uma
resposta exacerbada da produgdo de muco quanddeo§oitos sdo atacados pelos coccideos
e isso facilitaria a adesao e multiplicacdo dedraat que conseguem utilizar o muco como
substrato para sua sobrevivéndidostridium perfringengossui atividade acidomucolitica
substancial e é a principal bactéria patogénicappge usufruir dessa alteracdo para sua
instalacdo (DEPLANCKE et al., 2002; COLLIER et 2008).

Clostridium perfringensé uma bactéria anaerdbia, Gram positiva e fornzader
esporos. E um habitante comensal do trato gaststinal das aves, mas também é
responsavel por causar a enterite necrética (EM)aausa lesdes intestinais em duodeno,
jejuno, ileo e cecos (COOPER et al., 2013). Na #oaguda da doenca, pode-se encontrar o
intestino delgado com parede friavel e repletoqutetddo avermelhado ou marrom escuro.
Conforme ocorre a progressao das lesoes, formgmesglomembranas diftéricas amareladas
sobre as areas de erosdo da mucosa, além de espessgransmural (SHOJADOST et al.,
2012).
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Quando as lesbes se tornam crbnicas, observaemsiimultifocais a coalescentes na
mucosa, recobertas por pseudomembranas (COOPER, é1043). A forma subclinica
apresenta pequenas erosfes na mucosa, medinda @nim, com hiperemia periférica e
com deposicdo de material amarelado friavel sober@sdes (GHOLAMIANDEHKORDI et
al., 2007). Estima-se que a EN possa causar pededasiem de até 33% nos plantéis avicolas
devido aos gastos com medicamentos, reducdo na ginipeso e aumento da conversao
alimentar (LOVLAND; KALDHUSDAL, 2001).

A descoberta de uma toxina, associada ao desemeit® da EN trouxe novos
desafios para seu diagnéstico. A toxina NetB pgsapel critico e essencial na capacidade de
isolados deC. perfringenscausarem a doenca nas aves (KEYBURN et al., 2B0B(TH,;
MARTIN, 2010).

O diagnostico deve ser baseado em varios critéAsslesdes macroscopicas e
histopatoldgicas sdo sugestivas, porém necessita-saracterizacdo do agente para descartar
outras doencas que causam lesdes similares coouridiose (BARNES, 2008; UZAL et al.,
2016; COLLIER et al., 2008). O isolamento @e perfringenstipo A do trato intestinal
também pode ser Gtil no diagndstico de EN, porésea &actéria pode estar presente em aves
saudaveis, ndo sendo suficiente para a conclus@mgeostico. Dessa forma, a deteccdo da
toxina produzida pelo gene NetB através da téatecaacao da polimerase em cadeia (PCR)
€ a melhor forma de diagndstico, associada aoseanmarios ja descritos (KEYBURN et
al., 2008; GHARAIBEH et al., 2010).

Objetivou-se com esse trabalho avaliar a ocorrédeiacoccidiose associada ao
desenvolvimento de EN subclinica, caracterizareadds encontradas e identificar o gene

NetB em amostras positivas p&aperfringensem frangos de corte naturalmente desafiados.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Colheita das amostras

Durante os meses de janeiro a junho de 2018, faraiiados 32 lotes de frangos de
corte da linhagem Cobb 500™, fémeas, com idade anddi 29 dias, oriundos de um
abatedouro no estado de Santa Catarina. As amestmas obtidas na linha de abate sendo
constituidas pelo conjunto de visceras de cadgdrde corte. Para cada lote foram avaliadas
oito aves, sendo quatro aves sem alteracbes mapioas intestinais visiveis na linha de

abate e outras quatro apresentando lesGes emnajdstalizando 256 amostras.
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5.2.2 Caracteriza¢cdo macroscopica e microscopicagliesodes intestinais

by

Os intestinos foram avaliados quanto a presencaledées caracteristicas de
coccidiose, que foram graduadas utilizando-se ado&igia adaptada de Johnson e Reid
(1970). Quanto a EN, a analise macroscopica destinbs foi classificada de acordo com o
escore de lesbes baseado no método de classifieatgggiado de Truscotte Al-Sheikhly
(1977), sendo Grau 0: auséncia de lesbes; Grawds &irculares, deprimidas, avermelhadas
com 1 a 2 mm de diametro, transmurais, podenda estabertas por material fibrilar,
irregular e amarelado, principalmente em jejuntee; iGrau 2: areas circulares, deprimidas,
avermelhadas a enegrecidas e ulceragbes com lpdcemico, de 2 a 5 mm de diametro
transmurais, recobertas por material fibrilar,guar e amarelado, principalmente em jejuno
e ileo; Grau 3: areas maiores que 5 mm avermelhadaarroxeadas transmurais com
deposicdo de material fibrilar, irregular e amatelaprincipalmente em jejuno e ileo,
predominantemente sobre placas de Peyer.

Fragmentos de intestino medindo aproximadamenta Bam fixados em formalina
tamponada a 10%, processados rotineiramente paogpaiologia e corados por hematoxilina
e eosina (HE). Para a avaliacdo da coccidioseagsentos de intestino das oito aves foram
divididos em duodeno, jejuno, ileo, ceco e colorpkidos em frascos separadamente. Ja
para a EN, um fragmento correspondente ao localed@®s macroscopicas foi colhido de
forma individual. Da mesma forma, das aves semagies macroscopicas, um fragmento de
jejuno foi colhido.

As alteracdes de coccidiose encontradas na hisloga receberam um escore de
lesdo, sendo: Grau 0: auséncia de alteracdes; Graliscreta quantidade de estruturas
parasitarias (esquizontes, micro e macrogametagistos) compativeis comimeria sp. na
camada superficial do topo e na regido medial emomde 10 vilosidades ou criptas; Grau 2:
moderada a grande quantidade de estruturas paessit@squizontes, micro e macrogametas
e 00cistos) compativeis caaimeriasp. na camada superficial do topo e na regidoaheni
menos de 10 vilosidades ou criptas; Grau 3. modeeagrande quantidade de estruturas
parasitarias (esquizontes, micro e macrogametagistos) compativeis comimeria sp. na
camada superficial do topo e na regido medial em del0 vilosidades ou criptas e, Grau 4:
80% ou mais das vilosidades ou criptas acometidaggtruturas parasitarias (esquizontes,
micro e macrogametas e oocistos) compativeisEomeriasp.
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Foi realizada a descri¢do de todas das alteragétedolgicas observadas nos cortes de
fragmentos intestinais, tanto dos intestinos qumiicham lesdes macroscopicas sugestivas de
EN, quanto dos intestinos sem lesdes. Foi atriboid&0 para os intestinos sem alteracdes
histolégicas. Nos cortes onde foi observado herg@yrasta foi graduada de 1 a 3, sendo
grau 1: hemorragia multifocal discreta a modergday 2. hemorragia multifocal acentuada e
grau 3: hemorragia difusa moderada a acentuada.

5.2.3 Exame parasitolégico par&imeria sp.

A pesquisa de oocistos d@meria sp. foi realizada através da colheita de conteudo
intestinal das aves durante a avaliacdo macrostopera a pesquisa de oocistos nas fezes,
foi utilizada a metodologia adaptada, descritaNoraes et al. (2015), que consistiu em uma
etapa de purificacdo e limpeza dos oocistos, sagiedextragcdo do DNA e PCR para as sete
espécies deimeria.

Um pool do conteudo intestinal das oito aves de cadafdoteoletado em frasco com
tampa de rosca e adicionou-se 50 mL de solugdoidenthto de potassio a 2,5% e
armazenadas em temperatura ambiente até a puidichs oocistos.

5.2.4 Purificagao, limpeza dos oocistos e extragde DNA

A purificacdo dos oocistos foi realizada confornesatito anteriormente (pagina 38).
Os oocistos mantidos na solucdo de dicromato désgiot passaram por limpeza,
adicionando-se agua destilada a amostra e cermnflog a 2.000g, descartando o
sobrenadante. Este processo foi repetido trés yerasa completa remocao do dicromato de
potassio. Os 3 mL restantes das amostras foramididg em dois microtubos de 2mL. Uma
aliquota (1,5mL) foi utilizada para a extracdo eowra recebeu 50 de solucdo de
dicromato de potassio a 10% e foi armazenada atemperatura de 5 a 7°C como amostra
reserva.

