PATRICIA WARZENSAKY GOTTARDO BALESTRIN

PREVALENCIA DE Eimeria sp. EI\/INAVIARIOS DE FRANGOS DE CORTE COM
PRESSAO POSITIVA E PRESSAO NEGATIVA, NO ESTADO DE SANTA
CATARINA

Dissertagdo apresentada ao Curso de Po6s-Graduacdo em
Ciéncia Animal do Centro de Ciéncias Agroveterinarias, da
Universidade do Estado de Santa Catarina, como requisito
parcial para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncia
Animal.

Orientadora: Prof.2 Dr.? Renata Assis Casagrande

LAGES, SC
2020



Ficha catalografica elaborada pelo programa de geracio automatica da
Biblioteca Setorial do CAV/TDESC,

com o5 dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Balestrin, Patricia Warzensaky Gottardo

Prevaléncia de Eimena sp. em aviarios de frangos de corte com
pressio positiva e pressio negativa, no estado de Santa Catarna /
Patricia Warzensaky Gottardo Balestrin. - 2020,

82 p.

Orientadora: Renata Assis Casagrande

Dissertacio (mestrado) -- Universidade do Estado de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Agroveterinarias, Programa de
Pds-Graduacio em Ciéncia Animal Lages, 2020.

1. Coccidiose. 2. Oocistos. 3. Diagnoéstico. 4. Aves. 5. Doenca
entérica. I. Casagrande . Renata Assis . II. Universidade do Estado
de Santa Catanna, Centro de Ciéncias Agroveteninanas, Programa
de Pos-Graduagio em Ciéncia Anmmal ITT Titulo.




PATRICIA WARZENSAKY GOTTARDO BALESTRIN

PREVALENCIA DE Eimeria sp. EM AVIARIOS DE FRANGOS DE CORTE
COM PRESSAO POSITIVA E PRESSAO NEGATIVA, NO ESTADO DE SANTA
CATARINA

Dissertacdo apresentada ao Curso de P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal do Centro de
Ciéncias Agroveterinarias, da Universidade do Estado de Santa Catarina, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia Animal.

Banca Examinadora

Prof.* Dr.* Renata Assis Casagtande
Orientadora

Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC)

Membros:

Prof.* Dr.* Claudia Pies Biffi
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC)

Prof.* Dr.” Francielli Cordeiro Zimermann
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)

Lages - SC, 28 de fevereiro de 2020






AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pela forga concedida para seguir meus sonhos e a
serenidade para concluir este trabalho.

A minha mée Zenilda e aos meus avds Pedro (em memoria) e Estefania, os quais ndo
mediram esforgos para ajudar-me em todas as etapas da minha vida. O amor que sinto por vocés
é imensuravel. E, a todas as pessoas da minha familia e aos amigos pelas ora¢des e pelo carinho.

Ao Eder, meu marido, obrigada por sempre estar ao meu lado nos momentos de alegria

e dificuldades, pelo companheirismo e pelo incentivo para eu concluir este objetivo. Amo vocé!

Agradeco a minha orientadora, Prof.? Dr.2 Renata Assis Casagrande, pela oportunidade
de participar do programa de pds-graduacdo. Seus ensinamentos contribuiram para o
desenvolvimento deste trabalho e para 0 meu amadurecimento profissional. Obrigada por me
acolher de forma tdo carinhosa, por toda a atengéo e paciéncia nestes anos.

Aos professores do curso de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal — UDESC por
dividirem seus conhecimentos e, em especial ao Prof.° Dr. Anderson Barbosa de Moura, pelo

apoio e confianca.

Agradeco a ajuda de todos os graduandos e pés-graduandos do Laboratdrio de Patologia
Animal. Mesmo com toda a distancia, conseguimos finalizar este trabalho. O auxilio de vocés

foi fundamental.

Agradeco profundamente a cada um que de alguma forma colaborou para a realizagdo

desta conquista. Muito obrigada!






RESUMO

A coccidiose ¢ uma doenca entérica causada por protozoarios do género Eimeria e de grande
importancia econémica na avicultura industrial. O objetivo deste trabalho foi determinar a
prevaléncia de Eimeria sp. em aviarios de frangos de corte com diferentes tipos de climatizacdo
e caracterizar as lesdes de Eimeria através da avaliacdo macroscépica, histopatoldgica e
molecular e também comparar a eficécia destas técnicas. Realizou-se um estudo transversal em
32 aviarios com ventilacdo por pressao positiva (sistema 1) e 32 aviarios por pressao negativa
(sistema 2) em frangos de corte com 29 dias, provenientes de um abatedouro sob Servico de
Inspecdo Federal na Mesorregido Oeste de Santa Catarina. Em cada lote foram retirados
aleatoriamente oito frangos da linha de abate, totalizando 512. Realizou-se a avaliacdo dos
intestinos, os quais foram classificados na macroscopia e histopatologia em grau de 0 a 4, sendo
grau 0 auséncia de lesdes e grau 4 lesGes mais acentuadas e, no contetido intestinal pesquisou-
se por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) as sete espécies de Eimeria. Cada lote avaliado
foi considerado positivo para Eimeria sp. quando houve a visualizac¢do do parasito na histologia
em qualquer segmento intestinal e/ou PCR positivo. A prevaléncia de Eimeria sp. foi de 90,63%
(58/64) (95% IC: 97,77-83,49) com 93,75% (95% IC: 100-85,36) para o sistema 1 e com
87,50% (95% IC: 98,96-76,04) para o sistema 2. Na combinacédo de espécies, a mais prevalente
foi Eimeria acervulina associada com E. maxima e E. tenella, onde o sistema 1 obteve maior
positividade. O teste de concordancia entre a macroscopia e histologia se demonstrou com fraca
correlacdo. Da mesma forma, as correlagdes das lesbes macroscépicas e histopatoldgicas foram
baixas com a PCR. Na comparacdo dos graus de macroscopia e histopatologia, foram
encontradas diferencas significativas entre o grau 0 e 1 e ndo houve diferenca significativa no
grau 2, ja para o grau 3 houve diferenca em duodeno, jejuno e cecos. Conclui-se que Eimeria
sp. possui alta prevaléncia em ambos os sistemas de ambiéncia, com predominio de infeccOes
mistas. O diagndstico macroscopico e a PCR do conteldo intestinal podem gerar uma grande
quantidade de falsos negativos e o exame histopatoldgico se demostrou mais eficaz, tornando
fundamental a associacdo de diferentes técnicas para o correto diagndstico de Eimeria sp. em
frangos de corte.

Palavras-chaves: coccidiose, oocistos, diagnostico, aves, doenca entérica.






ABSTRACT

Coccidiosis is an enteric disease caused by protozoa of the Eimeria genus. It is a disease of
great economic relevance in industrial aviculture. The goal of this project was to determine the
prevalence of Eimeria sp. in broiler houses with different climatization equipment, and to
characterize the Eimeria lesions through macroscopic, histologic and molecular evaluations.
The efficacy of these techniques was also compared. A transversal study was performed in 32
poultry houses with positive pressure ventilation (system 1) and in 32 houses with negative
pressure ventilation (system 2). Broilers were 29 days old at the time of evaluation. All samples
were derived from a slaughterhouse that is inspected by the Federal Service, at the Western
mesoregion of the Brazilian state of Santa Catarina. Eight broilers from each house were
randomly removed from the slaughter line, in a total of 512 samples. Intestines were macro and
microscopically classified into grades 0 (absence of lesions) to 4 (severe lesions). Oocysts from
seven species of Eimeria were researched in intestinal contents by polymerase chain reaction
(PCR). Flocks were considered positive for Eimeria sp. when the parasite could be visualized
in histology and/or when the PCR was positive. The total prevalence of Eimeria sp. was of
90.63% (58/64) (95% CI: 97.77-83.49). Prevalence for system 1 was of 93.75% (95% CI: 100-
85.36) and for system 2 was of 87.50% (95% CI: 98.96-76.04). The most prevalent species
were Eimeria acervulina associated with E. maxima and E. tenella. System 1 had the highest
positivity for these species. The tests of macroscopy and histology were poorly correlated.
Accordingly, macroscopic lesion analysis and histology were poorly correlated with PCR. In
the comparison between macroscopy and histology, there were significative differences
between grades 0 and 1 and there were no differences on grade 2. For grade 3, there were
significative differences in duodenum, jejunum and cecum. It can be concluded that Eimeria
sp. is highly prevalent with both ventilation systems, with predominance of mixed infections.
The macroscopic diagnostic and PCR of intestinal contents may yield high numbers of false
negatives. The histopathology analysis proved to be the most efficacious method. This work
demonstrates the importance of the association of different methods for the correct diagnosis
of Eimeria sp. infection in broilers.

Keywords: coccidiosis, oocysts, diagnostics, poultry, enteric disease.






LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Avaliacdo macroscdpica de Eimeria sp. em frangos de corte: (A) E. acervulina grau
1 em duodeno com estrias brancas dispersas na mucosa. (B) E. acervulina grau 2,
mucosa com estrias brancas ndo coalescentes. (C) E. acervulina grau 3 com parede
intestinal engrossada, estrias brancas abundantes e coalescentes. (D) E. maxima grau
1 em jejuno com petéquias dispersas na serosa. (E) E. maxima grau 2 com
espessamento da parede intestinal e muco alaranjado. (F) E. maxima grau 3, parede
intestinal com embalonamento e espessamento, com petéquias em grande quantidade
na serosa e conteddo intestinal avermelhado no limen. (G) E. tenella grau 1 em ceco
com petéquias dispersas na mucosa. (H) E. brunetti grau 1 em célon com éareas
avermelnadas Na MUCOSA. ........ccviiiierieie e e eneas 64

Figura 2 - Caracterizacdo histopatologica de Eimeria sp. no intestino delgado em frangos de
corte: (A) Lesdo grau 1 em duodeno com discreta quantidade de parasitos em menos
de 10 vilosidades (cabeca de seta). No destaque observa-se oocisto imaturo (cabeca
de seta amarela) e macrogameta (seta). (B) Lesdo grau 2 em duodeno com moderada
quantidade de oocistos imaturos em mais de 10 vilosidades (cabeca de seta amarela).
(C) Lesédo grau 1 em jejuno demonstrando um macrogameta (cabeca de seta). (D)
Lesdo grau 2 em jejuno com moderada quantidade de oocistos imaturos em menos
de 10 vilosidades (cabecas de setas amarelas). Hematoxilina e eosina (HE)............. 65

Figura 3 - Caracterizacao histopatoldgica de Eimeria sp. no ceco de frangos de corte: (A) Lesdo
grau 1 com discreta quantidade de parasitos (cabeca de seta preta) em menos de 10
criptas. No destaque observa-se oocistos imaturos (cabeca de seta amarela) e um
esquizonte (seta). (B) Lesdo grau 2 com moderada quantidade de oocistos imaturos
em menos de 10 criptas (cabeca de seta). (C) Lesdo grau 3 com grande quantidade
de parasitos (cabeca de seta preta) em mais de 10 criptas. No destaque observa-se
oocistos imaturos (cabeca de seta amarela). (D) Lesdo grau 4 com mais de 80% das
criptas repletas de microgametas (cabeca de seta preta), macrogametas (seta) e

oocistos imaturos (cabeca de seta amarela). Hematoxilina e eosina (HE)................. 66






Quadro 1 - Descrigéo dos escores de lesdes intestinais causadas por E. acervulina, E. maxima,
E. necatrix, E. tenella e E. brunetti em frangos de corte ..........cccooevvvviiinienieenns 30
Quadro 2 - “Primers Forward (F) ¢ Reverse (R)”, utilizados na técnica de PCR para a deteccdo
de E. acervulina (ac), E. brunetti (br), E. tenella (tn), E. mitis (mt), E. praecox (pr),

E. maxima (mx), E. necatrix (nc) e o tamanho dos amplicons (TA)........ccccccevvernen. 49






LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Prevaléncia das espécies de Eimeria em frangos de corte em aviarios com ventilagdo
por pressao positiva (sistema 1) e por pressao negativa (Sistema 2) ...........cccccveeneen. 52
Tabela 2 - Associacdo das diferentes espécies de Eimeria em frangos de corte em aviarios com
ventilagdo por presséo positiva (sistema 1) e por pressdo negativa (sistema 2).......... 52
Tabela 3 - Valores médios com desvio padrdo e correlacdo entre aviarios com ventilacdo por
pressdo positiva (sistema 1) e por pressao negativa (sistema 2) para Eimeria sp. em
TrANQOS U8 COME. ...ttt ettt bt 53
Tabela 4 - Resultado das analises univariada e multivariada na determinacdo de fatores

associados a Eimeria sp., tratamento de cama e sistema de ambiéncia em frangos de

Tabela 5 - Frequéncias das lesbes macroscopicas e histopatoldgicas para cada segmento
intestinal nos diferentes graus de lesdo por Eimeria sp. em frangos de corte............. 67
Tabela 6 - Concordancia entre macroscopia, histologia e PCR de Eimeria sp. para cada

segmento intestinal em frangos de COME..........cvviiieiieiie e 67






IEL

%M
NC
OOPG
OR

pb
PCR
PM
gPCR
RNA
RNAse
S1

S2
SDS
SIF
TA

T1

T2

T3

ug

pum

LISTA DE ABREVIACOES

Graus centigrados

Acido desoxirribonucleico
Forca da gravidade

Gramas

Ganho de peso diario
Hematoxilina e eosina
Intervalo de confianca
Intervalo entre lotes
Mililitro

Percentual de mortalidade
Numero de lotes alojados na mesma cama
Oocistos por grama de fezes
Razao de possibilidade
Pares de bases

Reacdo em cadeia da polimerase
Peso médio final

PCR em tempo real

Acido ribonucleico

Enzima ribonuclease
Sistema 1

Sistema 2

Dodecil sulfato de sddio
Servico de Inspecéo Federal
Tamanho dos amplicons
Tratamento 1

Tratamento 2

Tratamento 3

Micrograma

Microlitro

Micrémetro






2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
34.1
3.4.2
343
34.4
3.5
3.6.
3.6.1
3.6.2
3.6.3
3.7

4.1

4.2
421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
425
4.2.6
426.1
4.2.6.2
4.2.6.3

SUMARIO

LN IERI0] 5161070 IR 21
OBUJIETIVOS....oc ettt ettt b ettt e ene e 23
OBJIETIVOS GERAIS..... .ottt s 23
OBJETIVOS ESPECIFICOS......oiiceeveeieeeseeieeeteses e teses s ssnes s snes 23
REVISAO BIBLIOGRAFICA. ..ottt 24
ETIOLOGIA E CICLO BIOLOGICO DE EIMERIA SP......ooviieeeeeeeeeseeeeres 24
MORFOLOGIA E PATOGENIA DE EiMEria SP......ccoveivierieiierieisesierisesesesaasenens 25
IMUNIDADE PARA COCCIDIOSE EM FRANGOS DE CORTE........cccoovvvrienenen, 27
DIAGNOSTICO DE COCCIDIOSE.........coiiieririeeieiineiseesissssseseieessssessssee s ssssens 28
Meétodos tradicionias para o diagnostico de COCCIdIOSE........coovverrereiieeieerieieenen, 28
Avaliacdo macroscopica de EimMeria SP......cccevvvieiiieeie e 29
Exame histopatoldgico de EiMeria SP.......cccccveiiiieiieiie i 30
Diagnostico molecular para identificacao das espécies de Eimeria............c.cc........ 31
INSTALA(}@ES DE FRANGOS DE CORTE.......ccooie e 32
PREVENC;AO E CONTROLE DE COCCIDIOSE.........ccccoiiieeiie e 33
Anticoccidianos para frangos de COMte..........ooiiiiiiniiei e 33
Vacinas anticoccidianas para frangos de Corte..........ccccovvvveviiiciievc e 35
Manejo sanitario para controle de COCCIAIOSE..........ccueveiieiieiiiie e 36
PREVALENCIA DE COCCIDIOSE........c.oiieieeeieeeeeeeesesesseeeisssieses s ssesseneesenns 39

PREVALENCIA DE Eimeria sp. EM AVIARIOS DE FRANGOS DE CORTE
COM VENTILACAO POR PRESSAO POSITIVAENEGATIVA,NO ESTADO

DE SANTA CATARINA . ....coo oottt 43
INTRODUGAD ..ot erie s enes st ent sttt 45
MATERIAL E METODOS...... ..ottt et 46
Calculo para definiCao de @amMOSEIa.........ccoieiiiiiieieere e 46
Local de pesquisa e coleta das amOStras..........ccccveeiieiieiieeiie e 46
Coleta de dados dos lotes avaliados.............coueiiieiiiin i 46
Analise macroscopica e histopatoldgica dos intestinos............ccccceeveveeieciicireenenn, 47
Pesquisa de Eimeria sp. no conteddo intestinal............cccoocevveviiiieiieiv e 47
Identificacdo das espécies de Eimeria pela técnicade PCR.........cccccooveveveivninneen, 48
LiMPEZa A0S O0CISIOS. .....veeveeeieciieieete sttt e e sreeae s e e nneenee s 49
Purificacdo do DNA dos 00Cistos de EIMeria SP.........ccccvvveririnieiieienese e 49

PCR PAra EIMEITA SP...ccuveeiieiieiiiesieeie ettt sttt ae e nbe e 50



4.2.8
4.3
4.4

4.5

5.1
5.2
5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.24
5.2.5
5.3
5.4
5.5

ANAlise eStatiStiCa dOS ATOS. ......eeeeeeeee et e e 51

RESULTADOS ...ttt sttt sttt e 51
DISCUSSAD ...ttt 55
CONCLUSAD ...ttt 58
CARACTERIZACAO ANATOMOPATOLOGICA E MOLECULAR DE
Eimeria sp. EM FRANGOS DE CORTE.........ccoctiiiiiiiiieee e 59
1 RET0] 51U L07:Y o J TR 60
MATERIAL E METODOS ..ottt 62
Local de pesquisa e coleta do material ............ccooeiiiiiiiiiiinei e 62
Avaliagdo macroscopica doS INTESLINOS .........ccoveirerirerereriee e, 62
Analise histopatoldgica dos INTESTINGS ..........ccceeviiiiiiieie e 62
Pesquisa de Eimeria sp. no contetdo intestinal pela técnicade PCR..................... 63
Analise estatistica d0S dadOS..........ccerveieiiiiiiceci s 63
RESULTADOS. ...ttt ettt e et e e snt e e e e e e e nneee e e 63
DISCUSSAD ..ottt 67
CONCLUSAD. ...ttt 70
CONSIDERAQ()ES FINAIS. e 71

REFERENCIAS. ..o oo e e et e e e e et er e e e e es e e e e e e e e es e e e e e s 72



21

1 INTRODUCAO

A carne de frango representa uma importante fonte de proteina e gordura animal. A sua
producdo crescente esta relacionada ao aumento do numero de habitantes no mundo e ao seu
menor preco comparado com outras fontes de carne (BELOVA; SMUTKA,;
ROSOCHATECK'A, 2012).