Na extracdo de DNA adicionou-se 1’h0de uma solucdo de SDS (Dodecil Sulfato de
Saodio) a 20% e homogeneizou-se por inversao. Emidse@ amostra foi centrifugada a
2.500g por 5 minutos para a retirada do SDS. Oesallante pipetado e adicionou-se ao
sedimento agua Milli-® até completar o volume final de 2mL. O conteGdotaao foi

novamente homogeneizado por inversdo, submetiden&ifagacdo (2.500g/5 min.) e o
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sobrenadante descartado com auxilio de uma mi@tpige 1mL. O procedimento para a
limpeza das amostras foi repetido por duas vezes.

Para a ruptura dos oocistos, o sedimento origimtrdprocedimento de limpeza foi
ressuspendido em 500 de tampéo de lise (10mM de Tris-HCI pH 8,0; 50rd&EDTA pH
8,0; 200mM de NaCl), adicionado de |&d,9e RNAse A (1Qg/uL) e 0,5g de esferas de vidro
de 210 a 300m de diametro (Sigma-Aldri€h. O microtubo foi homogeneizado em um
agitador tipo vortex, na velocidade maxima, poniifutos.

ApoOs a ruptura mecéanica dos oocistos, o tubo fleicemlo em um bloco seco a 37°C
durante 15 minutos para a agdo da RNAse, em sedpiidzentrifugado a 10.000g por 5
minutos e o sobrenadante transferido para um migoode 1,5mL. Em seguida, foram
adicionados 128 de uma solucdo de SDS a 20% euR,5le proteinase K (2@/uL) ao
microtubo de 1,5mL e este foi homogeneizado e iadaka 50°C em bloco seco durante 30
minutos, para a acéo da proteinase K.

Na proxima etapa, foram adicionados pl0@e fenol ao microtubo, homogeneizado e
centrifugado a 3.500g durante 5 minutos. A proténdesnaturada e separou-se o DNA que
permaneceu na fase superior da solucéo, estepietiapio e transferido a outro microtubo de
1,5mL, contendo 250 de fenol e 250L de cloroférmio. Essa solucdo foi homogeneizada e
centrifugada a 3.500g durante 5 minutos e a fapersu foi retirada e transferida a outro
microtubo de 1,5ml contendo 480 de cloroférmio. O conteddo foi novamente
homogeneizado e centrifugado a 3.500g durante %utosne a fase superior da solugéo
contendo o DNA foi retirada e colocada em outroratido de 1,5mL.

Para a precipitacdo do DNA foram acrescentadoslécdo originada da etapa
anterior, 50Ql de isopropanol (100%) gelado e 10@e acetato de sodio 3M (pH 5,5). A
solucéo foi homogeneizada e armazenada a -20°24ploras. No dia seguinte, a solucao foi
centrifugada a 10.000g por 15 minutos a uma teryperade 4°C, o sobrenadante foi
removido e descartado com auxilio de uma micropipket 1mL. Depois, foi adicionado ao
microtubo 1mL de etanol (70%) gelado e a solucéatubo foi homogeneizada por inverséo.
O tubo foi novamente centrifugado a 10.000g, derdniminutos a 4°C e o sobrenadante
removido com uma micropipeta de 1mL. O microtubic@docado em um bloco seco a 50 °C
por 15 minutos ou até o etanol evaporar totalmerds final, 4QL de agua Milli-§ estéril
foi adicionada ao tubo contendo o DNA precipitafl@urva de DNA foi medida com auxilio
do NanoDrop 200D (Thermo Scientific) e a amostra foi estocada &G2fara a posterior

utilizacdo na técnica da PCR.
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5.2.5 PCR paraEimeria sp.

Para identificar as sete espécies Elmeria que parasitam frangos de corte foi
utilizada a técnica de PCR adaptada de Moraes, €2@15). As designacgdes e sequéncias dos
primers que foram utilizados e o tamanho dos ampiiadas sete espécies Eimeria estao

no Quadro 3.

Quadro 3 - Primers utilizados na técnica de PCR padeteccédo de. acervulina(ac), E.
brunetti(br), E. tenella(tn), E. mitis(mt), E. praecoxpr), E. maximamx) eE. necatrix(nc).

Designacao Sequéncia Tamanho do fragmentg
ac-A03-F AGTCAGCCACACCAATAATGGCAAACATG 811 pb
ac-A03-R AGTCAGCCACAGCGAAAGACGTATGTG P
br-J18-F TGGTCGCAGAACCTACAGGGCTGT 626 Db
br-J18-R TGGTCGCAGACGTATATTAGGGGTCTG P
tn-K04-F CCGCCCAAACCAGGTGTCACG 539 pb
tn-K04-R CCGCCCAAACATGCAAGATGGC P
mt-A03-F AGTCAGCCACCAGTAGAGCCAATATTT 460 ob
mt-A03-R AGTCAGCCACAAACAAATTCAAACTCTAC P
pr-A03-F AGTCAGCCACCACCAAATAGAACCTTGG 354 pb
pr-A03-R GCCTGCTTACTACAAACTTGCAAGCCCT P
mx-AQ09-F GGGTAACGCCAACTGCCGGGTATG 279 bb
mx-A09-R AGCAAACCGTAAAGGCCGAAGTCCTAGA P
nc-Al8-F TTCATTTCGCTTAACAATATTTGGCCTCA 200 pb
nc-ENec-R ACAACGCCTCATAACCCCAAGAAATTTTG P

Adaptado de Moraes et al. (2015).

Todas as reacdes foram realizadas com o uso deivfastcomercial GeneAnfpFast
PCR Master Mix (2X) (AppliedBiosystems Inc., NorkalCT, USA), com cada reagao
consistindo de 20 mL, incluindo 0,4 mL de cada prifiorward e Reverse (10 uM cada), 2
mL do DNA extraido, 7,2 mL de agua ultra pura (frogen, USA) e 10 mL de Mastermix
2X GeneAmf Fast PCR (Applied Biosystems Inc., Norwalk, CT,AYSA amplificacéo foi
realizada em termociclador Veriti (Applied Biosyste Inc., Norwalk, CT, USA) com as
seguintes condi¢cdes: uma etapa de desnaturacd8CapaB 10 segundos, 35 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 0 segundos, anelamenfwridess e extensdo do DNA a 65°C por
25 segundos, seguido de etapa final de extensa®Capbr 10 segundos.

Os produtos da PCR foram submetidos a uma eletsdoem gel de agarose a 2%,
adicionado de Brometo de Etidio para visualiza¢de lbandas. Para efeito de escala, foi

utilizado um marcador de peso molecular de 100pbn¢roles negativo e positivo para cada
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espécie d&imeria Depois de terminada a corrida, o gel foi obsesveab luz ultravioleta e
fotodocumentado.

5.2.6 Cultivo microbioldgico paraC. perfringens

Um fragmento de intestino medindo entre 2 e 3 cencalda ave que apresentava
lesGes macroscopicas foi ligado com barbante dedaty seccionadas as extremidades da
alca e acondicionados em sacos plasticos de fondigidual. Das quatro aves que né&o
apresentaram lesdes intestinais um fragmento imadksde jejuno também foi coletado da
mesma forma. Todos os fragmentos de intestinosnfaangelados a -20°C para posterior
andlise microbioldgica.

As amostras foram mantidas sob congelamento at®aegsamento microbioldgico
no Laboratorio de Anaerdbios da Universidade Fédierdinas Gerais (UFMG) onde foram
submetidas ao enriquecimento e cultivo seletivo.

Para realizar o enriquecimento, com uma alca e$tériransferida uma aliquota de
fezes dos fragmentos intestinais para tubos coatdfidmL de caldo BHI - Infusdo de
Cérebro e Coracéo (OXOffp. Os tubos foram incubados em camara de anaeeoffiosma
Anaerobic SystenThermo Scintifi€) com atmosfera controla obtida com uma mistura de
gases composta por 10% de Dioxido de Carbono, tidrogénio e 80% de Nitrogénio, a
38°C por 24 horas.

Em seguida as amostras foram plaqueadas em &agar—SBRahidi Ferguson
Perfringens (DIFC®") acrescido de suplemento seletivo p@raperfringensPerfringens
Seletive Supplement SRO093E (OXSID composto por Sulfato de Canamicina (6.0 mg) e
Sulfato de Polimixina B (15,000 Ul). Uma algcada amtetdo do tubo BHI foi transferida
para a placa pelo método de esgotamento, em segaijlacas foram incubadas nas mesmas

condicbes em que foi realizado o enriquecimentgmopor 48 horas.