O Brasil foi 0 segundo maior produtor de carne de frango do mundo em 2018, com
12,86 milhdes de toneladas e o maior exportador com 4,10 milhGes de toneladas, com receita
de US$6,57 bilhGes. Santa Catarina esta em segundo lugar na producdo de frango de corte no
Brasil (ASSOCIAC;AO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2019).

Na avicultura industrial ocorreu intenso aprimoramento nas tecnologias de ambiéncia.
Os aviarios com sistema de ventilacdo por pressdo positiva passaram por inovacdes, as quais
permitiram o desenvolvimento de aviarios com ventilagao por pressdo negativa, onde o controle
de ambiéncia ocorre por painéis de comando (ABREU; ABREU, 2011) e assim, com a
ambiéncia correta, favorece a manutencdo da boa qualidade intestinal e o controle da
mortalidade (CARVALHO et al., 2014). Além disso, houve um intenso desenvolvimento nas
areas de genética, nutricdo e sanidade. Todos estes fatores em equilibrio possibilitam a
avicultura obter o méximo desempenho com melhor custo de produgdo (OLIVEIRA et al.,
2006).

Devido a intensificacdo da producéo avicola, o atual sistema de criacdo tem favorecido
o0 desenvolvimento de doencas que afetam o desempenho dos lotes. A coccidiose constitui-se
uma das enfermidades infecciosas de maior importancia econdmica na avicultura industrial e
gera perdas econdmicas globais, incluindo custos de producdo, prevencdo e tratamento. A
eficacia no controle desta doenca tem papel fundamental para atingir os melhores resultados de
campo (WILLIAMS, 1999; BLAKE; TOMLEY, 2014; QUIROZ-CASTANEDA; DANTAN-
GONZALEZ, 2015). E extremamente raro encontrar um lote comercial de frango de corte que
néo esteja acometido por Eimeria sp. (PEEK; LANDMAN, 2011). A coccidiose é uma doenca
entérica causada por protozoarios do género Eimeria que vivem intracelularmente ao longo do
epitélio intestinal das aves. Os oocistos esporulados sdo comumente ingeridos com alimento
ou agua contaminados, os quais infectam e desenvolvem-se nas células intestinais modificando
suas estruturas e vilosidades. Este processo de reproducao afeta o desempenho e a mortalidade
dos lotes e causa grande impacto negativo para o sistema de produgéo de frangos de corte
(MCDOUGALD, 2008; KAWAZOE, 2009).
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Conforme a espécie, grau de infeccdo e medidas preventivas utilizadas para o seu
controle, a coccidiose pode apresentar-se de maneira subclinica. Desta forma, o diagndstico e
o0 tratamento devem ser estabelecidos de forma correta. Entretanto, ainda é necessario aprimorar
0s estudos para auxiliar no diagnostico da coccidiose subclinica, pois esta também provoca
prejuizos econdémicos com a redugdo dos processos digestivos e absortivos (MEIRELES, 20009;
SHIRZAD et al., 2011).

A identificacdo das espécies circulantes e a importancia destas para o desenvolvimento
do lote é fundamental para que as equipes técnicas de veterinarios e 0s avicultores sejam
direcionados para as decisdes assertivas em relacdo a composi¢do e 0 uso de anticoccidianos
ou vacinas nos lotes (MCDOUGALD; FULLER; MATTIELO, 1997). Com o tratamento
correto e a desinfeccdo das instalagdes, a industria avicola moderna conseguird atingir o
desempenho almejado na producéo de frangos de corte (CHAPMAN, 2014).

A avaliacdo da prevaléncia de Eimeria sp. em aviarios com ventilacdo por pressao
positiva e negativa, dos resultados técnicos dos lotes e também do manejo de cama realizado
no intervalo entre lotes, irdo auxiliar nas medidas de controle para a coccidiose. A comparagao
dos testes de diagnostico macroscépico, histopatoldgico e reacdo em cadeira da polimerase
(PCR) irdo direcionar a melhor técnica para diagnosticar as espécies de Eimeria sp. presentes
nos lotes de frangos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Determinar a prevaléncia e identificar as espécies de Eimeria presentes em lotes de
frangos de corte na Mesorregido Oeste de Santa Catarina, utilizando diferentes métodos de

diagnostico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Verificar se ha diferenca na prevaléncia de Eimeria sp. em aviarios com ventilacdo
por pressdo positiva e negativa e avaliar os fatores associados a infeccéo;

b. Comparar a avaliacdo das lesGes macroscépicas com a analise histopatoldgica para
Eimeria sp.;

c. Determinar a eficiéncia da avaliacdo macroscopica, histopatolégica e PCR no
diagnostico de coccidiose;

d. Verificar as espécies de Eimeria presentes nos lotes de frango de corte pela técnica
de PCR.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ETIOLOGIA E CICLO BIOLOGICO DE Eimeria sp.

A coccidiose aviaria € a principal infeccdo parasitaria presente na avicultura industrial.
E causada por protozoarios do género Eimeria que pertencem ao Filo Apicomplexa, Classe
Sporozoea, Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidiorida, Subordem Eimeriorina e Familia
Eimeriidae, sendo espécie-especifico (KAWAZOE, 2009). Sete espécies podem parasitar as
galinhas (Gallus gallus domesticus): Eimeria acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis, E.
necatrix, E. praecox e E. tenella. Cada espécie parasita uma regido especifica do intestino, as
infeccdes podem ser por mais de uma espécie simultaneamente e ndo ha imunidade cruzada
entre as espécies (ROSE; LONG, 1962; ALLEN; FETTERER, 2002; MEIRELES, 2009;
SHIVARAMAIAH; BARTA; HERNANDEZ-VELASCO, 2014).

O ciclo de vida de Eimeria sp. é de quatro a oito dias, conforme a espécie, e desenvolve-
se em um Unico hospedeiro (monoxeno), com multiplicacdo assexuada (merogonia ou
esquizogonia), sexuada (gametogonia) dentro das células do hospedeiro e por Udltimo a
esporogonia no meio ambiente (CHAPMAN et al., 2013). Apenas 0 oocisto esporulado é
infectante, e possui quatro esporocistos com dois esporozoitos, totalizando oito esporozoitos
(KAWAZOE, 2009). Para a esporulacdo sdo necessarios trés pontos importantes: temperaturas
entre 18 e 30°C, umidade relativa maior que 70% e ambiente bem oxigenado. O tempo médio
de esporulacéo é de 17 horas para E. acervulina, 18 horas para E. tenella e 30 horas para E.
maxima (LONG; REID, 1982), e ficam viaveis no ambiente por até seis meses (ALLEN;
FETTERER, 2002).

A infeccdo é fecal-oral, e apds a ingestdo dos oocistos esporulados as aves tornam-se
infectadas e ocorre a liberacdo dos esporozoitos. Estes invadem a célula hospedeira, geralmente
0s enterdcitos, células da lamina propria ou criptas epiteliais, conforme a espécie de Eimeria.
Apos a penetragéo nas células do epitélio intestinal h4 o desenvolvimento de um esquizonte de
primeira geracdo (esquizogonia) e a sua consequente maturacdo com rompimento e liberacéo
de merozoitos, que penetram nas células do epitélio intestinal e formam o esquizonte de
segunda geracdo. Os merozoitos de segunda e terceira geracdo séo liberados e penetram nas
células intestinais onde se diferenciam em micro e macrogametas. Ha a fertilizacdo dos
macrogametas pelos microgametas biflagelados (gametogonia), seguida da formacdo do
oocisto e rompimento da célula intestinal, finalizando com a liberagdo do oocisto imaturo nas

fezes. A esporogonia € a fase da esporulacdo do oocisto no ambiente (KAWAZOE, 2009).
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Durante a segunda e terceira fase da replicagdo assexuada, o dano intestinal é mais
evidente devido ao alto nimero de merozoitos que infectam os enterdcitos. Esta fase da vida
assexual resulta em um grande numero de parasitos (CHAPMAN et al., 2013).

A forma de disseminacdo dos oocistos é mecanica e ocorre pela propagacdo de fezes
gue contaminam cama, poeira, insetos, moscas e fomites. As infec¢cdes séo autolimitadas e
dependem do nimero de oocistos ingeridos e do estado imunoldgico da ave (MCDOUGALD,
2008).

A parede do oocisto é extremamente forte e resistente a danos mecanicos, quimicos e
desafios ambientais. A parede é dupla e formada pela liberacdo sequencial do contetdo de duas
organelas especificas formadoras de parede Tipo 1 e 2, encontradas exclusivamente no estagio
sexual de macrogameta. Essa resisténcia permite que 0s oocistos sobrevivam por longos

periodos, facilitando a transmissao de hospedeiro para hospedeiro (MAI et al., 2009).

3.2 MORFOLOGIA E PATOGENIA DE Eimeria sp.

Para cada oocisto de Eimeria sp. existem caracteristicas especificas que auxiliam na sua
identificacdo. Os oocistos de E. acervulina sdo ovoides e mais alongados que os das demais
espécies e medem de 17,7 a 20,2um por 13,7 a 16,3um (LONG; REID, 1982). Desenvolvem-
se na porcao anterior do intestino delgado e em infecgdes severas podem ser encontrados no
jejuno. Essa espécie causa alteracdes visiveis na mucosa e na serosa do intestino, que podem
causar desde pontos brancos até estrias brancas coalescentes. Na microscopia pode-se observar
numerosos oocistos e gametocitos em desenvolvimento (MCDOUGALD, 2008).

Eimeria maxima possui oocistos que superam no tamanho das demais espécies, 0s
maiores medem 42,5um por 21,5um e os menores de 29,8um por 16,5um (LONG; REID,
1982). Os oocistos séo ovoides, com parede lisa ou discretamente rugosa e séo de cor amarelada
(MCDOUGALD, 2008). Desenvolvem-se na regido média do intestino delgado (jejuno e ileo)
mas, em infec¢des severas podem alcancar o duodeno ou se deslocarem até a juncgéo ileocecal.
Causa um espessamento da mucosa intestinal com petéquias na serosa. O intestino pode
apresentar uma dilatacdo na regido afetada e estar repleto de contetdo mucoso de coloragéo
laranja ou estar com hemorragias (CONWAY; MCKENZIE, 2007). Na microscopia observa-
se 0 desenvolvimento dos esquizontes até o quarto dia apés a infeccdo e do quinto ao oitavo dia
0s estagios sexuados (macrogametas e microgametas) (MCDOUGALD, 2008).

Eimeria tenella possui oocistos ovoides, medindo de 19,5 a 26pm por 16,5 a 22,8um

(LONG; REID, 1982). A infecgéo é aguda e altamente patogénica, responsavel por surtos com
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alta morbidade e mortalidade. Todo o ciclo ocorre nos cecos causando tiflite, com sangramento
e espessamento da parede intestinal do quarto ao sexto dias apos a infeccdo, coincidindo com a
maturacao da segunda geracao da esquizogonia. A subita mortalidade das aves causada por esta
espécie pode ultrapassar 20% em um periodo de dois a trés dias. Porém, a hemorragia por si s6
ndo é a unica responsavel pela morte da ave, provavelmente ocorre interago de fatores toxicos
e bacterianos durante a infeccdo (MCDOUGALD, 2008).

Eimeria brunetti possui oocistos ovoides, medindo 20,7 a 30,3um por 18,1 a 24,2um
(LONG; REID, 1982) e abriga-se na juncao ileocecal e célon. E uma espécie patogénica que
em infecgdes leves causa engrossamento da mucosa e petéquias, até uma colite fibronecrética
em casos graves. Na analise microscopica, no quarto dia apdés a infeccdo observa-se 0s
esquizontes. A partir do quinto dia, as vilosidades sdo rompidas e 0s merozoitos passam para a
fase sexuada (MCDOUGALD, 2008).

Os oocistos de E. necatrix sdo ovoides e oblongos e medem de 13,2 a 22,7um por 11,3
a 18,3um (LONG; REID, 1982). Devido a competicdo com outras espécies de Eimeria, nas
primeiras semanas de vida das aves e por ser pouco prolifera, E. necatrix causa casos clinicos
apenas em aves de vida longa, entre nove a 14 semanas de idade. Desenvolvem-se no jejuno e
ileo, onde ocorre a reproducado assexuada. Em seguida, a terceira geracao de esquizontes migra
para 0 ceco onde passa pela reproducdo sexuada e formacdo dos oocistos (SHIRLEY;
BUMSTEAD, 1994). As lesbes que ocorrem no intestino delgado sdo causadas principalmente
pela segunda geracdo de esquizontes que alcancam a camada muscular e 0s vasos sanguineos.
Pode-se observar acentuada dilatacdo do intestino na regido afetada, com um aumento de até
duas vezes o seu tamanho normal. Formam placas brancas na serosa devido a aglomeracao de
esquizontes e o interior do intestino pode estar repleto de sangue e muco (CHAPMAN, 2014;
MCDOUGALD, 2008). E altamente patogénica e causa alta morbidade e mortalidade
(WILLIAMS, 1999).

Os oocistos de E. mitis possuem em média 16,2um x 15,5um, quase esféricos. Seu
desenvolvimento ocorre no duodeno e jejuno até aproximadamente o diverticulo de Meckel. A
infeccdo pode causar intestino palido e flacido, mas sua visualizagdo macroscopica nao é
percebida pois, ndo formam coldnias e localizam-se superficialmente no epitélio da mucosa do
intestino. E. praecox possui oocistos ovoides e sdo mais largos que as demais espécies, medem
de 19,8 a 24,7um por 15,7 a 19,8um (LONG; REID, 1982). Essa espécie desenvolve-se no
duodeno e jejuno e o conteldo intestinal pode apresentar-se aquoso e com mMmuco
(MCDOUGALD, 2008).
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Eimeria praecox e E. mitis ndo produzem les6es macroscopicas e ndo causam aumento
da mortalidade nas aves e, muitas vezes, sdo consideradas apatogénicas. No entanto, em
infeccdes experimentais estas duas espécies causaram enterite, diarreia e perda na conversdo
alimentar (ALLEN; FETTERER, 2002). Portanto, certamente podem causar perdas comerciais
e precisam ser pesquisadas e controladas nos lotes de frangos de corte (MEIRELES;
ROBERTO; RIERA, 2004).

Quanto a patogenicidade, os protozoarios de Eimeria sp. modificam a estrutura e a
aparéncia da parede intestinal e causam alta morte celular (FORTUOSO et al., 2019a). Todas
as fases do ciclo destroem as células intestinais, resultando em 2.048 células destruidas para
cada oocisto que for ingerido. Essas células sdo responsaveis pela absor¢do de vitaminas, sais
minerais, carotenoides, carboidratos, lipideos, proteinas, agua e medicamentos (KAWAZOE,
2009).

A coccidiose pode ser aguda ou subclinica. Na coccidiose aguda, 0s aspectos
zootécnicos mais observados sdo desuniformidade, penas arrepiadas, diarreia mucoide ou
sanguinolenta e consequente desidratacdo, baixo ganho de peso, perda na conversao alimentar
e pode apresentar aumento da mortalidade (VERMEULEN; SCHAAP; SCHETTERS, 2001,
BELOTE et al., 2019). A coccidiose subclinica esta presente em quase todos os lotes de frango
de corte (ALLEN; FETTERER, 2002). E uma doenca importante e compromete o
desenvolvimento das aves, mesmo com auséncia ou sinais clinicos discretos. O dificil
diagnostico da coccidiose subclinica também impede a industria avicola de avaliar a melhor
estratégia possivel para o controle desta doenca (SHIRZAD et al., 2011).

Em pesquisa realizada para estimar o impacto no desafio da coccidiose na curva de
crescimento da ave, observou-se que para cada ponto de aumento na avaliacdo microscépica
das lesbes de coccidiose, 0 peso corporal diario caiu 1,5% durante o periodo de desafio de seis
dias (GAZONI et al., 2015).

A coccidiose pode contribuir com a ocorréncia de outras infec¢des, uma vez que a
destruicdo da parede intestinal abre portas para outros agentes infecciosos oportunistas
(FORTUOSO et al., 2019a). As lesbes na mucosa intestinal contribuem com a elevagdo da
mucogénese e 0 aumento do muco facilita a adesdo e replicacdo de Clostridium perfringens e a
producdo de toxinas (BELOTE et al., 2018). Também podem predispor a colonizacdo por
Salmonella sp., na qual destaca-se S. Typhimurium e S. Enteritidis, que sdo de grande

preocupacao para saide humana por causarem infeccéo alimentar (BLAKE; TOMLEY, 2014).

3.3 IMUNIDADE PARA COCCIDIOSE EM FRANGOS DE CORTE
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Os estudos sobre a aquisi¢éo de imunidade das aves por Eimeria sp. mostraram que a
resisténcia a uma dose desafiadora de oocistos ndo era devido a idade, mas era dependente da
exposicdo prévia a infeccdo. Também relataram as variacGes distintas no tamanho e na forma
dos oocistos na mesma ave, sugerindo que mais de uma espécie poderia ocorrer no frango
(JOHNSON, 1927; CHAPMAN, 2014). Em seguida, ficou estabelecido que a infecgdo com
uma espécie Eimeria ndo provocava protecdo contra outras espécies, desta forma ndo ha
imunidade cruzada (ROSE; LONG, 1962). Nos estudos posteriores, esta informacéo foi
confirmada e sabe-se que é comum ocorrer infec¢des simultaneas por mais de uma espécie de
Eimeria e que ap6s uma infec¢do priméaria a ave pode desenvolver imunidade para novos
desafios (MEIRELES, 2009).