5.2.7 Extracdo de DNA para pesquisa bacteriolégica

As amostras que obtiveram crescimento de colbnilfisosredutoras sugestivas @&
perfringesforam submetidas a extracdo de DNA para PCR. Quom alca esterilizada, 3 a 5
colénias foram raspadas da placa SFP e transfgratastubo contendo 400 ul de agua ultra

pura Milli-Q® (Sistema de ultra purificacdo de agua - Milli-Qiipbre Industria e Comércio
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LTDA). Os tubos foram identificados e levados aontebloco por 20 minutos a temperatura
de 98°C, seguidos de centrifugacdo por 10 minutdsO080g. ApOs a centrifugacdo, o

sobrenadante foi transferido a outro tubo, o quisgdfmazenado a 4°C.

5.2.8 PCR Multiplex paraC. perfringens

O PCR Multiplex para tipificagdo de. perfringendoi realizado a partir da extragéo
de DNA de amostras que apresentaram crescimentmldaias sugestivas. No Quadro 4
estdo expressas as designacOes dos genes e sas|ulrscprimerscpa cph cpe ext iota,

cpb? utilizados no PCR multiplex para tipificacdo@eperfringens.

Quadro 4 - Primers utilizados para PCR MultiplexCiiestridium perfringens

A Temperatura de | Tamanho do
Genes Sequéncia
anelamento fragmento
5GCTAATGTTACTGCCGTTGA 3’ (senso) .
Alfa (Cpa) | 5:cCTCTGATACATCGTGTAAG 3' (anti-senso) 55°C 324 pb
5GCGAATATGCTGAATCATCTA 3’ (senso)
Beta (Cpb) 5GCAGGAACATTAGTATATCTTC 3’ (anti- 550C 196 pb
senso)
. 5GCGGTGATATCCATCTATTC 3’ (senso) .
Epsilon (EX) | 5:ccACTTACTTGTCCTACTAAC 3’ (anti-senso 55°C 655 pb
STTTTAACTAGTTCATTTCCTAGTTA 3
. (senso) o
lota (iA) STTTTTGTATTCTTTTTCTCTAGATT 3’ (anti- 48°C 298 pb
senso)
Enterotoxina 5'GGAGATGGTTGGATATTAGG 3’ (senso) 550C 233 pb
(Cpe) 5 GGACCAGCAGTTGTAGATA 3’ (anti-senso) P
5 GAAAGGTAATGGAGAA 3’ (senso) .
Beta2 (Cpb2) | 5 GCAGAATCAGGATTTT 3’ (anti-senso) 48°C 573 pb

Adaptado de Vieira et al. (2006).

Os segmentos de gene foram amplificados na PCRIiptexltutilizando-se um
termociclador (Vereti — 96 Well Thermal Cycler —@ed Biosystems) com 0s seguintes
ciclos: 1 ciclo de 2 minutos a 95°C, 40 ciclos c®®etapas sendo: desnaturagcdo por 1 minuto
a 95°C, anelamento por 1 minuto a 48°C e extensét minuto a 72°C. Ao final, um ciclo
de 8 minutos a 72°C para concluir a extenséo déifasagéo seguido de resfriamento a 4°C.

A eletroforese foi realizada utilizando-se gel dmrase com concentracdo de 2%,
adicionado de 1,0 pL de Brometo de Etideg KGoBr N - 10 mg/mL - E1510 Sigma).
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Utilizou-se controle positivo para cada primer, comtrole negativo e um marcador de peso
molecular de 100 pares de base (K9-100L — KASVI).

5.2.9 PCR para o gene NetB

As amostras que se confirmaram coi@o perfringenstipo A através da PCR
Multiplex foram destinadas a deteccdo do gene Natiayés de um PCR convencional. Para
isso foram utilizados os seguintes prim@&tetBF 5-GCT GGT GCT GGA ATA AAT GC-3'

e NetBR 5-TCG CCA TTG AGT AGT TTC CC-3', que resultaramm uma banda de 384
pares de base.

Os segmentos de gene também foram amplificaddgamilo-se um termociclador
(Vereti — 96 Well Thermal Cycler — Applied Biosysts) com o0s seguintes ciclos: 1 ciclo
inicial de desnaturacdo de 2 minutos a 95°C, 40<mom 3 etapas sendo: desnaturacao por
30 segundos a 95°C, anelamento por 30 segunddCaeditensdo por 30 segundos a 72°C.
Ao final, um ciclo de 10 minutos a 72°C para comduextensao da amplificacdo seguido de
resfriamento a 4°C.

A eletroforese foi realizada utilizando-se a mesaracentracdo para o gel de agarose
(2%), adicionado de Brometo de Etidio, além de ontrole positivo, controle negativo e um

marcador de peso molecular de 100 pares de base.

5.2.10 Andlise estatistica

Para analise dos dados, foram feitas planilhagxael e analisadas por meio de
estatistica descritiva e inferencial. Para a coagéar entre 0os graus de lesdo macroscépica e
histopatoldgica foi utilizada a analise estatisati@ves do teste de Wilcoxon a um nivel de
significancia de 0,05%. Para a analise estatifticatilizado o programa Sigma Plot verséo
12.0.

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Avaliacéo das lesdes macroscopicas e micrqgecas

Dentre os lotes avaliados, foram observados 93(B®932) positivos para coccidiose.
As lesdes macroscoOpicas e histopatologicas estiresentadas na Tabela 7. Nao foram
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observadas lesGes compativeis d®mmecatrixem ambas avaliacfes e na histopatologia ndo
havia lesdes em cdlon. As lesGes macroscopicadiftasntes secc¢des de intestino e as das
diferentes espécies d@meria observadas na histopatologia estao representadaBiguras

4A-F.

Tabela 7 - Escore de les6es macroscoépicas e histdgiaas para coccidiose em frangos de

corte (n: 256 amostras).

Lesdes macroscopicas Lesdes histopatolégicas
L 2
3 @ 2 o 3 5 o 2 o 3 5
o o S TS 3 > 9 RS
A ) - © ©) A ~ - © O
GO 64% 90,6% 100% 90,2% 99,2%| 45,7% 62,5% 92,9% 83,9% 99,7%
(164)a (232)a (256)a (231)a (254)al (117)b (160)b (238)b (215)a (255)a
Gl 27% 8,9% 0 9,7% 0,7% | 38,2% 21,4% 5% 9,3% 0,3%
(70)a  (23)a (25)a (2)a | 98)b (55)b (13)b (24)a (L)a
7% 0,3% 89% 54% 0,7% 1,5%
G2 1gya (1a ° 0 O 1 @232 (149 @a @a VY
1,5% 7% 10,5% 1,1% 5%
G3 wa O 0 0 O lasp @7 @a @13a
G4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Letras diferentes na mesma linha e coluna correste indicam diferenca significativa<Q,05) através do

teste de Wilcoxon. )
Duodeno:E. acervulina, E. mitig E. praecoxJejuno:E. maximajlleo: E. necatrix,Ceco:E. tenella;Cdélon: E.

brunetti
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Figura 4 - LesBes macroscépicas e histopatoldgieasoccidiose em frangos de corte. Duodeno: estrias
transversais esbranquicadas (setas) multifocaisediégs E. acervulinagrau 1) B: Duodeno: discreta quantidade
de estruturas parasitarias compreendendo esquiz(seta) na mucosa no topo das vilosidades (grgHiE)
400x).C: Jejuno: conteudo intestinal mucoso alaranjado neosay multifocal discretds( maximagrau 1) D:
Jejuno: discreta quantidade de estruturas pairasitéontendo esquizontes (cabecga de seta), macetiztos
(seta) e oocistos imaturos (asterisco) na submugpaa 1) (HE, 400x)E: Ceco: areas avermelhadas (setas)
multifocais discretas na mucosE. (tenellagrau 1).F: Ceco: discreta quantidade de estruturas parasitaria
contendo macrogametacitos (seta) e oocistos inmfasierisco) na mucosa e submucosa (grau 1) ({K) 4

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Na avaliacdo das 256 amostras de intestino, 50%/238) ndo apresentaram lesdes
macroscopicas de EN (grau 0). Em 16,02% (41/256em@ontrado grau 1, jA& o grau 2
correspondeu a 23,05% (59/256) e o grau 3 a 10(28%256).
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As lesBes macroscopicas sugestivas com EN avaliedagame histopatologico estao
representadas na Tabela 8 (Figura 5A-F). Na awiliagistopatoldégica as principais
alteracbes encontradas foram hemorragias na me@cgsbmucosa e estruturas parasitarias

compativeis conkimeriasp.

Tabela 8 - Alteracdes histopatolégicas observadasntestinos de frangos de corte com

lesGes macroscopicas sugestivas de enterite rezc(&iN).

LesOes histolégicas

LesBGes macroscopicas

Hemorragia Eimeria sp.
Gl G2 G3 Gl G2 G3 Gl G2 G3
Duodeno 3,90% 0 0,39% | 1,56% 0 0,39% | 0,39% 0 0,78%
(10) 1) “4) ) ) )
Jejuno 8,20% 16,79% 9,76% | 23,43% 0,39% 5,85% | 7,42% 0 3,51%
(21) (43) (25) (60) ) (15) (19) ©)
ileo 3,90% 6,25% 0,78% | 6,25% 0,78% 0,39% | 0,78%  0,39% 0
(10) (16) 2) (16) 2) @) 2) @)
Total 16,02% 23,05% 10,93% | 32,03% 1,17% 6,64% | 859% 0,39% 4,29%
(41) (59) (28) (80) 3 (17) (22) @) (11)

A avaliacdo histopatologica dos intestinos que brean grau O para EN,
apresentaram 14,45% (37/256) com estruturas panasitdeE. maximaem jejuno, sendo
grau 1 em 7,81% (20/256), grau 2 em 3,51% (9/2%fae 3 em 3,12% (8/256).
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Figura 5- LesGes macroscopicas sugestivas de enterite reci(@N) e lesGes histopatoldgicas intestinais de
frangos de cortéd: Duodeno: areas avermelhadas na mucosa, medin@matéde diametro (setas), multifocais
discretas (grau 1B: Duodeno: discreta quantidade de estruturas paiasi@ontendo esquizontes (seta) no topo
e regido superficial das vilosidades, compativera Eimeriasp. grau 1. (HE, 400xL: ileo: area avermelhada
na serosa, medindo 5mm de didmetro (seta), focalerada (grau 2)D: ileo: discreta quantidade de
macrogametaécitos (seta) e oocistos imaturos nagegedial das vilosidades, compativeis &imeriasp. grau

1 e hemorragia focal moderada (cabeca de setaPgitd&, 400x).E: Jejuno: area avermelhada com deposi¢éo
de material fibrilar na superficie da mucosa (sef@jal acentuada (grau 3. Jejuno: hemorragia difusa
acentuada (seta) grau 3 (HE, 100x).

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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5.3.2 Pesquisa de oocistos &#meria sp. através de PCR

Na PCR foi possivel identificdE. acervulina, E. maxima E. tenellano contetdo
intestinal das aves em 34,3% (11/32) dos loteslasEntenellacom 21,9% (7/32)k. maxima
em 18,8% (6/32) &. acervulineem 3,1% (1/32).

A infeccdo mista por mais de uma espécieEdaeria foi observada em trés lotes,
sendo que dois apresentaram a combinacéo Enimaximee E. tenellae umE. acervulinae

E. tenella

5.3.3 Pesquisa d€. perfringenstipo A e gene NetB

Das 256 amostras de intestinos submetidas ao mr@sim seletivo em ambiente de
anaerobiose, 16,40% (42/256) obtiveram crescimemgo colénias sugestivas d€E.
perfringens Estas foram submetidas ao PCR Multiplex pardidgagdo obtendo 21 amostras
confirmadas com@€. perfringenslipo A, sendo que todas foram negativas para o jetig.

Dentre as 21 amostras positivas, 11 apresentawdadaenacroscopicas sugestivas de
EN, sendo cinco amostras como grau 1, cinco ansostnao grau 2 e uma com grau 3. Na
avaliacao histopatologica observou-se hemorragimmeosa e submucosa em 10 amostras,
sendo que trés destas, estavam acompanhadasudarastparasitarias deémeriasp. e uma
amostra ndo apresentou alterac¢des histoldgicas.

As 10 amostras restantes, ndo havia lesdes mapioas@ompativeis com EN (grau
0), porém, quando avaliadas no exame histopatap@ic observado que quatro amostras

continham estruturas parasitarias compativeisEmneriasp. e as demais sem alteragoes.

5.4 DISCUSSAO

Eimeria acervulina, E. maxima E. tenellaforam as espécies mais encontradas no
presente trabalho. Foi possivel observar que naedia macroscopica de coccidiose o grau 1
foi 0 mais presente, sendo gdeacervulinafoi a mais prevalente seguida fgertenellae E.
maxima Quando se comparou 0 escore de lesdo macros@@pica histopatologia houve um
aumento significativo no nimero de aves que aptagam lesdes de coccidiose em duodeno,
jejuno e ceco.

Atualmente, a associacdo de diferentes técnicas ghiagnosticos da coccidiose é
extremamente importante, porém ha escassez delhtvabgue utilizam a avaliacdo

histopatoldgica para o diagndstico da coccidiosequando utilizado, ndo existe uma
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classificagdo padronizada. A histopatologia € muititizada para fins didaticos ou de
pesquisa, onde é possivel distinguir as diferefaess do ciclo d&imeria sp. em cada
momento da doenca (KAWAZOE et al., 2009).

O escore de lesdo macroscopica quando utilizadadsmente ndo é a melhor forma
para se diagnosticar a coccidiose (CONWAY et @991 GOODWIN et al., 1999). Em
condigdes experimentais ou nado, raramente refletevaridade e a extensao das lesdes,
mascarando a verdadeira condi¢ao da infeccao (IBR4E, 1997).

Ja no cdélon, nenhuma ave apresentou coccidiose istap&tologia, porém na
macroscopia, 0,7% dos intestinos continham altesacggiigestivas. O diagnostico &e
brunettiapenas através do escore de lesé@o é imprecismtBuwravaliacdo macroscopica do
colon, rotineiramente sdo observadas estrias alleaes na mucosa, organizadas
longitudinalmente e paralelamente, devido a coatralp musculo liso apés a morte da ave.
Essa alteragdo ndo tem importancia patologica, cseradacterizada como né&o-lesdo ou
alteracao pos mortal (ABBAS et al., 2008).

Nesse estudo a PCR teve uma sensibilidade maisa lippe a macroscopia e
histopatologia. Na amplificacdo do PCR necessitdesao menos 0,4 oocistos por espécie de
Eimeria correspondendo a 3,2 esporocistos. A quantidaadmdistos esporulados na amostra
€ variavel e isso pode interferir na quantidadeDiA presente e consequentemente na
sensibilidade desse teste (HAUG et al., 2007). Aestras de fezes utilizadas foram obtidas
através de um raspado do conteudo intestinal de ares. Porém, essas aves foram
submetidas ao jejum pré-abate para que no momeot@rdcessamento, nao ocorra
rompimento de visceras e consequente contaminacéardacas. Isso pode ter interferido na
guantidade de oocistos presentes na amostra.

Em relacdo as lesbes sugestivas de EN, foi possbsarvar que variam de acordo
com curso e grau. Nos casos agudos, o lumen dstimieé preenchido com exsudato de
coloracdo marrom escuro, assemelhando-se a sangugato a fezes e, normalmente, com
aspecto viscoso. J4 nos casos subagudos, a mucesabé&rta por uma pseudomembrana
diftérica amarelada. Sob essa membrana ha areascdese focalmente extensas. Nos casos
cronicos, também ha um espessamento transmural reslmcdo do Iamen intestinal
(OLKOWSKI et al., 2006; COOPER et al., 2013).

Em casos subclinicos, as lesdes consistem em mmsjudoeracdes na mucosa,
medindo entre 1 a 2 mm até 2 a 5 mm de diametmo, luperemia periférica e material
amarelado parcialmente aderido sobre a mucosa (TRJS; AL-SHEIKHLY, 1977,
GHOLAMIANDEHKORDI et al., 2007; COOPER et al., 201Essa forma da doenca é
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similar as lesdes encontradas no presente estnde, 16% das amostras apresentaram-se
semelhantes (grau 1). Hemorragia em placas de Ray#rém podem estar associadas
(SCHOCKEN-ITURRINO et al., 2009). Ja os casos diasslos como grau 2, 23% e grau 3,
10,9% apresentaram alteracfes semelhantes aosdesso$os como subagudos.