Eimeria provoca no hospedeiro a ativacdo das respostas imune humoral e celular
(HONG et al., 2006). A principal responsavel pela protecdo é a imunidade celular, realizada
principalmente por células T residentes no tecido linfoide associado ao intestino. Os linfocitos
T podem atuar como células citotdxicas que ajudam a eliminar o parasito, bloqueando seu ciclo
de reproducdo (ALLEN; FETTERER, 2002; LILLEHOJ; MIN; DALLOUL, 2004). A
imunidade adquirida é dependente de linfocitos T e os linfocitos B ndo estdo envolvidos neste
processo (CHAPMAN, 2014).

Aves jovens, devido a falta de maturidade do sistema imunoldgico, sdo mais suscetiveis
a infeccdes clinicas e, quanto menor a idade, mais grave serd o contagio e o desenvolvimento
da doenca (GAZONI et al., 2015). Nas infeccBes primarias ha o desenvolvimento de resisténcia
especifica para cada espécie de Eimeria e nas infec¢bes secundarias as aves desenvolvem
imunidade solida homoéloga. A imunidade ndao impede a invasdo de células pelo esporozoito,
mas impede o seu desenvolvimento (ALLEN; FETTERER, 2002).

3.4 DIAGNOSTICO DE COCCIDIOSE

3.4.1 Meétodos tradicionais para o diagnostico de coccidiose

As técnicas tradicionalmente utilizadas para a identificacdo das espécies de Eimeria séo
morfologia e morfometria de seus esporocistos e oocistos, contagem de oocistos por grama de
fezes (OOPG), tempo de esporulagdo dos oocistos, duracdo dos periodos pré-patentes e testes
de especificidade imunolédgica (JOYNER; LONG, 1974; LONG; REID, 1982; GASSER et al.,
2001; BARKWAY et al., 2015). Para as duas Ultimas técnicas, é necessério 0 uso de animais e

requer maior tempo para a experimentacdo. A morfologia e morfometria sdo realizadas em
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testes laboratoriais com o exame das fezes ou da cama do aviario pelo método de concentracdo
dos oocistos por flutuacdo saturada (LONG; JOYNER, 1984). A identificacdo de diferentes
espécies com base nestas técnicas é desafiadora e requer uma combinacdo de caracteristicas
para fechar o diagndstico por espécie. Todos os métodos requerem méo-de-obra qualificada,
tém uma relacdo pobre com o impacto do parasito no desempenho de um lote (LONG;
JOYNER, 1984; HAUG et al., 2008) e necessitam de combinacdo com outra técnica de
diagnostico (WILLIAMS et al., 1996).

3.4.2 Avaliacdo macroscopica de Eimeria sp.

O diagnostico classico de coccidiose é realizado pela avaliagdo macroscopica do
intestino com observacdo de lesdes especificas em duodeno, jejuno, ileo, cecos e célon
(JOHNSON; REID, 1970). Os sinais clinicos, o histérico do lote e a avaliacdo macroscopica
do intestino fornecem um indicativo da espécie envolvida (LONG; JOYNER, 1984).

Eimeria acervulina, E. maxima e E. tenella causam lesdes tipicas no duodeno, jejuno e
cecos, respectivamente. Estas sdo as espécies que tém maior ocorréncia nas monitorias
sanitarias nos lotes de frangos de corte. E. mitis e E. praecox instalam-se na regido superficial
do epitélio e causam lesdes leves. Estas sdo comuns em frangos de corte, mas dificeis de
observar, pois ndo produzem lesGes macroscopicas que facilitem seu monitoramento. Eimeria
tenella e E. necatrix possuem localizacdo profunda no epitélio e podem causar hemorragias e
necrose epitelial (CHAPMAN, 2014).

Na avaliacdo macroscoOpica de Eimeria sp. as lesdes sdo classificadas em escores de 0 a
4, onde 0 é auséncia de lesdo e 4 é a lesdo mais grave, conforme descrito no Quadro 1.
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Quadro 1 - Descricdo dos escores de lesbes intestinais causadas por Eimeria acervulina, E.

maxima, E. necatrix, E. tenella e E. brunetti* em frangos de corte.

Eimeria Localizacdo Escore 1 Escore 2 Escore 3 Escore 4
LesBes menores, abundantes e Les6es completamente coalescentes na
coalescentes. Podem se estender até o mucosa do duodeno, com aspecto
resquicio do saco vitelinico. Parede |acinzentado. Jejuno com estrias brancas.
intestinal engrossada e contetido Mucosa espessa e com descamagao
aquoso. celular.

Lesdes mais proximas, mas ndo
coalescentes. Parede intestinal
sem espessamento. Conteido

intestinal normal.

Estrias brancas, com orientagéo
E. acervulina | Duodeno transversa em relacéo as paredes

intestinais. Até 5 lesdes por cm?.

Presenca de petéquias dispersas na |Serosa com numerosas petéquias.

. Parede intestinal com embalonamento e
serosa. Pode estar presente pequena | Pode haver muco alaranjado.

- Parede intestinal espessada e
espessamento. Superficie mucosa

E. maxima Jejuno quantidade de muco alaranjado. Pouco ou nenhum < P . embalonada em quase toda a extens&o.
P aspera. Conteudo intestinal com L
Auséncia de embalonamento e embalonamento. Espessamento A . Presenca de sangue digerido.
L L codgulos sanguineos e muco.
espessamento do intestino. da parede intestinal.
Hemorragia no limen do jejuno. Serosa
com petéquias vermelhas e/ou placas L .
PET P - . Presenca de hemorragia e intestino
Petéquias dispersas e manchas Numerosas petéquias na serosa. | brancas. Superficie serosa aspera e
. . . escuro, com muco marrom ou vermelho.
E. necatrix Jejuno brancas na serosa. Dano pouco Pode estar presente leve espessa com pequenas hemorragias
5 P . Embalonamento pode se estender por
aparente na mucosa. embalonamento. pontuais. Auséncia de contetido

. . uase todo o intestino.
intestinal. Embalonamento se estende a

sobre a metade inferior do jejuno.

PE Maior niimero de petéquias e Grande quantidade de sangue
Poucas petéquias dispersas na . .
. presenca de sangue aquoso. coagulado. Cecos com pouco ou Parede cecal distendida, com sangue e
E. tenella Cecos mucosa. Contetido cecal normal. Sem . . . .
Parede cecal um pouco espessa. | nenhum contetdo fecal. Trabéculas | areas de necrose. Material fecal ausente.
espessamento da parede cecal. ! ! N .
Trabéculas cecais normais. disformes e parede cecal espessa.

Parede intestinal espessada com
Parede intestinal acinzentada. Parte presenca de exsudato catarral
E. brunetti Célon inferior espessada. Presenca de vermelho. Riscos vermelhos
descamagéo celular cor alaranjada. | podem estar presentes no célon,
com lesdes nas tonsilas cecais.

Necrose da mucosa com coagulagéo
sanguinea, enterite com sangue na
parte final do cdlon. Lesdes podem se
estender para os cecos, ileo e jejuno.

*Adaptado de Johnson e Reid,1970.

3.4.3 Exame histopatologico de Eimeria sp.

O diagnostico por histopatologia é muito importante e deve ser realizado em conjunto
com a macroscopia. Contribui principalmente nos casos onde ha lesbes discretas ou
inespecificas macroscopicamente, auxilia a estabelecer a taxa de infec¢do e as lesbes epiteliais.
Os fragmentos do intestino (duodeno, jejuno, ileo, cecos e/ou cdlon) séo coletados e os cortes
geralmente s&o corados por hematoxilina e eosina (HE) (KAWAZOE et al., 2005).

Eimeria acervulina, E. maxima, E. necatrix e E. tenella sdo facilmente identificadas
pelo tamanho de seus oocistos e esquizontes em conjunto com a localizagdo e a aparéncia das
lesbes macroscopicas no intestino. Os maiores oocistos pertencem a E. maxima, tornando-se
facilmente distinguivel. As lesdes produzidas pelas demais espécies ndo sdo seguramente
distintas na histopatologia pois o0 tamanho dos oocistos sdo semelhantes aos de outras espécies
(MCDOUGALD, 2008).

Estudos para a identificacdo de Eimeria sp. por histologia sdo utilizados para auxiliar
no diagndstico macroscopico em conjunto com as avaliacbes de impacto nos indicadores
técnicos como mortalidade, ganho de peso e conversao alimentar (AMER et al, 2010; BELOTE
et al, 2019; FORTUQOSO et al., 2019a). Emprega-se também para avaliar a efetividade de
produtos anticoccidianos (SHE et al., 2017; FORTUOSO et al., 2019b) e de vacinas (JEFFERS,
1975; SONG et al., 2016; SUPRIHATI; YUNUS, 2018).
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3.4.4 Diagndstico molecular para identificacdo das espécies de Eimeria

O desenvolvimento de métodos moleculares para a analise de Eimeria sp. destacou-se
como uma ferramenta importante para a deteccdo de infeccdo subclinica (MORGAN et al.,
2009) e para auxiliar no diagnostico em casos com mais de uma espécie infectante (MORRIS
etal., 2007). A maior prevaléncia de uma espécie em um lote de frangos pode indicar 0 aumento
na resisténcia as drogas utilizadas para essa espécie e desta forma, direcionar para a melhor
escolha de novos tratamentos (LAN et al., 2017). Outra aplicacdo importante para o diagnostico
de espécies € o controle de pureza das cepas usadas para preparar vacinas vivas, assim evitando
0 potencial de contaminacdo cruzada (ALLEN; FETTERER, 2002; FERNANDEZ et al.,
2003b).

Os avancos nos estudos moleculares e o surgimento da PCR permitiram analises com
menor quantidade de parasitos (MORRIS; GASSER, 2006). O desenvolvimento de ferramentas
moleculares ndo permitiu apenas os diagndsticos, mas também o estudo da variabilidade
genética de patdgenos baseados em pequenas quantidades de oocistos através de marcadores
moleculares (CARVALHO et al., 2011).

As pesquisas continuaram voltadas para o diagnostico das espécies de Eimeria que
infectam as aves domésticas, e a Multiplex PCR apresentou resultado eficiente, com diagndstico
simultdneo das sete espécies de Eimeria. Amplificacdes de PCR padrdo foram inicialmente
testadas para reacdes individuais de cada par de primer, a fim de obter uma condicdo de reacédo
comum para as sete espécies de Eimeria. Esta condicdo foi entdo adaptada para reacOes
maltiplas. Em seguida, foi realizado teste preliminar em reacGes individuais e mdltiplas
utilizando suspensdes de oocistos para avaliar a sensibilidade do ensaio em condi¢fes
semelhantes as de campo, utilizando fezes ou cama de aviario (FERNANDEZ et al., 2003b).

A Multiplex foi utilizada para detectar Eimeria sp. em frangos de corte na India
(VENKATESWARA et al., 2013). Em pesquisa realizada na Mesorregido Sul do estado de
Santa Catarina foram diagnosticadas as sete espécies de Eimeria na mesma reacdo de PCR
(MORAES et al., 2015). Com esta mesma técnica, pesquisou-se a prevaléncia e resisténcia a
medicamentos para as espécies de Eimeria em granjas de frangos de corte na China (LAN et
al., 2017). As reacdes multiplas mostraram-se eficientes, entretanto a complexa interacdo
molecular pode alterar a eficiéncia de ligacdo dos primers (MORAES et al., 2015).

A tecnologia de PCR em tempo real (qQPCR) é uma evolu¢cdo do método da PCR
convencional e permite que os processos de amplificacdo, deteccdo e quantificacdo de DNA



32

sejam realizados em uma Unica etapa. A qPCR oferece sensibilidade e velocidade para a anélise
das amostras, e a abordagem tem a capacidade de quantificar o DNA (HEID et al., 1996).

Apesar de muitos esforcos de pesquisa direcionados para técnicas moleculares, e muito
progresso foi observado neste campo, o uso pratico para os diagndsticos de coccidiose ndo estao
disponiveis nos sistemas de producéo de frangos de corte, pois a PCR e a gPCR requerem maior
custo na aquisicéo dos equipamentos e no material para as anélises (MORRIS; GASSER, 2006;
VRBA; BLAKE; POPLSTEIN, 2010; YOU, 2014).

3.5 INSTALACOES DE FRANGO DE CORTE

Atualmente, na avicultura industrial ha dois sistemas de controle de ventilagdo nos
aviarios: por pressdo positiva e negativa. No primeiro, 0 manejo de cortinas, ventiladores e
aquecimento séo realizados de forma manual pelo avicultor. No segundo, houve a aplicacéo de
novas tecnologias e a ventilacdo, controle de temperatura e umidade dos aviarios sao realizados
por um painel de comando, no qual as necessidades de ambiéncia das aves sdo ajustadas. A
ventilacdo é realizada por exaustores e todos 0s equipamentos sdo ativados automaticamente.
Estes sistemas sdo chamados de aviérios convencionas e climatizados, respectivamente
(ABREU; ABREU, 2011).

As aves sao homeotérmicas e capazes de regular a temperatura corporal. O mecanismo
de homeostase, entretanto, é eficiente somente quando a temperatura ambiente esta dentro do
desejado. Regibes onde a temperatura ambiente é alta ou muito baixa, as aves possuem maior
necessidade de energia do que aquelas que estdo em ambientes termo neutralizados. Esse
desequilibrio prejudica a produtividade das aves (OLANREWAJU et al., 2010).

A temperatura ambiente de conforto térmico das aves é de 35°C nos primeiros trés dias
de vida, 28°C na segunda semana de vida e de 18°C na fase adulta (ABREU; ABREU, 2011).
Porém, essas temperaturas favorecem o ciclo de reproducéo da Eimeria sp. e quando o aviario
encontra-se com a umidade relativa maior que 70%, os oocistos liberados na cama do aviario
sofrem esporulacdo rapidamente (LONG; REID, 1982; ALLEN; FETTERER, 2002).

O sistema de ventilagcdo por pressdo negativa possui a associacdo de ventilagdo com
sistemas de resfriamento do ar e trabalha com luminosidade controlada, e quando bem
manejados, permitem uma maior densidade de aves por metro quadrado. Este sistema foi
desenvolvido para melhorar a eficiéncia na producdo, com énfase nos aspectos produtivos,
sanitarios e bem-estar das aves (ABREU; ABREU, 2011; NOWICK et al., 2011). Nos aviarios

com ventilagcdo por pressao positiva os avicultores apresentam maior dificuldade em manter a
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temperatura e a renovacdo de ar desejada durante todas as fases do lote. No entanto, as
instalagOes climatizadas possuem maior densidade de alojamento e por este motivo também
podem sujeitar as aves ao estresse caldrico na fase final de producéo. Assim, 0 manejo correto
de ambiéncia é necessario, pois o estresse ambiental influencia na reducdo do desempenho de
producdo e no aumento da mortalidade do lote (CARVALHO et al., 2014).

Um aviario climatizado pode conter de 25 a 50 mil aves por instalagdo de 1.200m? a
2.400 m?, respectivamente, e ainda podem estar presentes até dez aviarios na mesma
propriedade. Atualmente, as industrias de frangos de corte estdo mais restritas geograficamente,
com producéo elevada em pequenas areas. Assim, as condi¢fes comerciais sob as quais as aves
séo criadas fornecem condigOes ideais para a transmissao de Eimeria sp. (CHAPMAN et al.,
2013). A intensificacdo da producdo de aves aumentou a importancia da coccidiose, pois além
das aves serem susceptiveis a todas as espécies de Eimeria sp., a producdo em alta densidade
facilita a transmissdo do parasito entre os animais e propriedades diferentes (SHIRLEY;
SMITH; BLAKE, 2007; HINSU et al., 2018).

3.6 PREVENCAO E CONTROLE DE COCCIDIOSE

A producdo comercial de aves somente € vidvel economicamente com o controle da
coccidiose. O cuidadoso manejo com o0s animais e a biosseguridade das instalagdes,
combinados com medicamentos anticoccidianos na racdo e/ou vacinagdo, sdo importantes
ferramentas para a prevencdo e controle desta doenca (KAWAZOE, 2009; ABDISA et al.,
2019).

3.6.1 Anticoccidianos para frangos de corte

Os anticoccidianos sdo classificados como coccidiostaticos e coccidicidas. Os
coccidicidas sd@o produtos quimicos utilizados para o tratamento da doenca e tém modos
especificos de acdo diretamente no metabolismo do parasito e causam a sua morte (ampralio,
toltazuril, sulfas). Os coccidiostaticos sdo drogas utilizadas para o controle, pois interrompem
o ciclo do parasito sem destrui-lo. Sdo divididos em dois grupos: drogas resultantes de sintese
quimica (diclazuril, nicarbazina e robenidina) ou os antibiéticos iondforos (lasalocida,
maduramicina, monensina, narasina, salinomicina e senduramicina) (ALLEN; FETTERER,
2002).
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Os coccidiostaticos foram os primeiros a serem descobertos. Essas moléculas sdo
absorvidas na corrente sanguinea das aves e atingem os parasitos em desenvolvimento nas
células epiteliais do intestino. A nicarbazina foi langada em 1955 e ainda continua em uso
devido aos seus bons resultados (CHAPMAN, 1997; CHAPMAN et al., 2013). E o (nico
anticoccidiano quimico que ndo apresentou resisténcia ao longo do tempo. Porém, em
condicdes de alta temperatura ambiente observa-se piora no desempenho do lote e aumenta a
taxa de mortalidade por estresse calérico (DONZELE et al., 2001).

Os iondforos sdo subprodutos da fermentacdo bacteriana e tém um modo de agédo
diferente das drogas sintéticas. Sao capazes de destruir esporozoitos e merozoitos no limen do
intestino ou apds a penetracdo celular. Agem através de mecanismos gerais de alteracdo do
transporte iénico e desequilibrio osmoético (CHAPMAN et al., 2013; ALLEN; FETTERER,
2002). Atualmente, por proporcionarem um lento desenvolvimento de resisténcia quando
comparados as drogas quimicas, os antibioticos iondforos sdo os mais utilizados nas criacoes
comerciais de frangos de corte (MARTINS et al., 2012).

O inicio da utilizacdo da monensina foi em 1971, a qual teve grande utilizacdo para o
controle da coccidiose (CHAPMAN, 1997). Porém, em 1981 foi lancada a salinomicina no
Brasil e a senduramicina em 1995, tornando-se os ion6foros mais usados no controle da
coccidiose avidria, por aliar eficacia e custo compativeis. Estes anticoccidianos demonstraram
ser eficientes no controle da enfermidade, com diminui¢&o dos oocistos e das lesdes intestinais,
somado com a melhora do ganho de peso e conversdo alimentar (MCDOUGALD et al., 1990;
CONWAY; DAYTON; MCKENZIE, 1999; PESTI et al., 2002; DINIZ et al., 2009).

Embora possa haver variagdo sazonal no uso de drogas, a quimioterapia como meio de
controle € generalizada. Pesquisas realizadas nos Estados Unidos indicam que o uso de drogas
anticoccidianas em frangos de corte varia de 70% a 98%, dependendo da estacdo do ano. Na
Europa Ocidental, o uso € de 91% (CHAPMAN et al., 2013). No Reino Unido, mais de 40%
dos medicamentos vendidos para uso em animais de producao sdo para o controle de parasitos,
destes os iondforos representaram mais de 70% (BLAKE; TOMLEY, 2014).

Os coccidiostaticos ndo sdo utilizados para combater um surto, mas sabe-se que as
drogas permanecem eficazes no campo apenas porque suprimem parcialmente o
desenvolvimento do parasito. Desta forma, permitem que as aves adquiram imunidade natural
pela baixa exposi¢do de oocistos no ambiente, os quais ndo foram atingidos pela acdo da droga
(ABDISA et al., 2019). Para eliminar residuos de anticoccidianos das carcagas dos frangos, €
utilizado uma racéo pré-abate livre de medicacdo. Porém, o periodo de caréncia pode causar

aumento no risco de infeccdo na fase final de crescimento do lote (MARTINS et al., 2012). Por
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outro lado, o desenvolvimento da imunidade natural pode atuar de forma positiva neste periodo
de retirada da racéo e evitar surtos (CHAPMAN, 1999).

Um certo grau de resisténcia a todas as drogas anticoccidianas, incluindo os ionoforos,
se desenvolveu. A evolucao de coccidios resistentes a varias drogas pode se tornar uma ameaca
potencial & avicultura. Recomenda-se a rotacdo de drogas anticoccidianas e principalmente
programas alternativos para prevenir novas perdas econdmicas causadas pela coccidiose (LAN
etal., 2017).

Em 2003 foi publicado o regulamento EC 1831/2003, com a Legislacdo Europeia
vigente, que aprova e regulamenta o uso de aditivos para alimentagéo animal. O Conselho da
Unido Europeia definiu que substancias com efeitos coccidiostaticos deverdo ser consideradas
como aditivos para a alimentacdo animal e que, estes ndo devem ter um efeito adverso sobre a
salde animal, humana ou ambiental. Diante a isso, a Unido Europeia solicitou a retirada
progressiva dos anticoccidianos utilizados como aditivos na alimentagdo animal até 31 de
dezembro de 2012. Podem ser utilizados os produtos cujos principios ativos estejam listados no
regulamento e que cumpram as doses e periodo de caréncia estabelecidos, e sem residuos na
matéria prima (UNIAO EUROPEIA, 2003).

A velocidade com que a resisténcia pode aparecer, combinado com as restricdes
legislativas e as preocupacgdes do consumidor em relacdo aos residuos quimicos em produtos
alimenticios, desencorajaram as tentativas de desenvolver novos anticoccidianos (CHAPMAN,
1999; BLAKE; TOMLEY, 2014).

3.6.2 Vacinas anticoccidianas para frangos de corte

Uma opcdo alternativa para o controle da coccidiose é a vacinacdo, que € mais utilizada
para proteger poedeiras e reprodutoras, mas pouco aplicada no frango de corte. As vacinas
induzem uma imunidade ativa nas aves e especifica para cada espécie de Eimeria sp. As vacinas
séo baseados em formulag@es com uma ou mais espécies vivas, que sao escolhidas conforme a
prevaléncia daregido (SHIRLEY; SMITH; TOMLEY, 2005; MCDONALD; SHIRLEY, 2009).

As vacinas vivas se dividem em dois grandes grupos. A primeira geragédo, baseada em
formulas de oocistos vivos tipo selvagem e a segunda geracdo em oocistos vivos atenuados. As
vacinas vivas do tipo selvagem baseiam-se na exposicéo controlada das aves com doses baixas
de oocistos virulentos que iniciam a infec¢do e induzem uma resposta imune protetora natural
(CHAPMAN, 2014). Embora eficazes e ainda amplamente utilizadas em alguns setores da
industria de producdo avicola (PEEK; LANDMAN, 2011; SHE et al., 2017), essas vacinas
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exigem a distribuicdo de forma igual em todo o lote, pois quando administrada em doses altas
e/ou baixas pode causar um impacto negativo na conversdo alimentar e sinais clinicos de
coccidiose (BLAKE; TOMLEY, 2014). Com a vacinacéo, as aves liberam oocistos de Eimeria
vacinal durante o lote e ha uma infeccdo constante devido a presenca no ambiente da granja.
Em fungdo do tempo necessario para adquirir a imunidade e o constante contato da ave com
Eimeria vacinal, a principal indicacéo ¢ aplicagdo via spray no primeiro dia de vida, ainda no
incubatério (CHAPMAN, 2014).

O reconhecimento do risco apresentado pela patogenicidade vacinal do oocisto
selvagem levou ao desenvolvimento de vacinas vivas atenuadas de segunda geracdo. Essas
vacinas contém parasitos com ciclos de vida mais rapido que o tipo selvagem e retém a
capacidade imunoprotetora total. Como perdem um ou dois ciclos de esquizogonia, as vacinas
atenuadas sdo mais seguras (SHIRLEY; BEDRNIK, 1997).

A vacina atenuada requer maior tempo de producdo em comparagdo com a vacina do
tipo selvagem e impde limitacbes praticas ao nimero de doses que podem ser produzidas
(BLAKE; TOMLEY, 2014). Essas vacinas também apresentam outras desvantagens, incluindo
risco de patogenicidade vacinal e potencial reversdo a viruléncia, bem como maior custo de
producdo. Por estas razdes, 0 uso de vacinas vivas atenuadas em frango de corte ndo é viavel e
sua aplicacdo esta direcionada principalmente aos setores de reproducdo e postura de ovos
(WITCOMBE; SMITH, 2014; BLAKE; TOMLEY, 2014; SONG et al., 2016).

Perante aos pontos negativos das vacinas vivas, nas Ultimas décadas numerosos esforcos
foram dedicados para identificar os antigenos recombinantes de diferentes estagios de
desenvolvimento do parasito e 0s genes que os codificam, como novos alvos de pesquisa para
vacinas anticoccidianas de terceira geracdo. A utilizacdo de antigenos para confeccdo de
vacinas utiliza um veiculo que pode ser um vetor vivo, um DNA recombinante ou uma proteina
expressa e purificada (BLAKE et al., 2006; SHIRLEY; SMITH; BLAKE, 2007). Assim como
as vacinas de terceira geracao, as vacinas de DNA tém sido sugeridas como uma estratégia
alternativa promissora contra a coccidiose. As vacinas de DNA incluem a persisténcia da
imunogenicidade a longo prazo, ndo apresentam risco de infeccdo, sdo estaveis e econémicas
(LILLEHOJ; YUN; LILLEHOJ, 2000; BLAKE; TOMLEY, 2014; SONG et al., 2016).

3.6.3 Manejo sanitario para controle de coccidiose

Diante da resisténcia aos medicamentos e da falta de uniformidade na imunidade para a

coccidiose, a liberacdo de oocistos de Eimeria sp. ocorre por periodos prolongados durante o
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crescimento do frango de corte (JENKINS et al., 2019). Em geral, seguem um padrédo, com 0s
niveis de pico de oocistos presentes nas fezes ocorrendo entre duas e quatro semanas de vida
do lote (GRAAT et al.,, 1996; JENKINS; PARKER; RITTER, 2017). Os oocistos sdo
onipresentes, com esporulacdo rapida, facilmente dissemindveis no ambiente e com grande
potencial de reproducdo. E muito dificil manter as aves totalmente livres do contato com os
oocistos, especialmente sob condigdes atuais de criacdo intensiva (ALLEN; FETTERER, 2002;
ABDISA et al., 2019).

O crescimento dos frangos de corte ocorre em aviarios com contato direto ao piso e
coberto por cama, o que facilita 0 acesso e a ingestdo de oocistos potencialmente patogénicos
liberados nas fezes das aves (JORDAN et al., 2018). Na avicultura, em sua grande maioria, 0s
lotes de frangos de corte sdo criados no sistema todos dentro, todos fora, onde todas as aves
alojam e abatem no mesmo dia (MACKLIN et al., 2006). A cama ¢é reutilizada por lotes
consecutivos para reduzir o impacto ambiental e para diminuir os custos de producéo. Porém,
esta pratica esta associada com riscos sanitarios e para reduzir sua carga microbiana, a cama
deve receber tratamento durante o intervalo entre os lotes (DAI PRA et al., 2009; MUNIZ et
al., 2014).

O tratamento de cama pode ser realizado com a aplicacdo de condicionadores quimicos
para melhorar sua qualidade fisica, quimica e microbiolégica. Os mais utilizados sdo: cal
virgem (DAI PRA, 2009), cal hidratada, gesso agricola, sulfato de aluminio ou superfosfato
simples (OLIVEIRA; FERREIRA; CANCHERINI, 2004; FERREIRA; OLIVEIRA; TRALDI,
2004). Estas substancias atuam no pH, na volatilizacdo de amdnia e na retencdo de nitrogénio
que, consequentemente, mantém a cama com baixa umidade, que dificulta a esporulacdo do
oocisto de Eimeria sp. (SOLIMAN; SALLAM; ABOUELHASSAN, 2018). A correlagdo
positiva entre oocistos e umidade da cama durante o crescimento do lote indica a importancia
de manter a cama seca, para que 0 numero de oocistos seja reduzido em galpdes comerciais
(CHAPMAN; JOHNSON, 1992). Deve-se ter atencdo especial a cama perto de bebedouros e
comedouros e a altura da cama precisa estar controlada (ABDISA et al., 2019).

Atualmente, o tratamento térmico € uma das técnicas mais aplicadas para reduzir ou
eliminar possiveis patégenos em residuos de animais (CHEN; JIANG, 2014). Na avicultura, a
cama é reutilizada por varios lotes de frangos e retirada completamente ap6s um ou dois anos
(OVIEDO-RONDON, 2008). Quando ha troca de cama no aviario, ¢ realizado a compostagem
fora das instalagGes com o objetivo de inativar os agentes patogénicos e para ser utilizada como
adubo orgénico (CHEN et al., 2015). Este manejo também € muito importante para evitar a

disseminacédo de oocistos de Eimeria sp. para outras propriedades (MCDOUGALD, 2008). A
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cama pode receber o tratamento de compostagem dentro do aviério, onde é amontoada no centro
da instalagdo com aproximadamente 1 metro de altura e 1,5 metro de largura, umedecida e

coberta com lona plastica por uma semana. Neste processo, ocorre a reducdo dos patdgenos de

forma significativa pois a cama atinge temperaturas internas de 50 a 70°C (MACKLIN et al.,
2006; OVIEDO-RONDON, 2008).

Para o controle de coccidiose, foi avaliado o tratamento de cama no intervalo entre lotes
com fermentagdo por amontoamento. Na pesquisa foi realiza a contagem de oocistos de Eimeria
sp. em cama nova e em camas reutilizadas, em instalacdes de frangos de corte. A cama de
segundo e terceiro lote foi amontoada com altura de 1,5 m e compactada para eliminar o
méaximo de oxigénio possivel e, em seguida, foi coberta com lona plastica. O material foi
deixado em repouso por 10 a 15 dias, a fim de atingir uma temperatura entre 55 e 70°C. Em
seguida, a cama foi descoberta e 0 material foi espalhado por todo o piso do aviario. Aos um,
sete e 14 dias de idade do lote as camas reutilizadas apresentaram maior quantidade de oocistos
do que em cama nova, no entanto, a contagem de oocistos entre 21 e 35 dias de idade do lote
foi maior na primeira cama do que nas camas reutilizadas. Desta forma, o amontoamento
reduziu o nimero de oocistos presentes na cama reutilizada (GARCES-GUDINO; MERINO-
GUZMAN; CEVALLOS-GORDON, 2018), reforcando os resultados de Chapman; Johnson
(1992). Em outro estudo também houve reducéo significativa no nimero de oocistos de Eimeria
acervulina quando a cama foi submetida ao método de fermentagdo com o amontoamento e
cobertura sob lona pléastica por 10 dias consecutivos (ASSIS; LUNS; CURY, 2013).

Experimento realizado com cama umedecida e coberta com lona plastica por um periodo
de oito dias, atingiu temperatura maxima de 30,8°C, pH médio de 8,98 no primeiro dia e de
9,29 no oitavo dia. A umidade média da cama permaneceu estavel até o quinto dia e depois
aumentou gradualmente de 37 para 40%, com elevacdo do nivel de amonia até o oitavo dia.
Apresentou maior nivel de aménia e diminuicdo significativa nas popula¢es bacterianas
quando a cama foi coberta com lona plastica em comparagdo com as que ndo foram cobertas.
Mas, as contagens médias de oocistos de E. maxima ndo apresentaram diferenca entre os
tratamentos de cama. Segundo os autores, esses resultados indicam que sdo necessarias
concentragcdes de aménia superiores para reduzir a contagem de oocistos e que as condi¢des
criadas no tratamento ndo foram suficientes para reduzir o nimero de oocistos na cama (MESA
et al., 2016). Estes achados reforcam que os principais fatores que influenciam no tratamento

da cama dos aviarios sdo: temperaturas acima de 60°C, liberacdo de aménia, duracdo do
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tratamento e nivel de umidade (WICHUK; MCCARTNEY, 2007; MEIRELES, 2009; KIM et
al., 2012).

A parede do oocisto de Eimeria sp. € resistente a prote6lise e impermeavel a substancias
solGveis em agua, incluindo muitos detergentes e desinfetantes. Os agentes quimicos que
apresentam melhor resposta na eliminagédo dos oocistos sdo: gas de amonia, brometo de metila,
substancias lipossoluveis, solventes organicos e alguns compostos fenélicos, porém sdo toxicos
e de dificil aplicacdo (KAWAZOE, 2009; MEIRELES, 2009). Estes produtos sédo permeaveis
a parede do oocisto e podem ser utilizadas no controle de Eimeria sp. no ambiente, mas para
ter boa eficicia a concentracdo e tempo de exposicdo devem ser controlados. Essa resisténcia
contribui para a dificuldade de excluir os oocistos dos aviarios (MAI et al., 2009). Entretanto,
a desinfeccdo de cama com amonia quaternaria 10% (cloreto de benzalc6nio) durante o
intervalo entre lotes ndo foi efetiva na reducéo de oocistos de E. acervulina, como também néo
potencializou o controle da coccidiose em associacdo com fermentacdo da cama de frango de
corte (ASSIS; LUNS; CURY, 2013).

Pesquisa realizada em camas de aviarios no dia do alojamento de pintinhos de um dia,
mostrou que quase todas as espécies de Eimeria estavam presentes em 100% dos aviarios
analisados e que 33,0% deles continham oocistos viaveis de E. maxima e 46,9% continham
oocistos vidveis de E. acervulina, E. praecox e E. tenella (JENKINS et al., 2019). Desta forma,
é extremamente necessario realizar 0 manejo correto das instalacGes para reduzir a exposi¢ao
aos oocistos infectantes. O controle de ambiéncia com manutencdo de temperatura e ventilacdo
adequados para cada fase do lote e umidade da instalacdo, aliados a boa qualidade da cama do
aviario sdo importantes para prevenir a esporulacdo dos oocistos (KAWAZOE, 2009; BLAKE;
TOMLEY, 2014).

3.7 PREVALENCIA DE COCCIDIOSE

Coccidiose esta presente em qualquer lugar que possua producédo de frangos de corte,
em pequena ou grande escala e em todo o mundo (CHAPMAN, 2014). Porém, a maior
ocorréncia de coccidiose é geralmente observada em sistema intensivo de producédo de frangos
de corte e com uso de cama no aviario. A doenca € endémica na maioria das regides tropicais e
subtropicais, onde as condi¢cdes ambientais e de manejo favorecem o desenvolvimento e a
propagacédo do agente durante todo o ano (ABDISA et al., 2019). Em pesquisa de prevaléncia
de Eimeria sp. em frangos de corte no Ird, em 120 propriedades avaliadas com exames

macroscopicos e parasitologicos, foram identificadas cinco espécies de Eimeria, com as
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seguintes prevaléncias: Eimeria acervulina (65,5%), E. maxima (17,7%), E. tenella (15,5%),
E. brunetti (10%) e E. necatrix (5,5%), onde 75% das propriedades estavam com coccidiose
subclinica (SHIRZAD et al., 2011).

Estudo realizado nas cinco principais granjas produtoras de frangos de corte na China
identificou, através da analise morfoldgica, cinco espécies de Eimeria com a prevaléncia total
de 30,7%, sendo E. tenella e E. acervulina as mais prevalentes com 30,5% e 24,2%
respectivamente, seguidas de E. maxima (21,1%), E. necatrix (14,7%) e E. mitis (9,5%).
Entretanto, as aves analisadas ndo apresentavam sinais clinicos, sugerindo a presenca de
coccidiose subclinica (LAN et al., 2017). Em outro estudo de prevaléncia na China, utilizando
a analise morfométrica em 171 amostras, a prevaléncia foi de 87,75%. Nas amostras positivas
foi realizaa PCR onde E. tenella apresentou maior prevaléncia (80,67%), seguida de E. necatrix
(68%), E. mitis (55,33%), E. maxima (54,67%), E. brunetti (44,67%) e E. acervulina (2,67%).
Eimeria praecox ndo foi detectada (HUANG et al., 2017).

Pesquisa de Eimeria sp. utilizando Eletroforese Capilar com base em PCR foi conduzido
para levantamento epidemiol6gico em sete aviarios de frangos de corte, na Australia. As sete
espécies de Eimeria foram identificadas, sendo as mais prevalentes Eimeria acervulina (89%)
e E. maxima (87%), sequidas de E. mitis (64%), E. praecox (44%), E. brunetti (36%) e E. tenella
(26%). E. necatrix foi a menos detectada (10%). InfeccBes com uma ou Vérias espécies de
Eimeria sp. foram diagnosticadas em mais de 70% dos aviarios analisados (MORRIS et al.,
2007).