Na avaliacdo histopatoldgica, as principais alt@eacconsistiram em hemorragias e
estruturas parasitarias compativeis chimeria sp. As lesfes microscépicas de EN sao
tipicamente caracterizadas por necrose da mucosandimente, restritas as vilosidades,
caracterizadas por necrose de coagulacdo e destandac células epiteliais. Conforme
progride, ocorre infiltragdo de células inflamaédridelimitando a area necrética, sendo que
heterofilos e macrofagos sao as células predongsaito lGmen, pode-se encontrar restos
celulares, bacilos e deposicéo de fibrina (COOPER. €2013). Apesar da similaridade entre
as lesbes macroscopicas encontradas no estudo dedastas na literatura, a avaliacédo
histopatoldgica n&do evidenciou lesdes compativeim &N (OLKOWSKI et al., 2006;
SCHOCKEN-ITURRINO et al., 2009).

Em aves experimentalmente infectadas c@n perfringens que apresentaram
hemorragias em mucosa e placas de Peyer, no exatopatologico demonstraram apenas
hemorragias multifocais na lamina prépria e disciefiltrado de linfécitos, heterofilos e
macrofagos, nao caracterizando as lesdes da Elac{iDLKOWSKI et al., 2006).

Alguns autores propuseram adotar o termo EN subaliapds realizarem diversos
experimentos cor@@. perfringens falhando ao reproduzir os sinais clinicos e esi#ssicos
da EN. No entanto, possivelmente, as cepas utdizad passado ndo apresentavam o gene
NetB, ainda ndo descrito como o principal fatorvdeléncia dessa doenca (TRUSCOTT;
AL-SHEIKHLY, 1977; PRESCOTT et al., 1978, HAMDY at., 1983; KALDHUSDAL,
HOFSHAGEN, 1992). Porém ficou evidenciado que oguiistico da EN ndo deve ser
baseado somente na observacdo das lesbes mactascépileve contar com o auxilio do
exame histopatolégico (OLKOWSKI et al., 2006).

Através da multiplex PCR par@. perfringensapenas 8,2% dos intestinos foram
positivos paraC. perfringengipo A. Diversos estudos tém encontratloperfringengipo A
(cpa como predominante nas aves domeésticas (MEER; EPRG997, YOO et al., 1997,
GOMES et al., 2008). Na Europa, observou-se@ueerfringendipo A foi encontrado tanto
em aves sadias, quanto em aves apresentando ENLE@HANDEKHORDI et al., 2006).

A toxina alfa, produzida pdt. perfringengipo A foi considerada durante muitos anos
como a principal causadora da EN em aves doméstts seu papel foi questionado, visto
gue uma nova toxina foi encontrada (KEYBURN et 2008; COOPER et al., 2013). Em
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2008, foi criado um mutante nulo da toxina alfeagipde um isolado de EN virulento, e este
ainda causou a doenca (KEYBURN et al., 2008). Déxsaa, através do sequenciamento
gendmico desse mutante nulo foi designada comodoXetB Necrotic Enteritis Toxin B-
like) (KEYBURN et al., 2008).

Diversos estudos foram realizados em busca deriaiee foi observado que cepas
de C. perfringensde galinhas que sofrem de EN produzem a toxind.Natém disso,
experimentalmente essas cepas foram capazes dessxprNetBin vitro, fornecendo
evidéncias suficientes de que o NetB é um fatoridegéncia essencial na patogénese da EN
(MARTIN; SMYTH 2009; KEYBURN et al., 2010; ALLAARTet al., 2012; ENGSTROM et
al., 2012; Ll et al., 2017).

N&o foi possivel encontrar a toxina NetB nas amesinalisadas no presente estudo.
No Brasil, ainda ndo existem relatos sobre a pgasda NetB nos isolados @e perfringens
em frangos de corte. Acredita-se que muitos casdsSNdsejam diagnosticados erroneamente
baseados apenas na observacédo de altera¢des rapmascque podem ser confundidas com
diversas doencas entéricas (COOPER et al., 2013).

Ha uma grande variedade de doencas, tanto bacgrigimais ou parasitarias, que
podem se assemelhar na apresentacdo dos sin@ekresdes, causando assim confuséo e
dificuldade em seu diagnéstico. Dessa forma, aatfgdacdo entr€. perfringense outras
doencas entéricas sdo fundamentais para diagnmopstifarenciar, prevenir e tratar a
enfermidade (COOPER et al., 2013)

InfeccBes por outras espécies@estridiumtambém podem se assemelhar a EN, por
exemplo, a enterite ulcerativa (EU) causada @eloolinume a infeccdo poC. sordellique
podem causar uma doenca semelhante a EN em fraegosrte (COOPER et al., 2013;
RIMOLDI et al., 2015). Outras infec¢cdes bacterianasio a salmonelose, pasteurelose e a
infeccdo porBrachyspirasp. levam a tiflite fibrino-necrética, porém o gomo de sinais
clinicos e lesdes os distinguem da EN (SHIVAPRASEDIHAMEL 2005; NEMES et al.,
2006; GLISSON et al., 2013; UZAL et al., 2016).

A Doenca de Newcastle causada pelo Paramixovinasi@vipo | (APMV-1) € uma
doenca viral que pode causar hemorragias e ule@sagd@s placas de Peyer e tonsilas cecais
(MILLER; KOCH, 2013). J4 a histomoniase, causaddo perotozoario Histomonas
meleagridisé uma doenga parasitaria que acomete uma sérgalofgiceas, mas € mais
importante em perus e faisdes. As lesdes sao edrattas por tiflite fibrinonecrotica ou
hemorragica, mas é facilmente diferenciada atraégxame histopatoldgico (SENTIES-
CUE et al., 2009; MCDOUGALD, 2005).
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A coccidiose é a doenca mais importante como detgw diferencial da EN
subclinica. Muitos estudos levam em consideracapapel crucial daEimeria sp. no
desenvolvimento da EN, de forma isolada ou mudtifat (GHOLAMIANDEHKORDI et al.,
2007; COLLIER et al., 2008; LEE et al., 2011; BON#Aal., 2012; COOPER et al., 2013;
PRESCOTT et al., 2016; UZAL et al., 2016).

Experimentalmente, mostrou-se que bactérias migasiestdo em maior abundancia
guando grupos infectados cdm acervulina E. maximae C. perfringens Além disso, as
contagens d€. perfringensprodutores de alfa toxina, também foram maioreses grupos
em comparagao ao grupo controle e ao grupo queereagarasina (COOLIER et al., 2008).
Dessa forma, a positividade de 30/32 lotes paraidiose no presente estudo poderia ser um
fator desencadeante da EN, no entanto a avaliastupatologica e a negatividade para o
gene NetB, excluiram a EN como causadora das les@ssinas observadas.

As lesdes sugestivas de EN foram encontradas paincente no jejuno, onde
classicamente é possivel observar lesdes hemasadgavido a infeccdo p&. maximee E.
necatrix. Nesse segmento intestinal, o maior dano tecide# R. maximaocorre no
momento da reproducdo sexuada, onde a formacéoadeogametécitos de localizacao
subepitelial, proximo a vasos sanguineos com caolesdgs hemorragias e perdas de fluidos
no local (MCDOUGALD, 2003).

A coccidiose apresentou predominantemente grau lésd®, tanto na macroscopia,
guanto na histopatologia e isso pode corroborar @a@o ocorréncia da EN, visto que existe
a necessidade de extensas lesées na mucosa alfgstia que se desenvolva uma resposta
exacerbada de producdo de muco, facilitando assimuliplicacdo deC. Perfringens
(COLLIER et al., 2008; LEE et al., 2011; COOPERilet2013)

Dessa forma as lesdes encontradas no intestinaditelgodem ser derivadas de lesGes
macroscopicas atipicas de coccidiose, que nao egstédsentes no escore de leséo
macroscopica utilizado até os dias atuais e tambsgubjetiva quanto ao grau de
patogenicidade, visto que ndo foram observadasdes@mpativeis com outras doencas.

5.5 CONCLUSAO

Foram encontrados 93,75% (30/32) lotes positivaa paccidiose, sendo as lesdes
observadas, classificadas predominantemente corao §r tanto no escore de leséo

macroscopico quando na avaliacdo histopatolégica.
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A avaliacao histopatologica foi relevante para r@ficmacao diagnostica da coccidiose
em frangos de corte. O método tradicional de ay@tiade lesbes macroscopicas mostrou-se
desatualizado, demonstrando elevada variagcdo entescore de lesdo macroscopico e
microscopico.

J& o diagnostico molecular (PCR) para identificagas espécies deimeriando se
mostrou eficaz, evidenciando uma positividade mumderior ao esperado, quando
comparado a histologia, sugerindo uma baixa sdiasibe do teste. Além disso, a coleta do
conteudo intestinal no abatedouro com as aves @mm jeesultou em baixo volume de
amostra e oocistos. Dessa forma, evidencia-se ariamzia da associacdo de diferentes
métodos de diagndstico para se obter resultadgad@Bticos confiaveis.

As lesBes macroscopicas observadas ndo caracaemiZzaN. No entanto, as lesdes
atipicas encontradas podem ser decorrentes danfdtgdo porEimeria sp. nos lotes, visto
que na avaliacdo histopatoldgica, ndo foram enada$r areas de necrose da mucosa, quadro
caracteristico da EN e, auséncia do gene NetB dstaas de&C. perfringens

5.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBAS, A. K., et al.Robbins Patologia BasicaElsevier Brasil, 2008.

ALLAART, J. G. et al. NetB-producing and beta2-puothg Clostridium perfringens
associated with subclinical necrotic enteritis ayihg hens in the Netherlandévian
Pathology, v. 41, n. 6, p. 541-546, 2012.

BONA, T. D. M. M. et al. Oleo essencial de orégaalecrim, canela e extrato de pimenta no
controle deSalmonella Eimeria e Clostridium em frangos de cortd€esquisa Veterinaria
Brasileira, v. 32, n. 5, p. 411-418, 2012.

CHAPMAN, H. D. Milestones in avian coccidiosis rageh: a reviewPoultry Science v.
93, n. 3, p. 501-511, 2014.

COLLIER, C. T. et al. Coccidia-induced mucogengs@motes the onset of necrotic enteritis
by supporting Clostridium perfringens growth. Veterinary Immunology and
Immunopathology, v. 122, n. 1-2, p. 104-115, 2008.

CONWAY, D. P. et al. Effects of different levels @bcyst inocula oEimeria acervulina, E.
tenella, and E. maximaon plasma constituents, packed cell volume, lesoores, and
performance in chickengvian Diseasesv. 37, n. 1, p. 118-123, 1993.

CONWAY, D. P.; DAYTON, A. D.; MCKENZIE, M. E. Comgpative testing of
anticoccidials in broiler chickens: the role of cmtial lesion scorePoultry Science v. 78,
n. 4, p. 529-535, 1999.

CONWAY, D. P; MCKENZIE, E. M.Poultry coccidiosis:diagnostic and testing procedures.
3 ed. lowa: Blackwell Publishing Professional, 20068 p.



82

COOPER, K. K.; SONGER, J. G.; UZAL, F. A. Diagnagiclostridial enteric disease in
poultry. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation v. 25, n. 3, p. 314-327, 2013.

DEPLANCKE, B. et al. Selective growth of mucolytizacteria includingClostridium
perfringensin a neonatal piglet model of total parenteratitioh. The American Journal of
Clinical Nutrition , v. 76, n. 5, p. 1117-1125, 2002.

ENGSTROM, B. E. et al. Genetic relatedness and met®alence among environmental
Clostridium perfringensstrains associated with a broiler flock affected rhild necrotic
enteritis.Veterinary Microbiology, v. 159, n. 1-2, p. 260-264, 2012.

GHARAIBEH, S.; AL-RIFAI, R.; AL-MAJALI, A. Molecula typing and antimicrobial
susceptibility ofClostridium perfringengrom broiler chickensAnaerobe, v. 16, p. 586-589,
2010.

GHOLAMIANDEHKORDI, A. R. et al. Quantification of g lesions in a subclinical necrotic
enteritis modelAvian Pathology, v. 36, p. 375-382, 2007.

GIL DE LOS SANTOS, J. R.; CONCEICAO, F. R.; GIL-TBIES, C. Enterite necrdtica
aviaria.Ciéncia Rural, v. 38, n. 7, p. 2076-2082, 2008.

GLISSON, J. R.; HOFACRE, C. L.; CHRISTENSEN, J.H@wI cholera. In: SWAYNE, D.
E.; GLISSON, J. R.; MCDOUGALD, L. R.; NOLAN, L. KSUAREZ, D. L.; NAIR, V.
(Eds).Diseases of Poultry13th ed. Ames: Wiley- Blackwell, 2013. p. 807-823

GOODWIN, M. A. et al. Clinical application of a lj microscopic scoring method to make
decisions regarding the pharmacotherapy oEemneria maximaabatement program@vian
Pathology, v. 28, n. 3, p. 305-308, 1999.

GYORKE, A. et al. The economic impact of infectiwith Eimeriaspp. in broiler farms from
RomaniaRevista Brasileira de Zootecniav. 45, n. 5, p. 273-280, 2016.

HAMDY, A. H. et al. Therapeutic effect of optimah¢omycin concentration in drinking
water on necrotic enteritis in broileRoultry Science v. 62, n. 4, p. 589-591, 1983.

HAUG, A. et al. Coccidial infections in commerciatoilers: epidemiological aspects and
comparison oEimeria species identification by morphometric and polyaserchain reaction
techniquesAvian Pathology, v. 37, n. 2, p. 161-170, 2008.

IDRIS, A. B. et al. Lack of correlation between naiscopic lesion scores and gross lesion
scores in commercially grown broilers examinedsiorall intestinaEimeriaspp. coccidiosis.
Avian Diseasesv. 41, p. 388-391, 1997.

JOHNSON, J.; REID, W. Anticoccidial drugs: lesiabeng techniques in battery and floor-
pen experiments with chickerSxperimental Parasitology, v. 28, n. 1, p. 30-36, 1970.

KALDHUSDAL, M.; HOFSHAGEN, M. Barley inclusion andvoparcin supplementation in
broiler diets. 2. Clinical, pathological, and bamikgical findings in a mild form of necrotic
enteritis.Poultry Science v. 71, p. 1145-1153, 1992.



83

KAWAZOE, U. Coccidiose. In: BERCHIERI JUNIOR, A; BVA, E. N; FABIO, E. D. I;
SESTI, L; ZUANAZE, M. A. F. (Eds)Doencas das ave2. ed. Campinas: FACTA, 2009. p.
837-855.

KAWAZOE, U. et al. Characterisation and histopatiyptal observations of a selected
Brazilian precocious line dEimeria acervulinaVeterinary Parasitology, v. 131, n. 1-2, p.
5-14, 2005.

KEYBURN, A. L. et al. Alpha-toxin ofClostridium perfringenss not an essential virulence
factor in necrotic enteritis in chickengfection and Immunity, v. 74, n. 11, p. 6496-6500,
2006.

KEYBURN, A. L. et al. Association between avian ragic enteritis andClostridium
perfringensstrains expressing NetB toxiveterinary Research v. 41, n. 2, p. 1-8, 2010.

KEYBURN, A. L.; BOYCE, J. D.; VAZ, P. NetB, a newxin that is associated with avian
necrotic enteritis caused @Blostridium perfringensPLoS Pathogensv. 4, p. 26, 2008.

LEE, K. W. et al. Avian necrotic enteritis: expeamntal models, host immunity, pathogenesis,
risk factors, and vaccine developmépultry Science v. 90, n. 7, p. 1381-1390, 2011.

LONG, J. R.; PETTIT, J. R.; BARNUM, D. A. Necrotenteritis in broiler chickens. II.
Pathology and proposed pathogeneSmnadian Journal of Comparative Medicine v. 38,
p. 467-474, 1974.

LONG, P. L. et al. A guide to laboratory techniqused in the study and diagnosis of avian
coccidiosisFolia Veterinaria Latina, v. 6, n. 3, p. 201 — 217, 1976.

LONG, P. L.; JOYNER, L. P. Problems in the idewtfiion of species dtimeria Journal of
Protozoology, v. 31, n. 4, p. 535-541, 1984.

LONG, P. L.; REID, W. M. A guide for the diagnosi$ coccidiosis in chickens. Georgia,
1982. 17 p.

LOVLAND, A.; KALDHUSDAL, M. Severely impaired prodttion performance in broiler
flocks with high incidence oflostridium perfringensssociated hepatitidwian Pathology;,
v. 30, p. 73-81, 2001.