No Canada, foi realizado estudo de prevaléncia das espécies de Eimeria em 360
intestinos de aves comerciais. Por analise parasitologica foram identificados 20 intestinos
positivos (5,55%). Em seguida, nestas amostras foi realizada a pesquisa das espécies de Eimeria
por Multiplex PCR, com as seguintes prevaléncias: 2,5% para E. tenella, 1,38% para E. maxima
e 0,27% para E. acervulina (OGEDENGBE et al., 2011).

Para estabelecer a prevaléncia das especies de Eimeria, pesquisa realizada na Roménia
utilizou o teste de PCR com amostras de fezes coletadas em 23 aviarios. Os resultados
mostraram que Eimeria sp. estava presente em 91% dos aviarios. As espécies identificadas e
suas prevaléncias foram E. acervulina (91%), E. tenella (61%), E. maxima (22%) e E. praecox
(13%) (GYORKE; POP; COZMA, 2013).

No Brasil, realizou-se um estudo de frequéncia de Eimeria sp. em 30 produtores de
frangos de corte no estado da Bahia, com as técnicas de Multiplex PCR, analise morfoldgica e
avaliagdo macroscopica dos intestinos de frangos de corte. As sete espécies de Eimeria sp.

foram encontradas em 13,7% das propriedades utilizando a técnica de Multiplex PCR e em 60%
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das propriedades com a morfologia dos oocistos. As espécies que apresentaram 100% de
frequéncia na Multiplex PCR foram E. praecox e E. maxima e na analise morfoldgica foram E.
brunetti, E. tenella, E. praecox e E. maxima. Diferentemente, no escore de lesdo foram
encontradas as espécies E. maxima (46,7%), E. acervulina (30,0%), E. tenella (23,3%) e E.
necatrix (10,0%), e todas com menor frequéncia em compara¢do com as outras duas técnicas
(CARVALHO et al., 2011).

Pesquisa realizada com a avaliagdo macroscopica da satde intestinal, em 82 integracdes
de frangos de corte no Brasil, E. acervulina apresentou maior prevaléncia com 13,5%, seguida
de E. maxima com 6,75% e E. tenella com 4,35% (GAZONI et al., 2015). No estado do Parana,
0 exame macroscopico realizado em 80 lotes de frangos de corte, apresentou maior prevaléncia
de E. maxima com 8,52%, seguida de 8,21% para E. acervulina e 2,42% para E. tenella
(AMARAL; OTUTUMI, 2013).

Anédlise realizada em 251 aviarios no estado de Santa Catarina, utilizando a técnica de
Multiplex PCR, identificou as sete espécies de Eimeria com as prevaléncias 63,7% e 63,3%
para E. maxima e E. acervulina, respectivamente, seguida de E. tenella (54,6%), E. mitis
(38,6%), E. praecox (25,1%), E. necatrix (24,3%) e E. brunetti (13,1%) (MORAES et al, 2015).
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4 PREVALENCIA DE Eimeria sp. EM AVIARIOS DE FRANGOS DE CORTE COM
VENTILACAO POR PRESSAO POSITIVA E NEGATIVA, NO ESTADO DE SANTA
CATARINA, BRASIL

PREVALENCE OF Eimeria sp. IN BROILER HOUSES WITH POSITIVE AND
NEGATIVE PRESSURE VENTILATION SYSTEMS IN STATE OF SANTA CATARINA,
BRAZIL

RESUMO

A coccidiose € uma doenca entérica causada por protozoarios do género Eimeria e de grande
importancia econdmica na avicultura industrial. O objetivo deste trabalho foi determinar a
prevaléncia de Eimeria sp. em aviarios de frangos de corte com diferentes tipos de climatizacdo
e avaliar os fatores associados a infeccdo. Realizou-se um estudo transversal em 32 aviarios
com ventilacdo por pressao positiva (sistema 1) e 32 aviarios por pressdo negativa (sistema 2)
em frangos de corte, fémea com 29 dias de vida. Em cada lote foram avaliados oito frangos,
totalizando 512. Realizou-se a avaliagdo macroscépica e histopatoldgica dos intestinos para
coccidiose e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para Eimeria sp. Cada lote avaliado foi
considerado positivo para Eimeria sp. quando houve a visualiza¢do do parasito na histologia
em qualquer segmento intestinal e/ou PCR positivo. A prevaléncia de Eimeria sp. foi de 90,63%
(58/64) (95% IC: 97,77-83,49), com 93,75% (95% IC: 100-85,36) para o sistema 1 e 87,50%
(95% IC: 98,96-76,04) para o sistema 2. A espécie com maior prevaléncia foi E. acervulina.
Na combinacdo de espécies, a mais prevalente foi E. acervulina associada a E. maxima e E.
tenella, onde o sistema 1 obteve maior positividade. Na correlagdo entre o subgrupo positivo e
negativo do sistema 2, a conversao alimentar (CA) apresentou melhor resultado no subgrupo
negativo (p=0,028). Entre o sistema 1 e o sistema 2 no subgrupo positivo para Eimeria sp.
houve diferenca significativa no ganho de peso diéario (GPD) (p=0,001) e na CA (p<0,001),
com melhor resultado no sistema 2. Da mesma forma, no subgrupo negativo para Eimeria sp.
houve diferenca significativa no GPD (p=0,013) e na CA (p=0,024), onde o sistema 2 também
apresentou melhor resultado. Na analise univariada e multivariada, o tratamento de cama com
cal virgem mostrou ser um método capaz de reduzir o risco de E. maxima (OR=0,26; 1C%:
0,08-0,82) e de E. tenella (OR=0,22; I1C%: 0,06-0,72) estarem presentes nos lotes. Conclui-se

que Eimeria sp. possui alta prevaléncia em ambos os sistemas de ambiéncia, com predominio
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de infeccBes mistas. Aviarios com ventilagdo por pressdo negativa apresentaram melhor
resultado em GPD e CA, com menor CA no subgrupo negativo e, o tratamento de cama com

cal virgem se demostrou mais eficaz.

Palavras-chaves: ave, coccidiose, oocistos, ambiéncia, indicadores técnicos.

ABSTRACT

Coccidiosis is an enteric disease caused by protozoa of the Eimeria genus. It is a disease of
great economic relevance in industrial aviculture. The goal of this project was to determine the
prevalence of Eimeria sp. in broiler houses with different climatization equipment and to
evaluate the factors associated with infection. A transversal study was performed in 32 poultry
houses with positive pressure ventilation (system 1) and in 32 houses with negative pressure
ventilation (system 2). Broilers were 29 days old at the time of evaluation. Eight broilers from
each house were evaluated, in a total of 512 samples. Diagnosis was based on macroscopic and
histopathologic evaluations of the intestines and by polymerase chain reaction (PCR) for
Eimeria sp. Flocks were considered positive for Eimeria sp. when the parasite could be
visualized in histology and/or when the PCR was positive. The total prevalence of Eimeria sp.
was of 90.63% (58/64) (95% ClI: 97.77-83.49). Prevalence for system 1 was of 93.75% (95%
Cl: 100-85.36) and for system 2 was of 87.50% (95% CI: 98.96-76.04). The most prevalent
species were E. acervulina associated with E. maxima and E. tenella. System 1 had the highest
positivity for these species. In system 2, feed conversion (FC) was better in the negative
subgroup (p=0,028). In the comparison between ventilation systems 1 and 2, Eimeria sp.
positive subgroup from system 2 had significantly better daily weight gain (DWG) (p=0,001)
and FC (p<0,001). In Eimeria sp. negative subgroup, birds from system 2 also had improved
DWG (p=0,013) and FC (p=0,024). In univariate and multivariate analysis, litter treatment with
quicklime reduced the risk of presence of E. maxima (OR=0.26; Cl%: 0.08-0.82) and of E.
tenella (OR=0.22; Cl%: 0.06-0.72). It is concluded that Eimeria sp. is highly prevalent in
houses with both ventilation systems, with a predominance of mixed infections. Broiler houses
with negative pressure ventilation systems showed the best results in DWG and FC, with lowest
FC in the negative subgroup. Litter treatment with quicklime proved to be the most efficacious.

Keywords: poultry, coccidiosis, oocysts, ambience, technical indicators.
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4.1 INTRODUCAO

Na avicultura industrial, a coccidiose constitui-se uma das enfermidades infecciosas de
maior importancia econdmica e gera perdas globais pelo impacto nos indicadores técnicos,
custos de producéo, prevencéo e tratamento (WILLIAMS, 1999; BLAKE; TOMLEY, 2014;
QUIROZ-CASTANEDA; DANTAN-GONZALEZ, 2015). E uma doenca entérica causada
pelo protozoario do género Eimeria, com sete espécies que podem parasitar as galinhas (Gallus
gallus domesticus): Eimeria acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox
e E. tenella. Cada espécie parasita uma regido especifica do intestino e se desenvolve nas células
intestinais modificando suas estruturas e vilosidades. As infecgdes podem ser por mais de uma
espécie simultaneamente e ndo ha imunidade cruzada entre elas (ROSE; LONG, 1962; ALLEN;
FETTERER, 2002; SHIVARAMAIAH; BARTA; HERNANDEZ-VELASCO, 2014).

Sinais clinicos tipicos de coccidiose com lesdes classicas no intestino e mortalidade
elevada, sdo relatados com pouca frequéncia nos ultimos anos. No entanto, apesar das medidas
de controle com anticoccidianos e vacinas, 0s oocistos de Eimeria sp. continuam presentes nos
lotes de frangos de corte (CHAPMAN et al., 2016; JENKINS et al., 2019).

No sistema de producdo de frangos de corte, ocorreu intenso aprimoramento nas
tecnologias de ambiéncia. Os aviarios com ventilacdo por pressdo positiva passaram por
inovacOes, as quais permitiram o desenvolvimento de aviérios com ventilagdo por pressdo
negativa, onde o controle de ambiéncia ocorre por painéis de comando ativados
automaticamente. Estes sistemas sdo chamados de aviarios convencionais e climatizados,
respectivamente (ABREU; ABREU, 2011). Os aviérios climatizados foram desenvolvidos para
melhorar a eficiéncia na producdo, com énfase nos aspectos produtivos, sanitarios e bem-estar
das aves (NOWICKI et al., 2011).

A intensificacdo na producdo de frangos de corte aumentou a importancia da coccidiose,
pois além das aves serem susceptiveis a todas as especies de Eimeria sp., a producdo em alta
densidade aumenta a disseminagdo do parasito, pois facilita a transmisséo entre 0s animais e
propriedades diferentes (SHIRLEY; SMITH; BLAKE, 2007). E extremamente raro encontrar
um lote comercial de frango de corte que ndo esteja acometido por Eimeria sp. (PEEK;
LANDMAN, 2011).

A alta ocorréncia de coccidiose é geralmente observada em aves manejadas em sistema
intensivo e com uso de cama no aviario, o que facilita o acesso e a ingestdo de oocistos
infectantes (JORDAN et al., 2018). A doenga é endémica na maioria das regides tropicais e

subtropicais, onde as condi¢cdes ambientais e de manejo favorecem o desenvolvimento e a
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propagacao do agente durante todo o ano (ABDISA et al., 2019). O controle de ambiéncia com
manutenc¢do de temperatura e umidade das instalagcGes juntamente com ventilagcdo adequada
para cada fase do lote, aliados com boa qualidade da cama do aviario, sdo importantes para
prevenir a esporulacdo dos oocistos de Eimeria sp. (KAWAZOE, 2009; BLAKE; TOMLEY,
2014).

Este trabalho tem como objetivo determinar a prevaléncia de Eimeria sp. em aviarios
de frangos de corte com ventilacdo por pressdo positiva e negativa na Mesorregido Oeste de

Santa Catarina e avaliar os fatores associados a infeccao.
4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Caélculo para definicdo de amostra

O célculo para definicdo desta amostra foi realizado atraveés da formula de n =

ZXZ|P(1-P ;- . ~ P
%, de amostragem aleatoria simples para populacgdes infinitas, onde Z se refere ao

multiplicador obtido através do intervalo de confianca desejado, com base na distribuicdo
normal. Sendo P a prevaléncia esperada e D o erro maximo aceitavel na estimativa. Com o
calculo em um intervalo de confianca de 95%, aonde Z= 1,96 e D= 0,05. Deve-se aceitar P=
50% sempre gque ndo existir um estudo prévio na populacdo em questao sobre o tema estudado.

O numero de frangos amostrados desta maneira devera ser de no minimo 384.
4.2.2 Local de pesquisa e coleta das amostras

Realizou-se um estudo transversal em 64 lotes de frangos de corte fémeas, linhagem
Cobb 500, com idade média de 29 dias, em um abatedouro sob Servico de Inspecdo Federal
(SIF) na Mesorregido Oeste de Santa Catarina, Brasil, no periodo de outubro de 2017 a abril de
2018. A coleta das amostras foi realizada no abatedouro, em frangos provenientes de 32 aviarios
com ventila¢do por presséo positiva e 32 aviarios com ventilagdo por pressdo negativa. Em cada
lote foram retirados aleatoriamente oito frangos da linha de abate, totalizando 512 frangos. Os
intestinos foram avaliados macroscopicamente e coletados para analise histopatoldgica e reacéo

em cadeia da polimerase (PCR).

4.2.3 Coleta de dados dos lotes avaliados
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Para identificar fatores que podem estar relacionados com a infec¢éo por Eimeria sp.
foram avaliadas as informagdes dos documentos de acompanhamento do lote e obtidos dados
de percentual de mortalidade (%M), conversao alimentar (CA), ganho de peso diario (GPD),
peso medio no abate (PM), dias de intervalo entre o lote (IEL), nimero de lotes alojados na
mesma cama (NC) e tratamento de cama realizado no intervalo do lote. Trés tipos de tratamento
de cama foram avaliados: aplicacdo de cal virgem (T1), fermentacdo da cama dentro do aviario
(T2) e primeira cama ap0s vazio sanitario (T3).

O estudo foi observacional, sem interferéncia em formulacdo de racdo e em manejos
aplicados nos lotes. Todos os lotes receberam 0 mesmo tratamento preventivo com

anticoccidianos, estabelecido pela empresa integradora das aves.

4.2.4 Analise macroscépica e histopatoldgica dos intestinos

Foi realizada a avaliagdo macroscopica de oito intestinos de cada lote e observadas as
lesGes caracteristicas causadas por cada espécie de Eimeria, segundo a classificacao de Johnson
e Reid (1970). Em seguida, foram coletados, separadamente, fragmentos de duodeno, jejuno,
ileo, cecos e cdlon e fixados em formalina tamponada a 10% por 24 a 48 horas, processados
rotineiramente para exame histopatoldgico e corados por hematoxilina e eosina (HE). Na
analise histopatoldgica foram considerados positivos os fragmentos intestinais com presenca de

estruturas parasitarias compativeis com Eimeria sp.

4.2.5 Pesquisa de Eimeria sp. no conteudo intestinal

Apbs a coleta de material para analise histopatoldgica, em cada lote foi realizado um
raspado em todo o intestino e coletado um pool do contetdo intestinal dos oito frangos
avaliados. Estes foram acondicionados em frascos de 100mL, contendo 50mL de solugéo de
dicromato de potassio a 2,5% e completado com o material colhido até atingir 100mL. Em
sequida, as amostras foram encaminhadas para a purificacdo dos oocistos de Eimeria sp.
conforme Moraes et al. (2015).

As amostras foram homogeneizadas e filtradas utilizando primeiro uma peneira com
malha de nylon e depois um tecido de voil. O material resultante da filtragem foi colocado em
tubo com capacidade para 125mL e centrifugado a 1.000g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e em seguida foi adicionado &gua destilada ao sedimento suspenso e
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homogeneizado. Este processo foi repetido até a limpeza do sobrenadante (aproximadamente
quatro vezes).

Para coletar os oocistos, o sedimento foi suspenso em solucéo 5,5M de NaCl (densidade
de 1,209g/mL), homogeneizado e centrifugado a 200g por 10 minutos. Os oocistos foram
removidos da superficie da solugdo com pipeta de Pasteur e transferidos para um tubo cénico
de 50mL. A homogeneizacdo, centrifugacdo e coleta dos oocistos da superficie da solugdo
foram repetidas por quatro vezes. Para retirar o NaCl foi adicionado agua destilada (1 parte de
solucdo coletada para 9 partes de agua), centrifugado a 1.000g por 5 minutos e descartado o
sobrenadante. Foi adicionado ao sedimento resultante da etapa anterior uma solugdo de
dicromato de potassio a 2,5% até completar um volume final de 10mL. Este volume foi
homogeneizado e dividido em dois tubos cénicos com 5mL cada e armazenados a uma

temperaturade 5 a 7°C.
4.2.6 ldentificacdo das espécies de Eimeria pela técnica de PCR
Foi realizada a técnica de PCR para identificar as sete espécies de Eimeria: E.

acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox e E. tenella. Os pares de
primers especificos para cada espécie estdo descritos no Quadro 2.
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Quadro 2 - “Primers Forward (F) e Reverse (R)”, utilizados na técnica de PCR para a detecc¢do
de E. acervulina (ac), E. brunetti (br), E. tenella (tn), E. mitis (mt), E. praecox (pr), E. maxima

(mx), E. necatrix (nc) e o tamanho dos amplicons (TA).

Designacao Sequencias dos Primers TA
ac-A03-F AGT CAG CCA CAC AAT AATGGC AAACATG | 8l11pb
ac-A03-R AGT CAG CCA CAG CGA AAG ACGTAT GTG

br-J18-F TGG TCG CAG AAC CTA CAG GGC TGET 626pb
br-J18-R TGG TCG CAGACGTATATT AGGGGT CTG

tn-K04-F CCGCCC AAACCAGGT GIC ACG 539pb
m-K04-R CCGCCCAAACATGCAAGATGGC
mt-A03-F AGTCAGCCACCAGTAGAGCCAATATIT 460pb

mt-A03-R AGTCAGCCACAAACAAATTCAAACTCT AC
pr-A03-F AGT CAGCCACCACCAAATAGAACCTIGG 354pb
pr-A03-R GCC TGC TTACTA CAAACTTGC AAGCCCT
mx-A09-F GGG TAACGC CAACTG CCG GGT ATG 272pb
mx-A09-R AGC AAACCGTAAAGGCCGAAGTCCTAGA
nc-Al8-F TIC ATTTCGCTT AAC AAT ATTTGG CCTCA 200pb
nc-ENec-R | ACAACGCCT CAT AAC CCC AAGAAATITIG
Fonte: Moraes et al., 2015.