LUCHESE, F.C. et al. Prevaléncia de espécieEideriaem frangos de criacdo industrial e
alternativa.Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Sciencev. 44, n. 2, p.
81-86, 2007.

MARTIN, T. G.; SMYTH, J. A. Prevalence of netB angporsome clinical isolates of
Clostridium perfringengrom animals in the United Statégeterinary Microbiology, v. 136,
n. 1-2, p. 202-205, 2009.

MCDOUGALD, L. Blackhead disease (histomoniasis) Raultry: a critical reviewAvian
Diseasesv. 49, n. 4, p. 462-476, 2005.

MCDOUGALD, L. R. Protozoal infections. In: SAIF Y.; BARNES, H. J.; GLISSON, J.
R.; FADLY, A. M.; MCDOUGALD, L. R.; SWAYNE, D. E. Eds).Disease of Poultry 11
ed. lowa: lowa State University Press, 2003. p-8033.



84

MEER, R. R.; SONGER, J. G. Multiplex polymerase ich@eaction assay for genotyping
Clostridium perfringensAmerican Journal of Veterinary Research v. 58, p. 702-705,
1997.

MEIRELES, M.V. Coccidiose aviaria. In. REVOLLEDO,.;,LFERREIRA, A. J. P. (Eds).
Patologia Aviaria. p. 310-318. 2009.

MILLER, P. J.; KOCH, G. Newcastle disease. In: SWME, D. E.; GLISSON, J. R;;
MCDOUGALD, L. R.; NOLAN, L. K.; SUAREZ, D. L.; NAIR V. (Eds).Diseases of
Poultry. 13th ed. Ames: Wiley- Blackwell, 2013. p. 89-107.

MORAES, J. C. et al. Prevalence Bfmeria spp. in broilers by Multiplex PCR in the
Southern Region of Brazil on Two Hundred and FEgrms.Avian Diseasesv. 59, p. 277—
281, 2015.

MORRIS, G. M. et al. The application of a polymerabain reaction (PCR)-based capillary
electrophoretic technique provides detailed insiginto Eimeria populations in intensive
poultry establishment$lolecular and Cellular Probes,v. 21, p. 288-294, 2007.

NEMES, C. S. et al. Typhlocolitis associated withirachaetes in goose flock&vian
Pathology, v. 35, n. 1, p. 4-11, 2006.

OLKOWSKI, A. A. et al. Responses of broiler chickeorally challenged witl€Clostridium
perfringensisolated from field cases of necrotic enterite@search in Veterinary Sciencgv.
81, p. 99-108, 2006.

PRESCOTT, J. F. et al. The pathogenesis of neceatieritis in chickens: what we know and
what we need to know: a reviedwian Pathology, v. 45, n. 3, p. 288-294, 2016.

PRESCOTT, J. F.; SIVENDRA, R.; BARNUM, D. A. Theeusf bacitracin in the prevention
and treatment of experimentally-induced necrotiteetis in the chickenThe Canadian
Veterinary Journal, v. 19, n. 7, p. 181, 1978.

RIMOLDI, G. et al. Necrotic enteritis in chickenssaciated withClostridium sordellii.
Avian Diseasesv. 59, n. 3, p. 447-451, 2015.

SENTIES-CUE, G; CHIN, R. P.; SHIVAPRASAD, H. L. Sgmic histomoniasis associated
with high mortality and unusual lesions in the laud Fabricius, kidneys, and lungs in
commercial turkeysAvian Diseasesv. 53, n. 2, p. 231-238, 2009.

SHIVAPRASAD, H. L.; DUHAMEL, G. E. Cecal spirochetis caused byBrachyspira
pilosicoliin commercial turkeysAvian Diseasesv. 49, n. 4, p. 609-613, 2005.

SMYTH, J. A.; MARTIN, T. G. Disease producing capiyp of netB positive isolates of.
perfringensrecovered from normal chickens and a cow, and rm8itive and negative
isolates from chickens with necrotic enterititerinary Microbiology, v. 146, p. 76-84,
2010.

TRUSCOTT, R.B.; AL-SHEIKHLY, F. Reproduction anteatment of necrotic enteritis in
broilers.American Journal of Veterinary Research v. 38, p. 857-861, 1977.



85

UZAL, F. A. et al. Non€lostridium perfringensinfectious agents producing necrotic
enteritis-like lesions in poultryAvian Pathology, v. 45, n. 3, p. 326-333, 2016.

VIEIRA, A. A. S. Padronizacdo e aplicacdo da PCR Multiplex na tipiiacdo de
Clostridium perfringens isolados de suinos diarréico2006. 34 p. Dissertacdo (Mestrado
em Medicina Veterinaria — Area: Medicina Veteriadfreventiva) — Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, 2006.

YOO, H. S. et al. Molecular typing and epidemiotmdisurvey of prevalence @flostridium
perfringenstypes by multiplex PCRJournal of Clinical Microbiology, v. 35, p. 228-232,
1997.



86

6 CONSIDERACOES FINAIS

Através da realizacdo desses dois estudos foivyebssincluir que a coccidiose é uma
doenca comum nos lotes de frangos de corte, apagskenalta ocorréncia em diferentes
idades das aves. No primeiro estudo observou-seaqedrréncia de coccidiose em 100%
(28/28) dos lotes na fase final da producéo e wle?2 em 93,75% (30/32).

Eimeria acervulinademonstrou ser mais comum em aves jovens, com &lade trés
e quatro semanas de vidaEl&enellaapresentou lesdes acentuadas na fase final degamdu
do frango de corte, com idade proxima a cinco sesasso demonstra a importancia de se
realizar monitorias sanitarias em diferentes moowedt vida do lote. Sé assim sera possivel
identificar corretamente as espécies envolvidascelleer um melhor plano de prevencéo e
tratamento.

A avaliagdo histopatologica demonstrou-se melhoa paavaliacdo de coccidiose em
frangos de corte, possibilitando identificar mamiimero de aves infectadas em relacdo ao
escore de lesdo macroscopico. Este se mostrowedezsatio e insuficiente para o diagnostico
da coccidiose, visto que foram observadas lesdgscag que inicialmente ndo foram
classificadas.

O PCR realizado para a identificacdo das espéeisntkriando foi satisfatorio, pois
apresentou resultados inferiores aos observadasali@acdo macroscopica e histopatologica.
Ja a identificacdo dos oocistos através da avaliagirfologica e morfométrica
demonstraram-se eficaz, apresentando resultads$agaios, que sdo coerentes com o0s
demais exames.

O conteudo intestinal demonstrou-se eficaz paraiscab de oocistos dEimeria,
possibilitando a identificacdo de seis espécieg&ideeria presentes nos lotes de frangos de
corte avaliados. Porém, a cama de aviario apraeseesnltados inferiores, dessa forma, nao é
indicada para a avaliagéo da coccidiose nos lotes.

N&o foram encontrados lotes positivos gaadémonellapossivelmente devido as boas
condicOes de biosseguridade encontradas nas geaojhsm manejo sanitario. Foi observado
infeccdo bacteriana causando lesfes extra intesstinmo peritonite, aerossaculite, hepatite e
peri-hepatite, porém néo foi houve relacdo comsitipmade de coccidiose.

As lesBes macroscopicas observadas no estudo 2andcterizaram EN subclinica,
pela auséncia do gene netB, importante fator dgévicia para o desenvolvimento da doenca
e, pelas lesdes histopatologicas incompativeiseManto, essas lesdes atipicas encontradas

podem ser decorrentes da infeccaofiareriasp.
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8 ANEXOS

ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID

o) UDESC | LAGES
MASELOADE
» TALO Ot CENTRO DE CENCUS
A CAYIA AGRONE TERNARNS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Eu, declaro que concordo em participar
como colaborador no fomecimento de animais para as atividades previstas no projeto
“Avaliagao da coccidiose em frangos de corte e sua possivel associacao com infecgoes
bacterianas secundarias”. Afirmo que fui informado (a) de maneira dara e detalhada sobre
os objetivos e metodologia do projeto proposto e esclareci minhas duvidas, estando ciente
que 2 qualquer momento, poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decis3o
sobre esta colaborag3o, se assim o desejar. Neste termo, fica acordado que: todos os dados
deste projeto serao tornados de meu conhecimento: minha participagdo n3o acamretara em
custos além do fornecimento de animais na condi¢3o supracitada, e que nao receberei
nenhuma compensagao financeira em caso de haver obito, invalidez temporaria ou
permanente dofs) animal(ais) em estudo, seja por parte da professora responsavel, do
grupo de pesquisa a que pertence ou da propria Universidade de Estado de Santa Catarina.
Também estou ciente que sera necessario a eutanasia e necropsia dos animais cedidos.
Assim sendo, declaro que concordo em participar desse projeto permmitindo que meus
animais sejam utilizados, conforme quantidade e caracteristicas descritas a seguir:

Espécie: Gallus gallus domesticus
Finalidade: Frango de corte
Idade: entre 21 dias e 42 dias.
Quantidade: 10 aves

Local: Data:

Assinatura do Participante:

Nome: Renata Assis Casagrande

Assinatura do Pesquisador:
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ANEXO B — QUESTIONARIO

o) UDESE | (Anis

-\vahaqio da coccidiose em frangos de corte e sua possivel associacio com infeccoes secundarias.