4.2.6.1 Limpeza dos oocistos

Para a limpeza dos oocistos foi adicionado agua destilada no tubo c6énico com 5mL da
amostra e foi centrifugado a 2.000g e descartado o sobrenadante. Este processo foi repetido trés
vezes para a completa remocdo do dicromato de potassio. O sedimento restante da limpeza das
amostras foi armazenado em microtubo de 2mL. A aliquota foi utilizada para a extracdo do
DNA, onde foi adicionado 150uL de solugdo de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 20% e
homogeneizado por inversdao. Em seguida a amostra foi centrifugada a 2.500g por 5 minutos.
O sobrenadante foi retirado e adicionado ao sedimento agua Milli-Q® até completar o volume
final de 2mL. O conteudo do microtubo foi novamente homogeneizado por inversdo e

submetido a centrifugacao (2.500g por 5 minutos) e o sobrenadante foi descartado.
4.2.6.2 Purificacdo do DNA dos oocistos de Eimeria sp.
Para a ruptura dos oocistos, o sedimento originado do procedimento de limpeza foi

suspenso em 500uL de tampao de lise NewGene Prep (Simbios Biotecnologia, Cachoeirinha,
RS), adicionado 2,5ul de enzima ribonuclease A (RNAse A) (10ug/uL) e 0,5g de esferas de
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vidro de 210 a 300um de didmetro (Sigma-Aldrich®). O microtubo com o contetdo foi
homogeneizado em um agitador tipo vortex, na velocidade méaxima, por 10 minutos. Apds a
ruptura mecanica dos oocistos, 0 microtubo foi colocado em um termobloco a 37°C durante 15
minutos para a acdo da RNAse A e em seguida centrifugado a 10.000g por 5 minutos e o
sobrenadante transferido para um microtubo de 1,5mL. Depois, foram adicionados 12,5uL a
solugdo de SDS a 20% e 2,5uL de proteinase K (20ug/uL). O microtubo foi homogeneizado e
incubado no termobloco a 50°C por 30 minutos, para a acdo da proteinase K.

A extracdo de acidos nucleicos foi realizada com kits comerciais NewGene PreAmp e
Prep conforme protocolo do fornecedor (Simbios Biotecnologia, Cachoeirinha, RS).
Inicialmente 100uL do sobrenadante da etapa anterior foi adicionado em um microtubo de
1,5mL contendo 400uL de solugao de lise (NewGene Prep). Em seguida, foi agitado em vortex
e incubado a 60°C por 10 min e apods esse processo, foi adicionado 20uL de silica. O é4cido
nucleico total foi adsorvido na silica e posteriormente submetido a uma centrifugacdo de
10.000g por 1 minuto.

O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado sucessivamente com 300uL das
solucdes de lavagem A e B, e 150uL da solucdo de lavagem C (Newgene PreAmp). Apds a
ultima lavagem, a silica foi seca em termobloco a 60°C e o &cido nucleico total eluido com
50uL de tampao EL.

4.2.6.3 PCR para Eimeria sp.

As designagdes e sequéncias dos primers que foram utilizados e o tamanho dos
amplicons para cada uma das sete espécies de Eimeria estdo no Quadro 2.

Todas as reacdes foram realizadas com o uso do Mastermix comercial GeneAmp® Fast
PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems Inc., Norwalk, CT, USA), com cada reagdo
consistindo de 20uL, incluindo 0,4uL de cada primer Sense e Anti-Sense (a 10 uM cada), 2ul
do DNA extraido, 7,2uL de dgua livre de DNA e RNA (Invitrogen, USA) e 10uL de Mastermix
2X GeneAmp® Fast PCR fornecido pelo fornecedor (Applied Biosystems Inc., Norwalk, CT,
USA). A amplificacéo foi realizada no equipamento Veriti (Applied Biosystems Inc., Norwalk,
CT, USA) com as seguintes condic¢des: uma etapa de desnaturacao a 95°C por 10 segundos, 35
ciclos de desnaturacao a 94°C por 0 segundos, anelamento dos primers e extensdo do DNA a
65°C por 25 segundos, com etapa final de extenséo a 72°C por 10 segundos. Foram utilizados
marcadores de peso molecular de 100pb, controle negativo com agua livre de DNA e RNA, e

controle positivo com cepas puras de E. acervulina, E. brunetti, E. tenella, E. mitis, E. praecox,
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E. maxima e E. necatrix. Os produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel
de agarose (2%) corado com brometo de etidio e observados em luz ultravioleta.

4.2.7 Analise estatistica dos dados

Para analise dos dados, estes foram compilados em planilhas no Microsoft Office Excel
e analisados por meio de estatistica descritiva e inferencial. Cada lote avaliado foi considerado
positivo para Eimeria sp. quando houve a visualiza¢do do parasito na histologia em qualquer
segmento intestinal e/ou PCR positivo. Para o calculo de prevaléncia de Eimeria sp. foi
utilizado o intervalo de confianca de 95%.

Para avaliacdo das variaveis peso médio final (PM), ganho de peso diario (GPD),
conversdo alimentar (CA), percentual de mortalidade (%M), dias de intervalo entre lotes (IEL)
e nimero de lotes alojados na mesma cama (NC), os lotes foram divididos em dois grandes
grupos, de acordo com cada sistema de ambiéncia que o0 mesmo foi submetido, sendo sistema
1 (S1) para aviarios com ventilacdo por pressdo positiva e sistema 2 (S2) para aviarios com
ventilacdo por pressdo negativa. Dentro de cada grupo formaram-se outros dois subgrupos:
positivos para Eimeria sp. e negativos para Eimeria sp. Para avaliagdo estatistica das variaveis,
os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, entdo submetidos ao
teste t. Para amostras ndo paramétricas foi utilizado o teste Mann-Whitney Rak Sun Test
(p<0,05), utilizando o programa Sigma Plot 12.0.

Para o teste de hipdtese para a associacdo entre as diferentes espécies de Eimeria, tipos
de sistemas de ambiéncia e tipos de tratamento de cama, dois modelos foram construidos para
analise estatistica, em que foi utilizada uma abordagem de regressdo logistica incondicional.
Primeiro, as variaveis foram submetidas a analise univariada utilizando-se o teste do qui-
guadrado ou teste exato de Fisher. Todas as variaveis foram verificadas quanto a colinearidade
e ndo foram encontradas correlacGes significativas. Nos casos em que ambas as variaveis
apresentaram p<0,20 na analise univariada foram consideradas também para analise
multivariada. Todas as interacBes bidirecionais entre variaveis nos modelos finais foram
avaliadas quanto ao nivel de significancia o = 0,05. Os dados gerados foram analisados no

software estatistico IBM® SPSS Statistics.

4.3 RESULTADOS
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Os lotes de frangos de corte avaliados estavam com idade média de 29 dias, com minima
de 27 e méxima de 32 dias. A prevaléncia de Eimeria sp. foi de 90,63% (58/64) (1C 95%: 97,77-
83,49). Entre os sistemas de ambiéncia foi de 93,75% (30/32) (IC 95%: 100-85,36) para o
sistema 1 e 87,50% (28/32) (IC 95%: 98,96-76,04) para o sistema 2. A prevaléncia por espécie
de Eimeria pode ser observada na Tabela 1. Eimeria praecox e E. necatrix ndo foram
identificadas. As combinacdes das espécies de Eimeria estdo representadas na Tabela 2.

Tabela 1. Prevaléncia das espécies de Eimeria em frangos de corte em aviarios com ventilagdo

por pressdo positiva (sistema 1) e por pressao negativa (sistema 2).

Espécie Total IC 95% Sistema 1 IC 95% Sistema 2 1C 95%
. 89,06% 81,41-96,71 90,63% 80,53-100 87,50% 76,04-98,96
E. acervulina
(57/64) (29/32) (28/32)
) 4,69% 0-9,87 6,25% 0-14,64 3,13% 0-9,16
E. brunetti
(3/64) (2/32) (1/32)
) 70,31% 59,11-81,51 81,25% 67,73-94,77 59,38% 42,36-76,40
E. maxima
(45/64) (26/32) (19/32)
» 3,13% 0-7,40 3,13% 0-9,16 3,13% 0-9,16
E. mitis
(2/64) (1/32) (1/32)
£ ' 46,88% 43,01-50,75 62,50% 45,73-79,27 31,25% 15,19-47,31
. tenella
(30/64) (20/32) (10/32)

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Tabela 2. Associacao das diferentes espécies de Eimeria em frangos de corte em aviarios com
ventilacdo por presséo positiva (sistema 1) e por pressao negativa (sistema 2).

Espécie Total Sistema 1 Sistema 2
E. acervulina 11/58 (18,96%) 2/30 (6,66%) 9/28 (32,15%)
E. maxima 1/58 (1,72%) 1/30 (3,33%) 0/28 (0%)
E. acervulina + E. tenella 2/58 (3,45%) 2/30 (6,66%) 0/28 (0%)
E. acervulina + E. maxima 16/58 (27,50%) 7/30 (23,33) 9/28 (32,15%)
E. acervulina + E. maxima + E. tenella 24/58 (41,38%) 16/30 (53,33%) 8/28 (28,58%)
E. acervulina + E. brunetti + E. maxima + E. tenella 2/58 (3,45%) 1/30 (3,33%) 1/28 (3,58%)
E. acervulina + E. maxima + E. mitis + E. tenella 1/58 (1,72%) 0/30 (0%) 1/28 (3,58%)
E. acervulina + E. brunetti + E. maxima + E. mitis + E. 1/58 (1,72%) 1/30 (3,33%) 0128 (0%)

tenella

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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Na Tabela 3 podem ser observados os valores de média e desvio padrdo das variaveis

avaliadas, juntamente com as correlagdes entre 0s grupos e subgrupos.

Tabela 3. Valores médios com desvio padrdo e correlagdo entre aviarios com ventilacdo por

pressdo positiva (sistema 1) e por pressdo negativa (sistema 2) para Eimeria sp. em frangos de

corte.
Subgrupos

Grupos Variavel Eimeria sp. positivo Eimeria sp. negativo
PM 1,385+0,105% 1,490+0,0012
GPD 47,048+3,355? 47,315+0,7422

Sistema 1 CA 1,561+0,06782 1,555+0,0460?
%M 3,167+1,467° 2,530+0,3392
IEL 25,033+9,5752 32,500+19,0922
NC 9,733+6,680° 8,000+8,485%
PM 1,419+0,058% 1,454+0,0612
GPD 49,720+2,662%* 51,440%1,225%**

Sistema 2 CA 1,497+0,060%* 1,432+0,0381°**
%M 3,453+1,625% 2,820+1,5322
IEL 20,250+7,811* 29,250+11,026°
NC 9,357+4,809% 11,250+5,500?

Peso médio final (PM), ganho de peso diario (GPD), conversao alimentar (CA), percentual de mortalidade (%M),
dias de intervalo entre lotes (IEL) e nimero de lotes alojados na mesma cama (NC). Letras mindsculas diferentes,
existe diferenga estatistica nas médias de cada variavel obtida nos subgrupos dentro de um mesmo grupo; *, existe
diferenca significativa para subgrupos positivos nos diferentes grupos (sistemas 1 e 2); **, existe diferenca
significativa para subgrupos negativos nos diferentes grupos (sistemas 1 e 2).

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Os resultados obtidos da analise de regressdo logistica para os fatores associados a
espécie de Eimeria, sistema de ambiéncia e tipo de tratamento de cama podem ser observados
na Tabela 4. Eimeria maxima apresentou associacao significativa na analise univariada para o
sistema 1 e tratamento de cama 1 (p<0,20). Na analise multivariada foi observada associagao
significativa entre o tipo de tratamento de cama (p=0,021), onde o tratamento 1 diminui em
0,26 vezes o risco do lote ser positivo. Para E. tenella, na analise univariada houve associacdo
significativa entre o sistema 1 e o tipo de tratamento de cama 1 (p<0,20). Na analise
multivariada o tratamento de cama 1 apresentou associagéo significativa (p=0,012), onde reduz

em 0,22 vezes o risco do lote ser positivo.
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Tabela 4. Resultados das analises univariada e multivariada na determinacdo de fatores

associados a Eimeria sp., tratamento de cama e sistema de ambiéncia em frangos de corte.

Grupo Variavel Univariavel Multivariavel
Valordep  OR (IC 95%) Valor de p OR (IC 95%)
Eimeria sp. S1 0,67 2,14 (0,36-12,63) - -
S2 - - - -
T1 0,37 2,37 (0,43-13,05) - -
T2 - - - -
T3 - - - -
E. acervulina S1 1,00 1,38 (0,28-6,73) - -
S2 - - - -
T1 0,19 3,38(0,67-16,93) - -
T2 - - - -
T3 - - - -
E. brunetti S1 1,00 2,07 (0,18-4,01) - -
S2 - - - -
T1 - - - -
T2 - - - -
T3 0,25 0,15 (0,01-2,23) - -
E. maxima Ss1 0,10 2,96 (0,95-9,21) 0,220 -
S2 - - - -
T1 0,04 3,95 (1,23-2,67) 0,021 0,26 (0,08-0,82)
T2 - - - -
T3 - - - -
E. mitis S1 1,0 1,00 (0,06-16,71) - -
S2 - - - -
T1 - - - -
T2 - - - -
T3 0,172 0,07 (0,01-1,52) - -
E. tenella S1 0,02 3,67 (1,30-10,32) 0,089 -
S2 - - - -
T1 0,04 4,34 (1,23-15,34) 0,012 0,22 (0,06-0,72)
T2 - - - -
T3 - - - -

Sistema (S1), sistema 2 (S2), tratamento de cama 1 (T1), tratamento de cama 2 (T2), tratamento de cama 3 (T3).
OR: Razéo de possibilidade; IC: intervalo de confianga.
Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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O estudo abrangeu trés estacfes do ano, onde 34,38% dos lotes foram avaliados na
primavera, com 30,0% de positividade no sistema 1 e 42,86% no sistema 2. No veréo, 25% dos
lotes foram avaliados, onde 23,33% apresentaram positividade no sistema 1 e 21,43% no
sistema 2. No outono, 40,63% dos lotes foram estudados, com 46,67% de positividade no

sistema 1 e 35,71% no sistema 2.

4.4 DISCUSSAO

A prevaléncia de Eimeria sp. no presente estudo foi elevada, semelhante a outros
trabalhos que encontraram 96% de positividade, também no Brasil (MORAES et al., 2015),
92% na Roménia (GYORKE; POP; COZMA, 2013), 87,5% na China (HUANG et al., 2017),
88,4% na Argentina (MCDOUGALD; FULLER; MATTIELO, 1997), 78,7% na Coréia do Sul
(LEE et al., 2010), 75% no Ird (SHIRZAD et al., 2011) e 70% na Australia (MORRIS et al.,
2007).

Neste estudo E. acervulina destacou-se com a maior prevaléncia total, tanto como Unico
agente ou em associa¢do a outras espécies de Eimeria. Resultado semelhante foi encontrado em
pesquisa realizada em lotes de frangos corte com idade média de 28 dias, onde E. acervulina
apresentou maior prevaléncia em infeccbes mistas (91%) e em infeccdo Unica (26%)
(GYORKE; POP; COZMA, 2013). Outras pesquisas também observaram maior prevaléncia
desta espécie em infeccdes mistas, com 100% de positividade em lotes com idade média de 31
dias (HAUG et al., 2008), 77% em lotes com 28 dias (TER VEEN et al., 2017) e 13,5% em
lotes de 12 a 40 dias (GAZONI et al., 2017).

Infec¢Bes com duas ou mais especies foram encontradas na maioria dos lotes e a maior
combinagéo foi de E. acervulina com E. maxima e E. tenella, onde o sistema 1 se destacou.
Estes dados sdo semelhantes aos encontrados em estudo com cama de aviario na Mesorregiao
Sul de Santa Catariana, no qual 82,5% dos lotes avaliados apresentaram mais de uma espécie
de Eimeria e a mesma combinacdo entre as espécies (MORAES et al., 2015). Em outra
pesquisa, 100% dos lotes avaliados apresentaram infec¢des por mais de uma espécie de Eimeria
com a mesma combinagdo mais prevalente do presente estudo (JORDAN et al., 2018). Outros
estudos demonstraram que 84% dos lotes estavam com infec¢Ges mistas com maior prevaléncia
de E. acervulina com E. tenella (HAUG et al., 2008), com 70% dos lotes com infecc¢des por
mais de uma especie de Eimeria, com prevaléncia de E. acervulina e E. maxima (MORRIS et
al., 2007) e que 95% dos lotes avaliados apresentaram mais de uma espécie de Eimeria com
maior prevaléncia de E. acervulina com E. mitis (WILLIAMS et al., 1996).
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Houve diferenca na prevaléncia de Eimeria sp. entre os sistemas de ambiéncia, com
excecdo de Eimeria mitis, que obteve a mesma positividade nos dois sistemas, a prevaléncia
total e das espécies de Eimeria foi maior no sistema 1. Em outra pesquisa com aviarios de
frangos de corte com ventilagdo por pressdo positiva e por negativa, a prevaléncia de Eimeria
sp. também foi maior no primeiro sistema (90%) do que no segundo (73,6%) (SHIRZAD et al.,
2011). Na avaliacdo dos indicadores de desempenho entre o sistema 1 e o sistema 2 no subgrupo
positivo para Eimeria sp., houve diferenca significativa no GPD e na CA, com melhor resultado
no sistema 2. Da mesma forma, no subgrupo negativo para Eimeria sp., houve diferenca
significativa no GPD e na CA, onde o sistema 2 também apresentou melhor resultado. Os
aviarios com ventilagdo por pressdo negativa apresentaram desempenho superior em
comparacdo com o0s de pressdo positiva. Estudos comparando os sistemas dark house e
convencionais para a producao de frangos de corte, relataram que GPD, CA, PM e bem-estar
das aves foram melhores em aviarios dark house (NOWICKI et al., 2011; CARVALHO et al.,
2014). Quando ha uniformidade de temperatura e renovacgdo de ar dentro das instalagGes, 0s
frangos ndo passam por estresse térmico e ocorre o consumo ideal de racdo e agua e,
consequentemente os frangos ingerem a dose correta de anticoccidianos, que é de grande
importancia para o controle de coccidiose (ARADAS; NAAS; SALGADO, 2005; MORRIS et
al., 2007; JENKINS; PARKER; RITTER, 2017).

Observou-se diferenca significativa no IEL entre os subgrupos do sistema 2, com maior
IEL nos lotes negativos. O periodo de IEL é muito importante para realizar os procedimentos
de limpeza e desinfec¢do de todos os equipamentos das instalacdes e o controle de pragas. Este
periodo sem aves alojadas nas instalagdes é uma medida necessaria para reduzir o potencial de
infeccdo por oocistos de Eimeria sp. em lotes subsequentes (GUIMARAES et al., 2007).
Aviarios com maior metragem e com alta densidade de alojamento possuem maior quantidade
de bebedouros e comedouros, liberagdo de ragdo e 4gua na cama e, também maior volume de
fezes (RAZMI; KALIDERI, 2000). Assim, com maior IEL, o produtor consegue realizar a
manutencdo, a limpeza e a desinfec¢do dos equipamentos de forma mais eficiente (ZHANG et
al., 2013) e dispdem de maior tempo para ventilar as instalacdes e reduzir a umidade da cama
(OVIEDO-RONDON, 2008).

N&o houve diferenca significativa nos fatores avaliados entre o subgrupo positivo e
negativo para Eimeria sp. do sistema 1, porém o subgrupo negativo apresentou resultados
superiores. No sistema 2, entre o subgrupo positivo e negativo para Eimeria sp., a CA
apresentou diferenca significativa, onde o subgrupo positivo teve pior CA. O processo de

multiplicacdo dos protozoarios de Eimeria nas células do epitélio intestinal causam alta morte
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celular e compromete o processo de digestdo e absorcao dos alimentos, agua e medicamentos.
Esta lesdo no intestino reflete no aumento da CA (AMER et al., 2010; QUIROZ-
CASTANEDA; DANTAN-GONZALEZ, 2015; TER VEEN et al., 2017, DEBBOU-
IOUKNANE; BENBAREK; AYAD, 2018).

A inativagdo dos oocistos de Eimeria sp. no tratamento da cama nos aviarios depende
dos fatores de temperaturas acima de 60°C, liberacdo de amonia, duragdo do tratamento da
cama, nivel de umidade e disponibilidade de oxigénio (MACKLIN et al., 2006; OVIEDO-
RONDON, 2008; MEIRELES, 2009, KIM et al., 2012). Nessa pesquisa, 0 T1 (cal virgem)
apresentou associacao significativa com a diminui¢do de E. maxima e E. tenella nos lotes.
Estudo com uso dos condicionadores quimicos superfosfato, meta-bissulfeto e carvdo, mostrou
que a reducdo da umidade da cama gerou condi¢Bes adversas para 0s oocistos de E. tenella
concluirem seu desenvolvimento, pois interromperam a esporulacdo (SOLIMAN; SALLAM,;
ABOUELHASSAN, 2018). Para reduzir a umidade da cama, também pode-se utilizar cal
virgem, cal hidratada, gesso agricola e sulfato de aluminio (OLIVEIRA; FERREIRA;
CANCHERINI, 2004; DAI PRA, 2009). A correlacdo positiva entre oocistos e umidade da
cama durante o crescimento do lote indica a importancia de manter a cama seca, para que 0
namero de oocistos seja reduzido em galpdes comerciais (CHAPMAN; JOHNSON, 1992).

Resultado de outra pesquisa com E. acervulina mostrou que a contagem maxima de
oocistos esporulados em cama seca e Umida com diferentes combinacdes de temperatura e
umidade relativa ndo mostrou diferenca significativa (GRAAT et al., 1994). Em contra partida,
outro estudo mostrou que a esporulacdo de E. maxima foi maior em camas com menor umidade
e pior em camas mais Umidas (WALDENSTEDT et al., 2001). Porém, como mencionado pelo
préprio autor e reforcado por outras pesquisas, este resultado pode ndo ter ocorrido pelo efeito
direto da umidade, mas devido ao oxigénio limitado e pela liberacdo de aménia produzida por
fermentacdo bacteriana na cama, que em altas concentracGes, pode lesionar a parede dos
oocistos esporulados e ndo esporulados (WILLIAMS, 1995; MESA et al., 2016).

Experimentos realizados em laboratério mostraram que a desinfeccdo da cama com
produtos quimicos como fenol e derivados de amdnia foram eficazes na reducdo do nimero de
oocistos de E. tenella (GUIMARAES et al., 2007; SAMAHA et al., 2013), no entanto, a
aplicagdo em cama de aviario com amonia quaternaria durante o IEL ndo foi efetiva na reducéo
de oocistos de E. acervulina. Porém, foi encontrada reducéo significativa no nimero de oocistos
quando a cama foi submetida ao método de fermentacdo com amontoamento e coberta com
lona pléstica por 10 dias consecutivos (ASSIS; LUNS; CURY, 2013).
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Para todas as espécies de Eimeria estudadas, ndo houve associacédo significativa para o
T2 (fermentacdo da cama). Entretanto, ndo se pode confirmar qual temperatura as camas
atingiram durante o tratamento no IEL, pois 0s manejos ndo foram acompanhados. Experimento
realizado com cama umedecida e coberta com lona plastica por um periodo de oito dias, atingiu
temperatura maxima de 30,8°C, pH médio de 9, com aumento gradual de umidade e nivel de
amonia. Este tratamento de fermentacdo ndo mostrou diferenca na contagem de oocistos em
comparagdo com a cama sem tratamento, em aves infectadas com E. maxima (MESA et al.,
2016). Outro estudo encontrou reducéo significativa no numero de oocistos de Eimeria sp.
quando camas de dois ou mais lotes foram submetidas ao método de fermentagdo com
amontoamento de 1,5 metros de altura e cobertas com lona plastica, por 10 a 15 dias
consecutivos até atingir a temperatura entre 55 a 70°C. Com este tratamento, a contagem de
oocistos na fase final dos lotes também foi menor em comparacdo com lotes alojados em
primeira cama (GARCES-GUDINO; MERINO-GUZMAN; CEVALLOS-GORDON, 2018).

E provavel que em lotes de primeira cama a infeccdo dos frangos de corte com Eimeria
sp. ocorra pela ingestao de oocistos que permaneceram nos aviarios, mesmo apos 0S processos
de limpeza e desinfec¢do realizados no vazio sanitario. A parede do oocisto é extremamente
forte e resistente a danos mecanicos, quimicos e desafios ambientais (MAI et al., 2009;
CHAPMAN et al., 2016). Neste estudo o uso de cama nova nao foi significativo para o controle
de coccidiose, assim como observado em outro estudo (CHAPMAN; JOHNSON, 1992).

4.5 CONCLUSAO

Eimeria sp. possui alta prevaléncia em ambos os sistemas de ambiéncia em aviarios de
frangos de corte na Mesorregido Oeste de Santa Catarina. Predominaram infec¢Ges mistas e a
maior combinacéo foi de E. acervulina com E. maxima e E. tenella. Aviérios com ventilacdo
por pressao positiva apresentaram a maior prevaléncia total e entre as espécies de Eimeria sp.
O melhor resultado em GPD e CA foi em aviarios com ventilagdo por pressdo negativa, com
menor CA no subgrupo negativo. O uso de cal virgem na cama dos aviarios no IEL foi o melhor

tratamento para auxiliar no controle de E. maxima e E. tenella.
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5 CARACTERIZACAO ANATOMOPATOLOGICA E MOLECULAR DE Eimeria sp.
EM FRANGOS DE CORTE

ANATOMOPHATOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
Eimeria sp. IN BROILERS

RESUMO

A coccidiose € uma doenca infecciosa de grande importancia na avicultura industrial. O
diagnostico correto direciona a industria avicola ao seu melhor tratamento e controle. Este
estudo objetiva caracterizar as lesGes de Eimeria sp. em frangos de corte através da avaliacdo
macroscopica, histopatoldgica e molecular, bem como comparar a eficacia destas técnicas. A
pesquisa foi realizada em 64 lotes, com idade media de 29 dias, provenientes de um abatedouro
sob Servico de Inspecdo Federal na Mesorregido Oeste de Santa Catarina. Em cada lote foram
retirados aleatoriamente oito frangos da linha de abate, totalizando 512. Realizou-se a avaliagdo
dos intestinos, os quais foram classificados na macroscopia e histopatologia em grau de 0 a 4,
sendo grau 0 auséncia de lesdes e grau 4 lesbes mais acentuadas. No contedo intestinal
pesquisou-se por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) oocistos das sete espécies de Eimeria.
As avaliacdes macroscopicas demonstraram que 59,37% (38/64) dos lotes foram positivos para
E. acervulina, 32,81% (21/64) para E. maxima, 29,68% (19/64) para E. tenella e 34,37%
(22/64) para E. brunetti. Nas avaliacbes histopatologicas, 87,50% (56/64) apresentaram
Eimeria sp. em duodeno, 70,31% (45/64) em jejuno, 18,75% (12/64) em ileo, 46,87% (30/64)
em cecos e 4,68% (3/64) em colon. Na PCR 21,87% (14/64) dos lotes foram positivos para E.
acervulina, 12,5% (8/64) para E. maxima, 3,12% (2/64) para E. mitis e 32,81% (21/64) para E.
tenella. O teste de concordancia Kappa-Cohen’s entre a macroscopia e histologia se
demonstrou com fraca correlacdo. Da mesma forma, as correlagcdes das lesdes macroscopicas e
histopatoldgicas foram baixas com a PCR. Na comparacdo dos graus de macroscopia e
histopatologia, foram encontradas diferencas significativas entre o grau 0 e 1 e ndo houve
diferenga significativa no grau 2, ja no grau 3 houve diferenca para duodeno, jejuno e cecos.
Conclui-se que o diagndstico macroscopico e a PCR do conteudo intestinal podem gerar uma
grande quantidade de falsos negativos, e 0 exame histopatoldgico se demostrou mais eficaz,
tornando fundamental a associagéo de diferentes técnicas para o correto diagnostico de Eimeria
sp. em frangos de corte.
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Palavras-chaves: coccidiose, diagnostico, metodologia, patologia, doenca entérica.

ABSTRACT

Coccidiosis is an infectious disease of great importance in industrial aviculture. The correct
diagnosis directs the poultry industry to better treatment and control of the condition. The
present study aimed to characterize the Eimeria sp. lesions in broilers by macroscopic,
histologic and molecular analyses, as well as to compare these techniques. Broilers were 29
days old at the time of evaluation. All samples were derived from a slaughterhouse that is
inspected by the Federal Service, at the Western mesoregion of the Brazilian state of Santa
Catarina. Eight broilers from each house were randomly removed from the slaughter line, in a
total of 512 samples. Intestines were macro and microscopically classified into grades 0
(absence of lesions) to 4 (severe lesions). Oocysts from seven species of Eimeria were detected
in intestinal contents by polymerase chain reaction (PCR). Macroscopic evaluations showed
that 59.37% (38/64) of houses were positive for E. acervulina, 32.81% (21/64) for E. maxima,
29.68% (19/64) for E. tenella and 34.37% (22/64) for E. brunetti. In histopathological
evaluations, 87.5% (56/64) were positive for Eimeria sp. in duodenum, 70.31% (45/64) in
jejunum, 18.75% (12/64) in ileum, 46.87% (30/64) in cecum and 4.68% (3/64) in colon. In
PCR, 21.87% (14/64) of houses were positive for E. acervulina, 12.5% (8/64) for E. maxima,
3.12% (2/64) for E. mitis and 32.81% (21/64) for E. tenella. The Kappa-Cohen’s concordance
test between macroscopy and histology were poorly correlated. Accordingly, macroscopic
lesion and histopathology were poorly correlated with PCR. In the comparison between
macroscopy and histopathology, there were significative differences between grades 0 and 1
and there were no differences on grades 2. For grade 3, there were significative differences in
duodenum, jejunum and cecum. It is concluded that that the macroscopic diagnostic and PCR
of intestinal contents may yield high numbers of false negatives. The histopathology analysis
proved to be the most efficacious method. This work demonstrates the importance of the

association of different methods for the correct diagnosis of Eimeria sp. infection in broilers.

Keywords: coccidiosis, diagnostics, methods, pathology, enteric disease.

5.1 INTRODUCAO
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A coccidiose € uma das doengas infecciosas de maior importancia econémica na
avicultura industrial e €é causada por protozoarios do género Eimeria que vivem
intracelularmente ao longo do epitélio intestinal das aves (QUIROZ-CASTANEDA;
DANTAN-GONZALEZ, 2015). A infeccdo é fecal-oral, com a ingestdo de oocistos
esporulados, que invadem e desenvolvem-se nas células intestinais modificando suas estruturas
e vilosidades. Este processo de reproducdo resulta em perda de desempenho e aumento da
mortalidade, causando grande impacto no sistema de producdo de frangos de corte
(MCDOUGALD, 2008; AMER et al., 2010). Sete espécies podem parasitar os frangos (Gallus
gallus domesticus): Eimeria acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox
e E. tenella. Cada espécie parasita uma regido especifica do intestino e as infec¢fes podem ser
por mais de uma espécie simultaneamente (ROSE; LONG, 1962; HUANG et al., 2017).

A identificacdo das espécies de Eimeria foi tradicionalmente realizada por morfologia
e morfometria de seus esporocistos e oocistos presentes em fezes e camas dos aviarios. Porém,
tém uma relagcdo pobre com o impacto do parasito no desempenho de um lote, requer méo-de-
obra qualificada para diferenciacdo e identificacdo das espécies (LONG; JOYNER, 1984;
HAUG et al., 2008) e necessita de combinacdo com outra técnica de diagnéstico (WILLIAMS
et al., 1996).

O diagnéstico classico de coccidiose € realizado pela avaliagdo macroscépica do
intestino com metodologia estabelecida por Johnson e Reid (1970), na qual utiliza a observacgéo
de lesdes especificas em duodeno, jejuno, ileo, cecos e célon. Os sinais clinicos, o histérico do
lote e a avaliacdo macroscopica do intestino fornecem um indicativo da espécie envolvida
(LONG; JOYNER, 1984). As lesOes intestinais causadas por E. acervulina, E. maxima e E.
tenella séo consideradas as mais importantes na producéo de frangos de corte, pois mostraram
causar maior impacto nos indicadores de producdo. Por este motivo, as lesdes no intestino
causadas por essas espécies sao priorizadas nas monitoradas sanitarias (TOLEDO et al. 2011;
GAZONI et al., 2015; GAZONI et al., 2017; HUANG et al., 2017).

Para auxiliar no diagndstico das lesdes macroscopicas no intestino, é utilizada a analise
histopatoldgica, que também auxilia a estabelecer a taxa de infeccdo por Eimeria sp.
(KAWAZOE et al., 2005; BELOTE et al., 2019).

O desenvolvimento de métodos moleculares para a analise de Eimeria sp. se tornou uma
ferramenta importante para auxiliar no diagndéstico de diferentes especies (MORRIS et al.,
2007), na deteccdo de infec¢do subclinica (MORGAN et al.,, 2009) e para estudar sua
prevaléncia (CARVALHO et al., 2011; LAN et al., 2017). O surgimento da reacdo em cadeia

da polimerase (PCR) permitiu analises com menor quantidade de parasitos e a identificagcdo
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precisa das sete espécies de Eimeria sp. (FERNANDEZ et al., 2003a; FERNANDEZ et al.,
2003b, MORAES et al., 2015; LAN et al., 2017).

Conforme a espécie, o grau de infeccdo e as medidas preventivas utilizadas para o seu
controle, a coccidiose pode apresentar-se de maneira subclinica (ALLEN; FETTERER, 2002)
e este dificil diagnostico impede a industria avicola de empregar a melhor estratégia para seu
controle (SHIRZAD et al., 2011).

Este trabalho objetiva caracterizar as lesdes de Eimeria sp. em frangos de corte atraves
da avaliacdo macroscopica, histopatoldgica e molecular, bem como comparar a eficacia destas

técnicas.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Local de pesquisa e coleta do material

A pesquisa foi realizada em 64 lotes de frangos de corte fémeas, linhagem Cobb 500,
com idade média de 29 dias, em um abatedouro sob Servico de Inspecdo Federal (SIF) na
Mesorregido Oeste de Santa Catarina, Brasil, no periodo de outubro de 2017 a abril de 2018.
Em cada lote foram retirados aleatoriamente oito frangos da linha de abate, totalizando 512. Os
intestinos foram coletados para realizar as analises macroscopicas, histopatoldgicas e PCR.

5.2.2 Avaliacdo macroscopica dos intestinos

Foi realizada a avaliagdo macroscopica de oito intestinos de cada lote e observados 0s
graus de lesbes caracteristicos causados por cada espécie de Eimeria, segundo a classificacdo

de Johnson e Reid (1970), descritas no Quadro 1 (descrito anteriormente na pagina 30).

5.2.3 Analise histopatoldgica dos intestinos

Apos a avaliacdo macroscopica, foram coletados, separadamente, fragmentos de 2cm
de duodeno, jejuno, ileo, cecos e cdlon. Estes foram fixados em formalina tamponada a 10%
por 24 a 48 horas. Para o processamento histologico realizou-se corte transversal total dos
fragmentos intestinais que foram corados com hematoxilina e eosina (HE). A anélise das lesGes
histoldgicas, realizada em todo o corte histolégico, das diferentes sec¢bes do intestino, foram

classificadas de 0 a 4, conforme a presenca de estruturas parasitarias compativeis com Eimeria
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sp., sendo grau 0 auséncia de Eimeria sp., grau 1 discreta quantidade de estruturas parasitarias
em menos de 10 vilosidades, grau 2 moderada quantidade de estruturas parasitarias em menos
de 10 vilosidades, grau 3 com moderada a grande quantidade de estruturas parasitarias em mais
de 10 vilosidades e grau 4 com 80% a 100% das vilosidades acometidas por estruturas

parasitarias.

5.2.4 Pesquisa de Eimeria sp. no conteudo intestinal pela técnica de PCR

Ap0s a coleta de material para analise histopatoldgica, em cada lote foi realizado um
raspado em todo o intestino e coletado um pool do contetdo intestinal dos oito frangos
avaliados. Estes foram acondicionados em frascos de 100mL, contendo 50mL de solucéo de
dicromato de potassio a 2,5% e completado com o material colhido até atingir 100mL. Em
seguida, as amostras foram encaminhadas para a purificagdo dos oocistos e realizacéo da técnica
de PCR de Eimeria sp. (descrito anteriormente nas paginas 47 a 51).

5.2.5 Andlise estatistica dos dados

Para obter a frequéncia de Eimeria sp., os resultados das analises macroscopicas,
histopatologicas e PCR foram compilados em planilhas no Microsoft Office Excel. Para a
avaliacdo da correlacdo das lesbes macroscépicas e histopatologicas com a PCR foi empregado
0 teste de concordancia Kappa-Cohen’s, onde 0 indica auséncia de correlacdo e 1 indica total
correlacdo entre as variaveis testadas. Os graus de lesGes obtidos entre as avaliaces
macroscopicas e histopatologicas foram avaliados pelo teste de Wilcoxon com 5% de

significancia, utilizando o programa Sigma Plot 12.0.
5.3 RESULTADOS
As avaliagdes macroscopicas dos lotes demonstraram que 59,37% (38/64) foram

positivos para E. acervulina, 32,81% (21/64) para E. maxima, 29,68% (19/64) para E. tenella e
34,37% (22/64) para E. brunetti (Figura 1 A-H). Nenhum lote foi positivo para E. necatrix.
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Figura 1 - Avaliacdo macroscopica de Eimeria sp. em frangos de corte: (A) E. acervulina grau
1 em duodeno com estrias brancas dispersas na mucosa. (B) E. acervulina grau 2, mucosa com
estrias brancas ndo coalescentes. (C) E. acervulina grau 3 com parede intestinal engrossada,
estrias brancas abundantes e coalescentes. (D) E. maxima grau 1 em jejuno com petéquias
dispersas na serosa. (E) E. maxima grau 2 com espessamento da parede intestinal e muco
alaranjado. (F) E. maxima grau 3, parede intestinal com embalonamento e espessamento, com
petéquias em grande quantidade na serosa e contetdo intestinal avermelhado no lumen. (G) E.
tenella grau 1 em ceco com petéquias dispersas na mucosa. (H) E. brunetti grau 1 em colon

com areas avermelhadas na mucosa.

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Na avaliacdo histopatoldgica, 87,50% (56/64) apresentaram estruturas parasitarias
compativeis com Eimeria sp. em duodeno, 70,31% (45/64) em jejuno, 18,75% (12/64) em ileo,
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46,87% (30/64) em cecos e 4,68% (3/64) em colon. As estruturas parasitarias compativeis com
Eimeria sp. foram observadas na mucosa e na submucosa intestinal e estavam presentes nas
fases de desenvolvimento em esquizontes, macrogametas, microgametas e oocistos imaturos
(Figuras 2A-D e 3A-D).

Figura 2 - Caracterizacdo histopatologica de Eimeria sp. no intestino delgado em frangos de
corte: (A) Lesdo grau 1 em duodeno com discreta quantidade de parasitos em menos de 10
vilosidades (cabeca de seta). No destaque observa-se oocisto imaturo (cabeca de seta amarela)
e macrogameta (seta). (B) Lesé&o grau 2 em duodeno com moderada quantidade de oocistos
imaturos em mais de 10 vilosidades (cabeca de seta amarela). (C) Les&o grau 1 em jejuno
demonstrando um macrogameta (cabeca de seta). (D) Lesdo grau 2 em jejuno com moderada
quantidade de oocistos imaturos em menos de 10 vilosidades (cabecas de setas amarelas).

Hematoxilina e eosina (HE).

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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Figura 3 - Caracterizacgdo histopatoldgica de Eimeria sp. no ceco de frangos de corte: (A) Leséo
grau 1 com discreta quantidade de parasitos (cabeca de seta preta) em menos de 10 criptas. No
destaque observa-se oocistos imaturos (cabeca de seta amarela) e um esquizonte (seta). (B)
Lesdo grau 2 com moderada quantidade de oocistos imaturos em menos de 10 criptas (cabeca
de seta). (C) Lesdo grau 3 com grande quantidade de parasitos (cabeca de seta preta) em mais
de 10 criptas. No destaque observa-se oocistos imaturos (cabeca de seta amarela). (D) Leséo
grau 4 com mais de 80% das criptas repletas de microgametas (cabeca de seta preta),
macrogametas (seta) e oocistos imaturos (cabeca de seta amarela). Hematoxilina e eosina (HE).

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

A avaliacdo dos graus de lesdes e o numero de positividade em cada analise e a
significancia estatistica entre os graus de lesdes macroscopicas e histopatolégicas para Eimeria
sp. nos frangos de corte avaliados, estdo demonstrados na Tabela 5.

Dos resultados obtidos por PCR, 21,87% (14/64) dos lotes foram positivos para E.
acervulina, 12,5% (8/64) para E. maxima, 3,12% (2/64) para E. mitis e 32,81% (21/64) para E.

tenella. As espécies E. brunetti, E. necatrix e E. praecox ndo foram identificadas.
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Tabela 5. Frequéncias das lesGes macroscopicas e histopatoldgicas para cada segmento

intestinal nos diferentes graus de leséo por Eimeria sp. em frangos de corte.

LesBes macroscépicas Lesbes histopatologicas
Grau _ _
Duodeno  Jejuno lleo Ceco Célon | Duodeno  Jejuno lleo Ceco Colon
GO 71,48% 93,94% 100% 92,57% 80,27% | 47,85% 59,76% 94,72% 77,73% 98,82%
(366)a  (481)a (512)a (474)a (411)a | (245)b  (306)b  (485)b  (398)b  (506)b
Gl 23,24%  5,66% 0% 722% 19,73% | 40,03% 26,75%  4,1% 123% 1,17%
(119)a (29)a (0)a (37)a  (101)a | (205)b  (137)b  (21)b (63)a (6)b
G2 4,49%  0,19% 0% 0,19% i 6,44%  3,12% 0,39% 2,53% i
(23)a (Da (0)a (Da (33)a (16)a (2)a (13)a
G3 0,78%  0,19% 0% 0% i 5,66%  10,35% 0,78%  7,22% i
Da (Da (0)a (0)a (29)b (53)b %)a (37)b
0% 0,19%
G4 - ] T (0a ] ] ] ] ()b

Letras iguais ndo apresentaram diferenga estatistica entre 0 mesmo grau avaliado nas duas andlises, letras
diferentes apresentaram diferenca estatistica entre 0 mesmo grau avaliado nas duas analises.
Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Os resultados do teste de concordancia Kappa-Cohen’s entre macroscopia,

histopatologia e PCR estdo demonstrados na Tabela 6.

Tabela 6. Concordancia entre macroscopia, histopatologia e PCR de Eimeria sp. para cada

segmento intestinal em frangos de corte.

Variaveis testadas

Segmento
intestinal Macroscopia / Histopatologia ~ Histopatologia / PCR Macroscopia / PCR
Duodeno 0,16 0,03 0,12
Jejuno 0,19 0,11 0,28
ileo 0 0,25 0"
Ceco 0,52 0,65 0,49
Célon 0,08 0" 0"

“nenhum caso positivo em ambos os testes.
Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

5.4 DISCUSSAO
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De acordo com os dados presentes, houve diferenga nos resultados dos diagnosticos de
coccidiose entre os trés métodos avaliados. O diagndstico de Eimeria sp. exclusivamente pela
avaliacdo macroscopica foi falho, pois o teste de concordancia entre a histopatologia e a
macroscopia demonstrou-se com fraca correlagdo, sendo que muitos lotes que néo
apresentavam lesbes macroscopicas apresentaram diferentes graus de parasitismo na andlise
histopatologica. Outro estudo utilizando estas duas metodologias também mostrou que a
histopatologia contribuiu para o correto diagnostico de coccidiose €, que utilizar isoladamente
a avaliacdo macroscépica pode ndo representar a verdadeira magnitude da infeccdo por Eimeria
sp. (IDRIS et al.,1997b). A histopatologia mostrou ser um método objetivo para analisar a
infeccdo por Eimeria sp., porém, utilizar apenas esta técnica ndo é suficiente para definir a
espécie infectante.

Entre as variaveis testadas, o ceco foi 0 segmento intestinal que apresentou correlacdo
moderada entre as trés técnicas de diagnostico. Isto pode ter ocorrido por possuir maior
quantidade de material fecal em todas as amostras coletadas, e assim maior presenca de oocistos
para a PCR. Em complemento, E. tenella apresenta lesées macroscopicas mais caracteristicas,
0 que pode ter facilitado sua identificacdo. Duodeno e jejuno, apesar de apresentarem
visualizacdo macroscopica, obtiveram correlacdo minima entre as variaveis testadas e diferenca
significativa entre os diferentes graus de lesdes macroscopicas com histopatoldgicas.

Observou-se que a regido do ileo ndo apresentou lesdo macroscépica caracteristica de
E. necatrix e a PCR foi negativa para este protozoério e, que a PCR do c6lon foi negativa para
E. brunetti. A auséncia de lotes positivos nestas metodologias de diagnostico aplicadas,
dificultou a andlise destes dados. Eimeria necatrix é pouco prolifera nas primeiras semanas de
vida das aves, mas poderia estar presente de forma discreta no ileo e ser encontrada na
histopatologia (SHIRLEY; BUMSTEAD, 1994). Estas estruturas parasitarias também podem
estar relacionadas com E. maxima que se desenvolve na regido do jejuno e nas infecg0es severas
pode se deslocar até a juncéo ileocecal (CONWAY; MCKENZIEH, 2007). Entretanto, no
célon, as aves apresentaram maior positividade na macroscopia em comparacdo com a
histopatologia. Na avaliagdo macroscopica do colon, rotineiramente sdo observadas estrias
avermelhadas na mucosa, organizadas longitudinalmente e paralelamente, devido a contragédo
do musculo liso apds a morte da ave. Essa alteracdo € chamada de vibices ou placas tigroides,
ndo tem importancia patologica e € uma alteragdo post mortem (ZACHARY; MCGAVIN,
2012).

Houve diferenca significativa entre o grau 0 de lesdo macroscopica e histoldgica em

todos 0s segmentos intestinais e entre o grau 1 em duodeno, jejuno, ileo e célon. Em
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contrapartida, nestes segmentos intestinais ndo houve diferenca significativa no grau 2. Deste
modo, nota-se que na macroscopia ndo e possivel detectar a presenca de Eimeria sp. em
infeccdes leves. A diferenca estatistica também pode ser observada no grau 3, com maior
numero de frangos acometidos por Eimeria sp. na analise histopatologica e assim, com dano
intestinal mais severo do que o observado na macroscopia. Na andlise histopatolégica foi
encontrado apenas um frango com grau 4 e acredita-se que possa ser a mesma ave acometida
no grau 2 de lesdo macroscopica. Em investigacGes anteriores, 0 método de pontuacdo de lesdes
histopatoldgicas também foi superior aos escores macroscopicos para detectar infecgdes por E.
maxima em frangos de corte (IDRIS et al.,1997b; GOODWIN; BROWN; BOUNOUS, 1998).
Assim, reforga-se a importancia de associar as duas metodologias para detectar todos os graus
de infeccdo e identificar a coccidiose subclinica (SHIRZAD et al., 2011).

Os resultados de correlacdo de lesdes macroscopicas e histopatoldgicas foram baixas
com a PCR. Isso ocorreu possivelmente devido a pequena quantidade de oocistos no contetido
intestinal, pois os frangos passaram por jejum alimentar no periodo pré-abate para realizar a
limpeza intestinal e evitar contaminagcfes nas carcacas. Desta forma, Eimeria sp. estaria
presente em maior quantidade na mucosa intestinal nas diferentes fases do ciclo reprodutivo, o
que afetou a sensibilidade da PCR. Outras pesquisas com técnicas moleculares utilizaram fezes
frescas (HUANG et al., 2017; PEEK et al., 2017) ou cama dos aviarios com o0ocistos
esporulados e obtiveram melhor resultado com a PCR (MORAES et al., 2015; JENKINS et al.,
2019).

No diagndstico molecular, Eimeria mitis e E. praecox tiveram frequéncia de 3,12% e
0%, respectivamente. Como ndo € possivel realizar diagnéstico macroscopico é relevante
utilizar as técnicas moleculares para verificar se ha presenca destas duas espécies nos lotes de
frangos de corte (MEIRELES; ROBERTO; RIERA, 2004; CARVALHO et al., 2011).

Na literatura, ndo ha trabalhos comparando os resultados destas trés técnicas de
diagnostico para coccidiose. Ressaltando que o presente estudo foi realizado com aves coletadas
de forma aleatoria, provenientes do sistema de producédo de frangos de corte, sem interferéncia
em medidas preventivas e manejos das instalacfes. Poucos trabalhos utilizam trés metodologias
para definir o diagndstico de coccidiose em frangos de corte. Um estudo para a identificacdo de
E. maxima aplicou as técnicas de macroscopia, histopatologia e contagem de oocistos por grama
de fezes (OOPG), onde a histopatologia se destacou por localizar significativamente mais E.
maxima (GOODWIN; BROWN; BOUNOQUS, 1998). Em outra pesquisa, 0 escore de lesdo
intestinal apresentou menor frequéncia de Eimeria sp. em comparagdo com a morfologia e, o
PCR foi mais eficiente na identificacdo das espécies de Eimeria (CARVALHO et al., 2011).
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Alguns estudos ainda aplicam a macroscopia com exames parasitologicos para
monitorar a infec¢do por Eimeria sp. (SHIZARD et al., 2011, GAZONI et al., 2017, LAN et
al., 2017, DEBBOU-IOUKNANE; BENBAREK; AYAD, 2018). A identificacdo de Eimeria
sp. por histopatologia é utilizada em observacgdes experimentais para medir o impacto da doenca
nos indicadores técnicos como mortalidade, ganho de peso e conversdo alimentar (AMER et
al., 2010; KAWAHARA et al., 2014; BELOTE et al, 2019) e em avaliacdes de lesdes na parede
intestinal causadas em infeccdes por Eimeria sp. (DEBBOU-IOUKNANE; BENBAREK;
AYAD, 2018). Esta técnica também ¢ aplicada para a avaliacdo da efetividade de produtos
anticoccidianos (ZHANG et al., 2012; SHE et al., 2017; FORTUOSO et al., 2019b) e de vacinas
(JEFFERS, 1975; SONG et al., 2016; SUPRIHATI; YUNUS, 2018).

Pesquisas com biologia molecular sdo aplicadas para verificar a ocorréncia das espécies
de Eimeria sp. em frangos de corte. Em sua grande maioria, as analises sao associadas com
exames parasitolégicos apenas para confirmar a presenca das espécies identificadas (SUN et
al., 2009; OGEDENGBE et al., 2011; GYORKE; POP; COZMA, 2013; MORAES et al., 2015;
HUANG et al., 2017). Muitos estudos estdo voltados para o aperfeicoamento da especificidade
e sensibilidade na identificacdo das espécies de Eimeria (RAO et al., 2013; BARKWAY et al.,
2015; PEEK et al., 2017; HINSU et al., 2018).

5.5 CONCLUSAO

Evidencia-se que o diagndstico macroscépico e a PCR podem gerar uma grande
quantidade de falsos negativos. O exame histopatolégico demostrou-se mais eficaz e auxiliou
no diagndstico em casos de lesdes inespecificas ou discretas macroscopicamente. Desta forma,
a andlise histopatologica associada com a avalicdo macroscopica é a mais indicada para o
diagnoéstico de campo, incluindo a PCR para auxiliar no diagndéstico preciso das espécies de

Eimeria presentes nos lotes de frangos de corte.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A prevaléncia de Eimeria sp. encontrada na Mesorregido Oeste de Santa Catarina foi
elevada contudo, semelhante a outros estudos realizados no Brasil e no exterior. A espécie mais
prevalente foi Eimeria acervulina. Infec¢des com duas ou mais espécies estavam presentes na
maioria dos lotes com associagdo de E. acervulina, E. maxima e E. tenella.

A prevaléncia total e das espécies de Eimeria foi maior em aviarios com ventilacao por
pressdo positiva. Os aviarios com ventilacdo por pressdo negativa apresentaram melhor
desempenho técnico em GPD e CA e, lotes negativos para Eimeria sp. obtiveram resultados
ainda melhores em CA. Neste sistema, 0 maior intervalo entre lotes também auxiliou no
controle de coccidiose. No tratamento de cama, o uso de cal virgem durante o intervalo entre
lotes mostrou ser capaz de reduzir o risco do lote ser positivo para E. maxima e E. tenella.

Os trés métodos avaliados para o diagnostico de Eimeria sp. apresentaram diferenga nos
resultados. Entre a macroscopia e a histologia as avaliagfes dos grau 0 e 1 apresentaram
diferenca significativa, onde a histologia conseguiu diagnosticar as lesdes brandas. Os
resultados entre as duas técnicas foram semelhantes no grau 2, pois as lesdes macroscopicas
sdo mais evidentes. A correlacdo de lesdes macroscopicas e histopatolégicas foram baixas com
a PCR. No entanto, esta técnica auxilia na confirmacdo das espécies identificadas na
macroscopia e/ou histologia e no diagnostico de Eimeria mitis e E. praecox.

Os resultados obtidos reforcam a importancia de manter os frangos de corte com
manejos corretos de ambiéncia e de procedimentos sanitarios para o controle de coccidiose e
assim, atingir o melhor custo final de producdo. Os dados mostram que o diagndstico por
histopatologia se apresentou de forma superior as outras metodologias e, apenas a avaliacao
macroscopica ndo parece ser adequada para uso em monitorias que dependem da detecgdo de
Eimeria sp. em frangos de corte. Assim, a associagdo de diferentes técnicas é fundamental para

a conclusao do diagndstico de coccidiose.
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