Lote: Coleta: Tipo de bebedouro: 0 - Nipple ( ) 1 - Pendular ( )
Data: _/___/ A ficha de a do lote esta preenchida
1. Identificacio do avicultor comretamente: 0 -Nio( )1 -Sm( )
*Nome completo: 3. Dados do lote de aves
*Localidade: Idade do lote:
T Data alojamento:
* Municipio:
oTd - Densidade de alojamento: m*
efone para contato: () : Matiz crigems
*Emal: Linhagem:
eEmpresa: 0 -verde ( ) l-amarela( ) Sexo: (_ )Macho (_)Fémea ( )Misto
2. Dados do aviario Numero total de aves alojadas:
T — Nt'unu?dezvesporinshhcio:
Ao de 3o do ealoio: Morfahdadesemanaldolo&f
3 —r- 07 daas: 14 dias:
Quantos m* por aviano: i i
Possui cercado externo: 0- Nio ( ) 1 —Sim ( ) - o
i3 animais em tomo o galpio: 0-Nao( ) 1Sm( ) | P St
- - 49 dias: Total:

Quas:

Portdes fechados: 0-Nao( )1 -Sm( )

Exastem veiculos nopatio: 0-Nio( )1-Sm( )

Histonco de doengas no lote: 0-N3o( ) 1-Smm ( )
Qual?

Possw arco de desinfecgdo: 0-Nio( )1 -Sm( )

Lote apresentou diarre1a? 0-Nao( ) 1-Sm( )

O arco de desinfecgdo funciona:0-N3o ( ) I-Sm( )

Se sim, com qual 1dade do lote:

Possw esenitonio: 0-Nao( )1 -Sim( )

Algum tratamento realizado:

Possw banhewro: 0-Nao( )1 -Smm( )

Houve melhora no quadro:

Aberturas possuem tela: 0 -Nao( )1 -Sm( )

O lote apresentou aumento da mortahdade
0-Nio( )1-Sm( ).

Possw tela anhi-passaros: 0-Nio( )1 -Sm( )

Qual o diagnostico:

Posswi lonas externas integras:0-Nio( )1 -Sm( )

Possu silo metalico: 0-Nio( )1 -Sm( )

Apresentou desumiformudade ou queda no
desempenho:0 -Nio( )1 -Sm( ).

Possw controle de roedores: 0-Nio( )1 -Smm( )

Qual o diagnostico:

Possw controle de cascudinhos: 0-N3o( ) 1-Sm( )

Possw controle visitas: 0-Nio( )1 -Sim( )

O lote for medicado para outra doenga?
0-Nio( )1-Sim( ).

Possw compostera: 0-Nio( )1 -Sim( )

Em qual 1dade:

Possui cloronaagua: 0-Nio( )1 -Sm( )

Qual medicagio, dose e dias:

Ongem da agua: 0 — Pogo artesiano ( ) 1- fonte ( )
2- fonte protegida ( ) 3 — cisterna ( ).

Lotes antenores ja apresentaram esses problemas
citados actma? 0-Nio( )1-Sm( ).

Quantas pessoas trabalham no aviano:

Qual o diagnostico?

Ha calgado especifico: 0-Nio( )1 -Sm( )

Outra atvidade econdmica na propnedade:
0 - Nio ( ) 1 = Sm ( ). Qual:

Realizado tratamento de cama no mtervalo entre
lotes? 0 -Nio( )1-Sm( ).

Qual:

Tipo de comedowo: 0 - Automitico ( )
1 - Manual ( ).

Qual destino da cama 0 - Adubo( ); I-Venda ( );
2-Outro (), qual?
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Avaliacio da coccidiose em frangos de corte e sua possivel associacio com infeccdes secundarias.
Qual a altura da cama, em cm? 49 dias: Total:
Quantos lotes na mesma cama? Histonco de doengas apos a primeira coleta:
Periodo de vazio sanitinio (dias): 0-Nio( )% 1-Sm( ).

Avahiagido visual da qualidade da cama: 0-Rum ( );
I-Regular ( );2-Boa( ).

Qual:

Lote apresentou diamreta: 0 =Nio( ); 1 -=Sm ( ).

No intervalo de lote é realizada lavagdo: 0-Nao ( )
1-Sm¢( )

Apresentou passagem de alimento nas fezes:
0-N3o( ) 1-Sm( ).

No intervalo de lote é realizada desinfecgdo:
0-Nio( )1-Sim( )

Apresentou diamreia com sangue: 0 -Nio ( )l - Sim
()

Limpezadesilo:0-Nio( )1-Sim( )

Se sim, com qual 1dade do lote:

Limpeza de composterra: 0-Nao( )1 -Sm( )

Algum tratamento realizado:

Roedores: Intensidade de fezes no entormno do aviano:
0-Auséncia( );1-baixa( );2-Moderada( );
3-Acentuada( ).

Aumento da mortalidade apos a 1* coleta:0 -Nio ( )
1-Sim( ).

Roedores: Presenca de 1scas: 0 - Auséncia ( ); 1 -
Presente ( ).

Se sim, qual diagnostico:

Roedores: Situagdo das iscas: 0 —Integras ( ); 1 -
Consunudas ( ).

Desuniformudade ou queda no desempenho apos a
primeira coleta: 0 -Nio ( )1 -Smm( ).

Se sim, qual diagnostico:

Cascudinhos: Intensidade de cascudinhos na cama:
0-Auséncia( );1-baxa( );2-Moderada( );
3-Acentuada ( ).

O lote fo1 medicado apos a 1° coleta: 0 -Nao ( )1 -
Sim ( ).

Se sim, qual 1dade:

Compostera: Qualidade do manejo: 0 - Rum (  );
1-Regular ( );2-Boa( ).

Qual medicagio, dose e dias de tratamento:

Lote: Coleta:
Data: / /

Qual a altura da cama, em cm:

A ficha de acompanhamento do lote esta preenchida
comretamente: 0 -N3o( )1 -Sm( ).

Avaliagdo visual da qualidade da cama:0-Rum ( );
1-Regular ( );2-Boa( ).

Aberturas possuem tela: 0 -Niao( )1 -Smm( )

Portdes fechados: 0-Nio( )1 -Sm( )

Roedores: Intensidade de fezes no entorno do
aviano: 0 - Auséncia( ); 1 -bamxa( );2-
Moderada( ); 3-Acentuada( ).

Exastem veiculos nopatio: 0-Nio( )1 -Sm( )

Roedores: Presenca de 1scas: 0 - Auséncia ( ); 1-
Presente ( ).

O arco de desinfeccdo funciona:0-N3o ( ) 1-Sm( )

Ha animais em tormo no galp3o: 0- Nio( ) 1-Sum( )

Roedores: Situagdo das 1scas: 0 —Integras ( ); 1 -
Consumidas ( ).

Quais:

Ha ouftras pessoas no patio ou no aviano, que nio
sejam o5 propnetanos: 0- Nio( ) 1-Smm ( )

Cascudinhos: Intensidade de cascudinhos na cama:
0-Ausencia( );1-bamxa( ); 2-Moderada( );
3-Acentuada( ).

4. Dados do lote de aves

Composterra: Qualidade do manejo: 0 - Rum ( );
1-Regular ( );2-Boa( ).

Idade do lote Alteragdes vistas na segunda visita:
Ha cloro na agua

Mortalidade semanal do lote:

07 dias: 14 dias:

21 dias: 28 dias:

35 dias: 42 dias:




