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CARNEIRO, Priscilla Gomes. Epidemiologia e caracterizacdo morfométrica de Eimeria
spp. em ovinos da regido norte do estado do Parana. 2019. 91 f. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Dentre as endoparasitoses, destaca-se a eimeriose, importante doencga entérica causada por
protozoarios coccidios do género Eimeria, responsavel por alteracdes intestinais, diminuicao
do apetite, reducdo do desenvolvimento corporal e por prejuizos econdmicos expressivos, uma
vez que reduz a produtividade dos animais e causa mortalidade. O objetivo deste estudo foi
realizar estudo epidemioldgico e morfométrico de diferentes espécies de Eimeria spp. em
ovinos de propriedades da regido norte do estado do Parand e desenvolver uma chave
dicotdbmica para auxiliar na identificagdo morfométrica das principais espécies de Eimeria em
ovinos. Foram coletadas amostras de fezes, diretamente da ampola retal, de 807 ovinos de
ambos 0s sexos, jovens e adultos, provenientes de 20 propriedades, juntamente foi aplicado um
questionario epidemiologico para analise de variaveis de risco. Em seguida procedeu-se a
identificacdo das amostras positivas por meio da contagem de oocistos por grama de fezes
(oopg) e a diferenciacdo das espécies por meio da micrometria dos oocistos. As amostras
positivas foram conservadas em placas de Petri contendo solucdo de dicromato de potéssio
2,5% para esporulacdo. Apoés a esporulacdo as amostras foram novamente submetidas a técnica
de flotacdo, e os oocistos foram observados em microscopia Optica para avaliagdo morfoldgica;
analisou-se o tamanho, o formato, a presenca de micropila e de opérculo e fez-se a micrometria.
Das 807 amostras coletadas, 662 (82,03%) foram positivas para Eimeria spp. e nas 268
amostras, com contagem de OoPG acima de 1000, identificaram-se as espécies. Com base nas
caracteristicas morfoldgicas e morfométricas dos oocistos esporulados foram identificadas 10
espécies de Eimeria, com a seguinte prevaléncia: E. ovinoidalis (98,13%), E. crandallis
(87,68%), E. parva (79,10%), E. bakuensis (60,82%), E. pallida (34,32%), E. faurei (33,58%),
E. granulosa (23,13%), E. ahsata (21,26%), E. intricata (11,19%) e E. punctata (1,86%). E.
ovinoidalis e E. crandallis consideradas patogénicas, foram as mais prevalentes, seguida por E.
parva e E. bakuensis conhecidas como ndo patogénicas. POde-se observar com base nos
resultados a alta prevaléncia de Eimeria spp. em ovinos de propriedades da regido norte do
estado do Parand, principalmente da E. ovinoidalis e da E. crandallis. As variaveis avaliadas
neste trabalho, tais como: tipos de criacdo, faixa etaria, rodizio de pastagem, tipo de instalacéo
e sexo apresentaram diferengas significativas (p<0,05) em relagdo a infec¢do por Eimeria spp.
Os seguintes grupos apresentaram maiores chances de eliminar oocistos de Eimeria spp.: ovinos
em sistema de criagéo intensivo, jovens abaixo de 12 meses de idade, animais que ndo fazem
rodizio de pastagem, ovinos em aprisco de chdo batido e ovinos machos. Por fim, diante das
variacdes encontradas nas mensura¢Ges dos oocistos de Eimeria spp. de ovinos no presente
estudo em relagdo aos descritos na literatura, foi possivel a elaboragdo de uma chave dicotémica
para o diagndstico das espécies de Eimeria, baseado na morfometria dos oocistos, auxiliando
um diagnostico diferencial mais preciso, minimizando as chances de duvidas no momento da
identificacéo.

Palavras-chave: Eimeriose. Pequenos ruminantes. Diagnostico. Morfologia. Chave
dicotdmica.



CARNEIRO, Priscilla Gomes. Epidemiology and morphometric characterization of
Eimeria spp. in sheep from the northern region of the state of Parana. 2019. 91 p. Thesis
(Doctor’s Degree in Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Among the endoparasites, eimeriosis is an important enteric disease caused by protozoan
coccidia of the genus Eimeria, responsible for intestinal changes, decreased appetite, reduced
body development and significant economic losses, since it reduces the productivity of animals
and causes mortality. The objective of this study was to conduct an epidemiological and
morphometric study of different species of Eimeria spp. in sheep from properties in the northern
region of the state of Paranad and to develop a dichotomous key to aid in the morphometric
identification of the main Eimeria species in sheep. Fecal samples were collected from 807
sheep of both genders, young and adults, from 20 farms directly from the rectal bulb, and an
epidemiological questionnaire was used to analyze risk variables. Positive samples were then
identified by counting oocysts per gram of faeces (oopg) and species differentiation by
micrometry of oocysts. Positive samples were preserved in Petri dishes containing 2.5%
potassium dichromate solution for sporulation. After sporulation the samples were again
submitted to flotation technique, and the oocysts were observed under optical microscopy for
morphological evaluation; the size, shape, presence of micropyle and operculum were analyzed
and micrometry was performed. Of the 807 samples collected, 662 (82.03%) were positive for
Eimeria spp and in 268 samples, with oopg counts above 1000, species were identified. Ten
species of Eimeria were identified, with the following prevalence: E. ovinoidalis (98.13%), E.
crandallis (87.68%), E. parva (79.10%), E. bakuensis (60.82%), E. pallida (34.32%), E. faurei
(33.58%), E. granulosa (23.13%), E. ahsata (21,26%), E. intricata (11.19%), E. punctata
(1.86%). E. ovinoidalis and E. crandallis considered to be pathogenic, were the most prevalent,
followed by E. parva and E. bakuensis known as non-pathogenic. The variables evaluated in
this study, such as: breeding types, age range, pasture rotation, type of facility, mixed breeding
and sex, presented statistically significant differences (p<0.05) in relation to Eimeria spp. It was
possible to observe the high prevalence of Eimeria spp. in sheep from properties in the northern
region of the state of Parana, mainly E. ovinoidalis and E. crandallis more pathogenic species,
in addition the use of the epidemiological questionnaire allowed the analysis of the risk factors
involved in the presence of the agent and showed that young animals below of 12 months old
male when submitted to the mixed farming system, intensive, without pasture rotation and
collected in beaten soil, were more likely to eliminate oocysts of Eimeria spp. Finally, in view
of the variations found in the measurements of the oocysts of Eimeria spp. of sheep in the
present study compared to those described in the literature, it was possible to elaborate a
dichotomous key for the diagnosis of Eimeria species, based on the morphometry of the
oocysts, helping a more precise differential diagnosis, minimizing the chances of doubts at the
time of identification .

Key words: Eimeriosis. Small ruminants. Diagnosis. Morphology. Dichotomous key.
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1. INTRODUCAO

A ovinocultura é uma atividade pecuéria de grande importancia no Brasil e no
estado do Parana. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em
2017 o efetivo ovino brasileiro foi de 17.976.367 milhdes de cabecas, com o estado do Parana
ocupando a oitava posi¢do em nimero de ovinos com 561.712 mil cabecas. O crescimento da
atividade no Brasil depende da superacdo de alguns desafios, entre eles estd a sanidade do
rebanho, medida basica para assegurar o desempenho produtivo satisfatorio dos animais e se
negligenciada, pode comprometer e até inviabilizar o sistema de producdo (RODRIGUES,
2014; IBGE, 2017).

As enfermidades parasitarias e infecciosas sdo consideradas os principais
entraves para a producdo de ovinos em todo o mundo. Dentre as parasitoses, destaca-se a
eimeriose, importante doenca entérica causada por protozoarios do género Eimeria, a qual €
responsavel por prejuizos econdmicos expressivos devido as alteragBes intestinais, a
diminuicdo do apetite, a reducdo do desenvolvimento corporal e mortalidade (PINHEIRO et
al., 2002; MOLENTO et al., 2004; VIEIRA, 2005; RODRIGUES, 2014).

Estima-se que os gastos com o tratamento da eimeriose em pequenos
ruminantes chega a US$ 8 por animal entre mo de obra e medicamentos. Considerando
despesas com antibidticos, desinfetantes, cuidados veterinarios, equipamentos, perdas
associadas a reorganizacdo da gestdo agricola e a reducdo da produtividade devido ao
parasitismo, os custos podem atingir US$ 120 milhdes (PINHEIRO et al. 2002; SILVA et al.,
2011).

Em decorréncia do prejuizo econébmico na producdo, a alta taxa de
prevaléncia destes protozodarios no Brasil e no mundo, somado a escassez de dados sobre fatores
de risco, e caracterizacdo morfométrica de espécies patogénicas ou nao patogénicas de Eimeria

spp. em ovinos no norte do estado do Parana e no pais, justificam os estudos sobre o tema.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. ETioLOGIA

A eimeriose é uma doenca infecciosa intestinal causada por protozoarios
intracelulares obrigatérios do género Eimeria, pertencente ao filo Apicomplexa e familia
Eimeriidae podendo parasitar diversos tipos de animais, entre eles, aves, ruminantes, equinos e
coelhos (BRUHN et al., 2011; CHARTIER; PARAUD, 2012). Por ter ampla distribuicéo
mundial, estes coccidios causam perdas econdmicas importantes em Vvarias espécies
hospedeiras, demonstrando ter grande importancia na ovinocultura por ser considerada uma das
parasitoses mais comuns nos rebanhos ovinos (FOREYT, 1990; HASHEMNIA et al., 2014;
MORE et al., 2015).

Em ovinos a eimeriose € causada por diferentes espécies do género Eimeria,
sendo que a quantidade e a prevaléncia de cada uma delas varia com a regido, mas esses
eimeridios tém sido encontrados em todas as regides estudadas. Atualmente foram descritas 15
espécies diferentes em ovinos (VIEIRA; BERNE, 2001; PLATZER et al., 2005). Levine e Lima
(1982), descreveram: E. parva, E. faurei, E. bakuensis (Sin. E. ovina), E. ahsata, E. crandallis,
E. granulosa, E. intricata e E. ovinoidalis, posteriormente foram descritas, E. pallida, E.
marsica, E. gonzalezi, E. gilruthi, E. punctata e E. caprovina. (KAYA, 2004; CHARTIER;
PARAUD, 2012).

Eimeria crandallis e E. ovinoidalis destacam-se como as mais patogénicas,
associadas ao aparecimento da doenca em borregos, ja E. bakuensis e E. parva possuem uma
patogenicidade média, contudo, na maioria dos casos, a eimeriose ocorre como o resultado de
uma infeccdo mista, podendo considerar extremamente raro o0 aparecimento de uma infecgéo
causada por uma Unica espécie. Embora diversas espécies de Eimeria possam estar envolvidas
nas infeccdes dos pequenos ruminantes, geralmente ndo ocorre infec¢cdo cruzada, devido a esses
protozoéarios apresentarem especificidade pelo seu hospedeiro (PLATZER et al., 2005;
CHARTIER; PARAUD, 2012).

A maioria das espécies que parasitam bovinos também sdo observadas em
bafalos, mas isso ndo acontece entre ovinos e caprinos, onde atualmente as espécies sao
consideradas altamente especificas, com exce¢do da E. caprovina que normalmente parasita
caprinos, mas pode ocorrer em ovinos. Alguns autores relatam ainda, que E. pallida e E.
punctata também sdo capazes de infectar ovinos e caprinos (VIEIRA et al., 1999; ABO-
SHEHADA; ABO-FARIEHA, 2003; LIMA, 2004; ANDREWS, 2013).
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2.2. CICLO BIOLOGICO

O conhecimento do ciclo de vida dos coccidios € de extrema importancia para
compreender a dificuldade no controle da doenca. Todas as espécies de Eimeria possuem ciclo
de vida monoxeno, com duracao entre 2 a 4 semanas dependendo da espécie, e é dividido em
trés fases: merogonia e gametogonia que ocorrem dentro do hospedeiro e esporogonia que
ocorre fora do hospedeiro (SOULSBY, 1982; CHARTIER; PARAUD, 2012). Os ovinos e
caprinos se infectam através da ingestdo de oocistos esporulados presentes na dgua e alimentos
contaminados com fezes. A fase enddgena do ciclo evolutivo inicia-se imediatamente apds a
ingestdo dos oocistos esporulados (FAYER 1980; MORE et al., 2015).

Dentro do hospedeiro, os oocistos liberam formas infectantes, chamadas
esporozoitos, que penetram nas células epiteliais da mucosa intestinal onde 0s protozoarios
evoluem e se multiplicam assexuadamente por esquizogonia, em seguida ocorre 0 processo
sexuado que resulta na formacéo do zigoto envolvido por uma membrana cistica resistente e se
transforma no oocisto. Nesta etapa acontece a ruptura celular, que interfere nos processos
digestivos, principalmente na absorcéo de nutrientes, e o oocisto ndo esporulado é eliminado
para 0 meio externo junto com as fezes, divide-se por esporogonia e se torna novamente
infectante (FOREYT, 1990; AMARANTE; BARBOSA, 1992; LIMA, 2004; CHARTIER;
PARAUD, 2012).

A esporulacdo tem sido considerada fase importante do ciclo biologico. Para
0s oocistos esporularem sdo necessarias condi¢cdes ambientais étimas de umidade, temperatura
(24 a 32°C) e oxigénio, na maioria das espécies isso ocorre em torno de 2 a 7 dias, periodo
variavel de acordo com a espécie de Eimeria e as condi¢cdes ambientais (FOREYT, 1986;
LIMA, 2004, CHARTIER; PARAUD, 2012; MORE et al., 2015).

Os oocistos de Eimeria spp. estdo normalmente presentes em pequenas
quantidades nas fezes de ovinos saudaveis de todas as idades, e de acordo com um calculo
tedrico, cada oocisto ingerido pode originar 30 milhGes de oocistos excretados nas fezes,
demonstrando que o potencial proliferativo no hospedeiro € muito alto (GREGORY et al., 1987;
HASHEMNIA et al., 2014).

O ndmero de oocistos produzidos por um animal infectado € afetado por
fatores como: potencial de cada espécie, concorréncia com outras espécies de coccidios no
mesmo hospedeiro, idade, susceptibilidade genética, condicdo fisica, nutricdo, fatores de

estresse e resisténcia desenvolvida pelo hospedeiro, acdo dos coccidiostaticos, alem das
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condigdes que afetam a esporulacdo e sobrevivéncia dos oocistos, assim como, a dispersao
fisica e biologica destes (FAYER, 1980; HASHEMNIA et al., 2012).

2.3. RESISTENCIA

Na fase em que 0 oocisto se encontra no meio ambiente, fora do hospedeiro, enquanto
ndo estdo esporulados sdo mais susceptiveis as alteracbes climaticas extremas e podem ser
destruidos pela dessecacdo, luz solar direta e calor e este se torna vulneravel e susceptivel as
medidas de controle. Apds a esporogonia, 0s oocistos esporulados sao resistentes e capazes de
sobreviver e permanecer infectantes por semanas a meses em condicGes favoraveis de calor e
umidade moderados (JOLLEY; BARDSLEY, 2006; CHARTIER; PARAUD, 2012; KEETON;
NAVARRE, 2018). J& em condicBGes secas, compostas pelo calor ou pelo frio extremo,
diminuem o tempo de vida dos oocistos (JOLLEY; BARDSLEY 2006).

2.4. PATOGENIA

A evolucdo do protozoario dentro do hospedeiro apresenta um padréo
definido para cada espécie de Eimeria, com varia¢gdes no local de parasitismo, nimero de
geragdes de multiplicacdo assexuada e posi¢do dentro da célula e do tecido, que lhe confere
caracteristicas proprias de patogenicidade. A multiplicacdo dos coccidios leva a alteracdes e
provoca destruicdo das células do hospedeiro, a intensidade e abrangéncia das lesdes dependem
do grau de agressdo tecidual de cada espécie e, principalmente, da quantidade de oocistos
esporulados ingerida (RYLEY, 1980; LIMA, 2004).

Quando a infec¢do € muito intensa ocorre destruicao de areas muito extensas
do intestino com consequente desprendimento de fragmentos de mucosa e hemorragias, que
podem ser observados nas fezes. A coccidiose normalmente mostra sinais como diarreia com
sangue e muco, desidratacao, febre, inapeténcia, perda de peso, anemia, 1a quebradica e dbito
(LIMA, 2004; MORE et al., 2015).

As espécies mais patogénicas infectam e destroem as células da cripta da
mucosa do intestino grosso, isso acontece porque o intestino delgado do ruminante é muito
longo, sendo assim fornece grande numero de celulas hospedeiras e potencial para enorme
replicacéo parasitaria com lesdo minima. Se a absorcdo de nutriente for prejudicada, o intestino
grosso é em alguma extensdo capaz de compensar. As espécies que invadem o intestino grosso

sdo mais provaveis de causar alteragdes patologicas, nesse local, a taxa de renovacéo celular é
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muito mais baixa e ndo existe efeito de compensacéo por outras regides do intestino (TAYLOR
etal., 2014).

As células alteradas séo eliminadas e aparecem areas de microulceragdes. As
capacidades digestivas e de absor¢do da mucosa sdo reduzidas em decorréncia da atrofia das
vilosidades e da redugdo do numero de células absorventes, as células restantes possuem menor
capacidade digestiva e as alteragdes funcionais resultantes dessas lesdes sdo denominadas
sindrome da ma absorcdo (MOON, 1980; NIELSEN, 1982).

2.5. EIMERIOSE EM OVINOS

Ovinos de todas as idades sdo suscetiveis a doenca (PLATZER et al., 2005;
TAYLOR et al., 2011), sendo mais importante em animais jovens de até um ano de idade
(BRUHN et al., 2011; CHARTIER; PARAUD, 2012), os quais eliminam maior quantidade de
oocistos (REEG et al., 2005). O efeito das infeccdes por Eimeria spp. depende principalmente
da combinacdo do nivel de contaminacdo ambiental (GREGORY et al., 1983), com 0s aspectos
imunolégicos do hospedeiro (RUIZ et al., 2014).

Surtos da doenca séo tipicamente observados em cordeiros entre um a trés
meses de idade (PLATZER et al., 2005; TAYLOR et al., 2011; ANDREWS, 2013; YANG et
al.,, 2014), no entanto, os animais infectados costumam desenvolver uma resisténcia
imunoldgica com o aumento da idade, levando a queda no nimero de oocistos eliminados
(GUL, 2007; KAHAN; GREINER, 2013; MOKHTARIA et al., 2015).

A eimeriose pode ser uma doenca entérica grave, resultando em diarreia,
baixo desempenho e, ocasionalmente, a morte, sendo responsavel por grandes perdas aos
produtores de pequenos ruminantes, resultantes da doenca clinica (CAVALCANTE et al.,
2012; CHARTIER e PARAUD, 2012). A queda na produtividade devido a eimeriose
representa, as vezes, maior prejuizo econémico do que a prépria mortalidade, que raramente
ultrapassa 10% do rebanho infectado (FITZGERALD, 1980; LIMA 1980, CAVALCANTE et
al., 2009), demonstrando a importancia da doenca subclinica (baixo ganho de peso), as quais
muitas vezes sdo ignoradas pelo produtor, embora sejam constantes (SILVA et al., 2007,
CHARTIE e PARAUD, 2012).

InfeccBes subclinicas crénicas também podem ocorrer, onde animais com
baixo numero de oocistos nas fezes permanecem como fonte continua de infecgdo para outros
animais (KAYA et al., 2007; YANG et al., 2014). Além disso, a presenca de parasitas no
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intestino dos animais tem sido correlacionada com o aumento da susceptibilidade a infecgéo
secundaria, especialmente doengas bacterianas (TAYLOR et al., 1973).

Surtos de eimeriose ocorrem quando animais sensiveis estdo expostos a
infeccdo com espécies patogénicas (SKIRNISSON, 2007). Algumas especies sdo altamente
patogénicas e o quadro clinico das formas mais severas sdo caracterizados por diarreia escura e
profusa, desidratagdo, anorexia, febre, letargia, reducdo na conversdo alimentar, baixa
qualidade de producéo de Ia e alta mortalidade (LIMA, 2004). Assim, animais que sobrevivem
a infeccédo, necessitam de tempo adicional, para atingir peso igual ao daqueles ndo infectados,
da mesma idade e mantidos nas mesmas condicGes de manejo (VIEIRA, 2000).

O tipo de sistema de producdo pode influir diretamente na ocorréncia da
eimeriose nos animais, a infec¢cdo ocorre com maior facilidade quando ha alta densidade
populacional, pela disponibilidade de grande quantidade de oocistos que sdo eliminados junto
com as fezes. As instalacOes e utensilios utilizados para a criacdo dos animais tém uma grande
importancia na sua epidemiologia (LIMA, 2004; CANTELLI et al., 2007).

Nessas condi¢es, em que um numero consideravel de animais permanece
confinado, por periodos de tempo relativamente longos, o ambiente e 0 manejo favorecem o
seu aparecimento (FAYER, 1980; FAYER; REID, 1982). Presente em todos os sistemas de
producdo, a eimeriose tém se mostrado mais grave e mais frequente em animais criados em
sistemas intensivos, ressaltando a importancia de tais infeccbes em rebanhos confinados
(MENEZES et al., 2001), com menos prejuizos em animais criados em sistemas extensivos
(LIMA, 1991).

2.6 PREVALENCIA

No Brasil, poucos estudos tém sido realizados sobre as espécies do género
Eimeria e suas prevaléncias nos rebanhos de ovinos (HASSUM et al., 2002), principalmente
no estado do Parana. Lopes et al. (2013) relataram em uma pesquisa com 80 cordeiros na cidade
de Umuarama-PR, 54,7% de E. crandallis, 27,7% de E. parva e mais sete espécies com
prevaléncias mais baixas. Outros estudos realizados nos demais estados sobre prevaléncia de

Eimeria spp. no Brasil estdo evidenciados na Tabela 1.
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Tabela 1. Prevaléncia de Eimeria spp. em ovinos no Brasil.

Autor Estados Po_ls_lc')tglas/ Elme(l;g spp. E. OVI(L]/;))IdahS E. crg)zt)jallls
Opitz et al., 2003 RS 8/ 32 25,0 4,3 -
Hassum; Menezes, 2005 RJ 177/ 187 94,6 31,3 16,5
Ahid et al., 2008 RN 17/ 129 21,8 - -
Silva et al., 2008 RS 59/ 100 59,0 11,8 5,0
Ahid et al., 2009 RN 53/ 209 25,3 20,2 0,6
Brito et al., 2009 MA 113/ 192 58,8 - -
Tembue et al., 2009 PE 71/81 87,7 - 141
Silvaetal., 2011 RN 191/ 191 100,0 48,8 65,7
Lopes et al., 2013 PR 147/ 210 70,0 2,0 54,7
Almeida et al., 2013 TO 50/ 255 19,6 - -
Brinker et al., 2014 RS 36/ 120 30,0 62,0 -
Souza et al., 2015 BA 3171464 68,3 19,4 13,6

No Ird, Hashemnia et al. (2014) examinaram 410 ovelhas nos matadouros de
Kermanshah, onde foram encontrados oocistos de Eimeria spp. em 375 (91,5%) animais. No
total, 10 espécies de Eimeria foram identificadas, sendo elas: E. ahsata, E. parva, E. pallida,
E. bakuensis (sin: E. ovina), E. ovinoidalis, E. crandallis, E. faurei, E. intricata, E.
weybridgensis, E. granulosa. As espécies mais encontradas foram: E. ahsata (81,4%), E. parva
(67,4%), E. pallida (58,4%), ja a E. granulosa foi observada em menor proporcao (2,9%).

More et al. (2015) durante uma pesquisa, encontraram 10 espécies de Eimeria
em ovinos, sendo oito espécies redescritas e duas consideradas novas espécies. A espécie mais
frequente encontrada foi a E. crandallis com 18,2% (108/594), e a E. parva foi a segunda
espécie mais comum, representando 15,2% (90/594) das amostras positivas. Mais autores tem
relatado a prevaléncia de Eimeria spp. no mundo, conforme demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2. Prevaléncia de Eimeria spp. em ovinos no mundo.

Positivas/ Eimeria E. ovinoidalis E. crandallis

Autor Pals Total  spp. (%) (%) (%)
Vercruysse, 1982 Senegal 2100/ 2234 94,0 76,0 62,0
Chhabra; Pandey, 1991 Africa 414/ 497 83,3 100,0 69,7
Arslan et al., 1999 Turquia 556/592 94,0 47,7 13,7
Reeg et al., 2005 Alemanha  126/222 56,7 100,0 100,0
Gul, 2007 Turquia 215/241 89,2 43,5 35,2
Wang et al., 2010 China 287/ 309 929 - 11,2
Khan et al., 2011 Paquistdio  209/486 43,0 48,3 -
More et al., 2011 india 594/ 2462 24,1 - 18,1
Kheirandish et al., 2012 Iran 197/ 227 86,7 19,3 56,1
Yang et al., 2014 Australia 616/ 3412 18,1 10,1 48,3
Hashemnia et al., 2014 Iran 375/410 915 41,6 33,0
Nourollahi-Fard et al., 2014 Iran 170/ 270 63,0 - -
More et al., 2015 india 143/594 24,1 - 18,1
Lakew; Seyoum, 2016 Africa 88/384 22,9 - -
Mohamaden et al., 2018 Egito 82/142 57,7 12,1 30,4

2.7. DIAGNOSTICO

O diagndstico da eimeriose deve ser realizado associando-se a anamnese, com
informacBes sobre manejo, sistema de criacdo, sinais clinicos, exame parasitoldgico, com a
identificacdo de oocistos nas fezes, 0s achados pds-morte e a evidenciacdo das diversas formas
parasitarias em cortes histologicos do intestino (KHODAKARAM-TAFTI e MANSOURIAN
2008; TAYLOR et al., 2014).

As espécies de Eimeria podem ser diferenciadas através da morfologia e
morfometria do oocisto, do periodo pré-patente, local da infeccdo ou tempo minimo de
esporulacdo, mas todos estes métodos sdo trabalhosos, demorados, dificeis e pouco confiaveis,
como em amostras mistas com espécies diferentes que se sobreponham em tamanho e forma
(TENTER et al., 2002; HAUG et al., 2007), levando ao desenvolvimento de métodos
moleculares baseados em DNA, principalmente para a detecgéo e quantificagdo de Eimeria em
aves (MORGAN et al., 2009; VRBA et al., 2010; RAJ et al., 2013).

Ferramentas moleculares baseadas em PCR tém sido amplamente utilizadas
no diagnostico e caracterizacdo de Eimeria spp. (SUN et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011).
No entanto, dados obtidos a partir de analises de PCR convencional, ndo tem sido possivel
vincular marcadores genéticos especificos para identificacdo das espécies devido as

coinfeccdes frequentes de maltiplas espécies de Eimeria no mesmo hospedeiro. Uma forma de
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ultrapassar este problema é isolar um Unico oocisto e inocular em animais livres de coccidios,
ou realizar a analise molecular utilizando um unico oocisto (AUINGER et al., 2008).

Para a deteccdo e identificacdo de microrganismos utilizando PCR de uma
unica célula, a quantidade vestigial de acidos nucleicos extraidos da célula Unica torna-o um
desafio para o sucesso. A amplificagcdo do genoma inteiro, que pode amplificar aleatoriamente
o0 DNA da amostra testada e, assim, aumentar o nimero de cépias de genes alvo, tem sido cada
vez mais utilizados em pré-amplificacdo por PCR para diagnostico molecular (ZHANG et al.,
1992; SILANDER e SAARELA, 2008).

S840 necessarias ferramentas de diagndstico eficazes para deteccdo de
infeccBes subclinicas de espécies patogénicas nos rebanhos domésticos por meio do
monitoramento fecal, podendo ser implementada em uma estratégia basica de controle, onde
animais com infeccdes subclinicas patogénicas poderiam ser isolados dos animais ndo

infectados, evitando a transmissdo da doenca (KAYA et al., 2007).

2.8 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

Devido as diferencas na patogenicidade, a identificacdo das espécies é de
extrema importancia (AGYEI et al., 2004; KAYA, 2004; YAKHCHALI; GOLAMI, 2008).
Vérias caracteristicas devem ser consideradas para a identificacdo e classificacdo de uma
espécie de coccidio, tais como: espécie hospedeira susceptivel, localizacdo de cada estadio
evolutivo no hospedeiro, patogenicidade, especificidade imunoldgica, periodo pré-patente,
tempo de esporulacéo, variagdo enzimatica e densidade do DNA (FAYER, 1980).

Levine (1970), baseado apenas na morfologia dos oocistos, sugeriu que as
espécies de Eimeria dos pequenos ruminantes eram idénticas, o que resultou em grande
confusdo na identificacdo das espécies de Eimeria que realmente parasitam caprinos e ovinos
(VIEIRA, 2002, BOWMAN et al., 2006).

Atualmente a identificacdo € realizada baseando-se no hospedeiro, nas
caracteristicas morfoldgicas, bioldgicas (LIMA, 2004; ANDREWS, 2013) e na morfometria de
seus oocistos, no entanto, o estudo morfométrico ndo deve ser o Unico parametro considerado
na diferenciacao das espécies, ja que o tamanho dos oocistos de uma determinada espécie pode
ser variavel (LONG; JOYNER, 1984).

Uma caracteristica morfoldgica considerada de grande importancia no auxilio
da diferenciacdo das espécies do género Eimeria é o indice morfométrico (didmetro maior [DM]

dividido pelo menor [dm]), uma vez que o tamanho do oocisto pode ser varidvel, mas seu indice
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morfométrico (IM) tende a ser constante, permitindo verificar a tendéncia da forma do oocisto
(RAMIREZ et al., 2009).

No entanto, varios fatores podem alterar a morfologia dos oocistos dentro de
uma mesma espécie, assim como, espécies distintas podem possuir estadios evolutivos com
morfologia semelhante (TODD; ERNST, 1977). A morfologia dos oocistos tende a apresentar
aspectos que podem ser descritos de maneira qualitativa e quantitativa, com grande variagéo e
combinacéo de caracteristicas especificas (JOYNER, 1982).

O estadio de paténcia € um dos fatores que pode influenciar o tamanho dos
oocistos, que normalmente atingem seu méximo no meio da paténcia (HASSUM et al., 2002;
RAMIREZ et al., 2009). O grau de infecgdo e o estado imunoldgico dos animais também podem
estar envolvidos na variacdo morfologica dos oocistos (LONG; JOYNER, 1984).

Os oocistos esporulados do género Eimeria possuem caracteristicas
morfolégicas peculiares, apresentando quatro esporocistos com dois esporozoitos cada,
perfazendo um total de oito esporozoitos por oocistos (BOWMAN et al., 2006, LIMA, 2004,
TAYLOR etal., 2014), os quais infectam preferencialmente as células intestinais (LIMA, 2004;
RODRIGUES, 2014).

As formas mais comuns de coccidios sdo esférica, subesférica, oval ou
elipsoidal. A parede do oocisto é composta por uma ou duas camadas, geralmente clara e
transparente, podendo ser amarelado ou verde. Os esporocistos possuem formas mais ou menos
alongadas ou ovoides com uma extremidade mais agucada que a outra, conhecida como corpo
de Stieda (SOULSBY, 1982).

Algumas espécies possuem uma micrépila na extremidade pontiaguda, a qual
pode ser coberta por uma tampa micropilar, e, ocasionalmente, pode haver uma projecdo em
forma de cupula da parede do oocisto para o exterior sob a forma de calota polar, também
podem estar presentes granulos polares retrateis (LEVINE, 1973; SOULSBY, 1982).

As principais caracteristicas morfolégicas de um oocisto esporulado de
Eimeria spp., que, como o0s outros Eimeriidae, possui um complexo de Stieda e corpos
substieda, bem como recursos adicionais que possam facilitar a identificacdo e caracterizacdo

de espécies, estdo representadas na figura 1 (BERTO et al., 2014).
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Figura 1. Desenho de um oocisto esporulado (Apicomplexa: eucoccidiorida: Eimeriidae)
detalhando as principais estruturas que devem ser observadas, medidas e caracterizadas, que
sdo: (ow) largura do oocisto; (ol) comprimento do oocisto; (pg) granulo polar; (or) residuo do
oocisto; (row) parede exterior aspera (sow) ou parede exterior lisa; (mil) camada interna da
micrépila, (mol) camada externa da micropila; (mc) capuz da micrépila; (sw) largura do
esporocisto; (sl) comprimento do esporocisto; (sb) corpo de Stieda; (ssb) corpo substieda; (psb)
corpo parastieda; (csr) residuo do esporocisto compacto, (dsr) residuo do esporocisto difuso;
(sp) esporozoito; (prb) corpo refratil posterior do esporozoito, (arb) corpo refratil anterior do
esporozoito; (n) nucleo do esporozoito; e (str) estrias dos esporozoitos.

Fonte: Berto et al. (2014)

2.9. TRATAMENTO E FARMACOS
Um grande namero de drogas tem sido recomendadas para o tratamento da

eimeriose em ruminantes, podendo ser coccidiostaticas (que impedem o desenvolvimento do

parasito) ou coccidicida (que eliminam os parasitos) (VIEIRA et al., 2004; HASSUM e
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MENEZES, 2005). Estas drogas agem sobre as diferentes fases do ciclo de vida, suprimindo o
desenvolvimento das fases assexuadas, sexuadas ou ambas (LIMA, 2004).

A administracdo de produtos apropriados pode reduzir significativamente ou
eliminar a coccidiose clinica em ovinos, onde todos os animais do rebanho devem ser tratados,
mesmo aqueles que ndo apresentem sintomas (FOREYT, 1986). A eficcia do tratamento
depende da precocidade de sua realizagdo. As drogas podem ser utilizadas de forma terapéutica
ou profilatica (LE SUEUR et al., 2009, TAYLOR et al., 2011).

Drogas curativas podem ser eficazes se forem administradas antes que o dano
celular intestinal grave ocorra (LOPES et al., 2014). De acordo com Platzer et al. (2005),
nenhum tratamento de formulagdo é capaz de controlar a eimeriose apds os sinais clinicos da
doenca aparecem. Entre as drogas mais empregadas estdo as sulfas, antibioticos ionéforos e
derivados do benzeno acetonitrila (LE SUEUR et al., 2009; TAYLOR et al., 2011).

Pertencentes ao grupo das sufonamidas o toltrazuril e diclazuril sdo principios
ativos que apresentam alta eficacia contra eimerideos com atuacdo na fase de reproducdo
assexuada e sdo utilizados principalmente como drogas terapéuticas, embora ndo apresentem
atividade suficiente contra gamontes. Formulacdes a base de benzeno acetonitrila sdo
compostos que atuam contra Vvarios estagios do ciclo do parasito e sdo utilizados
particularmente como metafilaticos, mas servem também como terapéuticos (DAUGSCHIES;
NAJDROWSKI, 2005; MUNDT et al., 2005). Devido a uma acdo imediata superior e uma
meia-vida mais prolongada o toltrazuril tém apresentado resultados superiores ao diclazuril
(SARATSIS et al., 2013). Ovinos e caprinos tratados com esses farmacos apresentam maior
ganho de peso (LE SUEUR et al., 2009; RUIZ et al., 2012; DIAFERIA et al., 2013).

No entanto estudos mais recentes na Noruega ja demonstram resisténcia ao
toltrazuril em ovinos, através do uso do FOCRT (teste de reducdo da contagem fecal) como
ferramenta para avaliacdo de campo sobre a eficcia anticoccidiana. Devido as alternativas
limitadas de tratamento, esses achados podem ter implicacGes importantes para a criacdo de
ovinos principalmente porque a espécie mais excretada foi E. ovinoidalis, demonstrando a
possibilidade de ocorrer coccidiose clinica grave em rebanhos resistentes (ODDEN et al.,
2018).

O desenvolvimento da resisténcia pode resultar em opgdes limitadas de
tratamento disponiveis para ovinos, visto que o toltrazuril é o Unico anticoccidiano registrado
para ovinos em diversos paises, j& o diclazuril por compartilhar um modo de agdo comum ao
do toltrazuril, a resisténcia cruzada entre esses dois farmacos parece altamente provavel e deve

ser investigado. A confirmacdo da resisténcia desses medicamentos em espécies de Eimeria de
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ovinos aumenta a urgéncia de identificar tratamentos alternativos e otimizar outras estratégias
de controle (ODDEN et al., 2018).

2.10. CONTROLE

A eimeriose pode ser controlada por meio da ado¢do de medidas sanitarias e
de manejo, tratamento dos animais doentes e uso preventivo de anticoccidicos. O tratamento é
eficaz e apresenta bons resultados quando utilizado na fase inicial da doenca, pois as drogas,
em sua maioria, atuam nas formas precoces de multiplicacdo dos coccidios. Os animais doentes
devem ser isolados para diminuir a contaminacdo do meio ambiente e devem receber tratamento
sintomatico para controlar a diarreia, a desidratacédo e as infec¢fes secundarias (LIMA, 2004).

Vieira e Berne (2001) citam que as instalacdes e utensilios utilizados para a
criagdo de animais tém grande importancia na epidemiologia da eimeriose, principalmente
bebedouros e cochos que séo facilmente contaminéveis com fezes, favorecendo o aparecimento
e a manutencdo do protozoario no ambiente.

Animais mantidos confinados, em camas sem higiene, ou ainda aqueles
mantidos em pastos contaminados intensamente agrupados, possuem maior risco de infeccao.
A incidéncia da doenca pode ser reduzida evitando-se aglomeracdo e estresse e conferindo
atencdo a higiene. Medidas como elevar os cochos de comida e &gua, por exemplo, podem
ajudar a evitar contaminacdo, reduzindo os niveis de infec¢do. Animais jovens devem ser
mantidos fora de pastos altamente contaminados (TAYLOR et al., 2014).

Em animais mantidos em confinamento torna-se mais dificil evitar a ingestao
de alimentos e agua contaminados com fezes contendo oocistos deste protozoario, a
incorporacdo de coccidiostaticos no sal mineral e na ragdo tem se mostrado bastante vantajosa
tanto sob o aspecto sanitario, quanto econémico (BRINKER et al., 2014). Spinosa et al. (1999)
consideram o0 amprolio, o decoquinato e a monensina sodica as melhores drogas para o controle
da eimeriose em ruminantes.

A erradicacdo da eimeriose ndo parece ser possivel em virtude da sua ampla
prevaléncia, enorme capacidade reprodutiva do parasito, e da capacidade dos oocistos
sobreviverem por longos periodos de tempo no meio ambiente. Por estas razdes € importante

estabelecer um programa eficaz de controle da doenca (FOREY, 1986).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudo epidemiolégico e morfométrico de Eimeria spp. em ovinos

do norte do estado do Parana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar as espécies de Eimeria presentes nas amostras coletadas.

Avaliar a prevaléncia das espécies patogénicas e ndo patogénicas nos rebanhos
estudados.

Avaliar as variaveis associadas a infeccdo por Eimeria spp. em ovinos de
propriedades do norte do estado do Parana.

Desenvolver uma chave dicotbmica para auxiliar na identificacdo

morfomeétrica das principais espécies de Eimeria em ovinos.
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4 ARTIGO A

EPIDEMIOLOGIA E CARACTERIZACAO MORFOMETRICA
DE Eimeria spp. EM OVINOS DO NORTE DO ESTADO DO
PARANA

EPIDEMIOLOGY AND MORPHOMETRIC CHARACTERIZATION OF Eimeria spp.
IN SHEEP FROM THE NORTH REGION OF PARANA STATE

RESUMO

Protozoarios intracelulares obrigatdrios do género Eimeria, sdo responsaveis pela occoréncia
da eimeriose, doenca infecciosa intestinal que afeta principalmente animais jovens, abaixo de
12 meses de idade, sdo economicamente importantes em varias espécies animais e possuem
ampla distribuicdo mundial. O presente trabalho teve como objetivo realizar estudo
epidemiolégico e morfométrico de diferentes espécies de Eimeria spp. em ovinos de
propriedades da regido norte do estado do Parana. Foram coletadas amostras de fezes de 807
ovinos de ambos os sexos, jovens e adultos, provenientes de 20 propriedades rurais localizadas
na regido norte do estado do Parana, onde foi aplicado um questionario epidemioldgico. Para
contagem de oocistos de Eimeria spp. as amostras foram processadas utilizando a técnica de
Gordon & Whitlock modificada. As amostras contendo OoPG > 1000 foram submetidas ao
método de Willis-Mollay modificado, para realizacdo da micrometria dos oocistos. Apos a
identificacdo, as fezes foram diluidas em uma solugdo aquosa de dicromato de potassio
(K2Cr207) a 2,5% distribuidas em placas de Petri para esporulacdo. Apés a esporulacdo as
amostras foram novamente submetidas a técnica de flotagdo, e os oocistos esporulados foram
observados microscopicamente para avaliacdo morfométrica. Com base nas caracteristicas
morfolégicas e morfométricas dos oocistos esporulados foram identificadas 10 espécies de
Eimeria, com a seguinte prevaléncia: E. ovinoidalis (98,13%), E. crandallis (87,68%), E. parva
(79,10%), E. bakuensis (60,82%), E. pallida (34,32%), E. faurei (33,58%), E. granulosa
(23,13%), E. ahsata (21,26%), E. intricata (11,19%) e E. punctata (1,86%). Diante dos dados,
E. ovinoidalis e a E. crandallis, consideradas patogénicas, foram as mais prevalentes. Apenas
sete (2,61%) dos 268 animais, estavam infectados com uma Unica espécie de Eimeria, 13
(4,85%) continham duas espécies diferentes e 248 (92,54%) animais estavam infectados com
trés ou mais espécies. Com base nos resultados apresentados, péde-se observar uma alta
prevaléncia de espécies patogénicas de Eimeria spp. em ovinos da regido norte do estado do
Parand. A andlise dos fatores de risco demonstrou que o sistema de criagdo intensivo
influenciou e contribuiu para maior infeccdo por Eimeria spp., assim como cordeiros de até 6
meses de idade. Ovinos que ndo faziam rodizio de pastagem também tiveram maiores chances
de infeccéo, bem como animais recolhidos em aprisco de chao batido, entretanto a presenca de
cama de maravalha se mostrou um fator de prote¢do contra eimeriose. Sendo assim boas
praticas de manejo e higiene devem ser empregadas para garantir melhor saude e,
consequentemente, melhor desempenho dos animais.
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Palavras-chave: Coccidiose. Ovinocultura. Fatores de risco. Patogénica. Diagnostico.

ABSTRACT

Mandatory intracellular protozoa of the genus Eimeria are responsible for the occurrence of
eimeriosis, an infectious intestinal disease that mainly affects young animals, under 12 months
of age, are economically important in many animal species and have wide distribution
worldwide. The present work aimed to carry out epidemiological and morphometric study of
different species of Eimeria spp. in sheep from farms of northern Parana State. Stool samples
were collected from 807 sheep of both sexes, young and adult, from 20 rural properties located
in the northern region of Parana state, where an epidemiological questionnaire was applied. For
counting oocysts of Eimeria spp. The samples were processed using the modified Gordon &
Whitlock technique. Samples containing OoPG > 1000 were submitted to the modified Willis-
Mollay method to perform oocyst micrometry. After identification, the faeces were diluted in a
2.5% aqueous potassium dichromate solution (K2Cr20O7) distributed in petri dishes for
sporulation. After sporulation the samples were again submitted to the flotation technique and
the sporulated oocysts were microscopically observed for morphometric evaluation. Based on
the morphological and morphometric characteristics of sporulated oocysts, 10 species of
Eimeria were identified, with the following prevalence: E. ovinoidalis (98.13%), E. crandallis
(87.68%), E. parva (79.10%), E. bakuensis (60.82%), E. pallida (34.32%), E. faurei (33.58%),
E. granulosa (23.13%), E. ahsata (21.26%), E. intricata (11.19%) and E. punctata (1.86%).
Given the data, E. ovinoidalis and E. crandallis, considered pathogenic, were the most
prevalent. Only seven (2.61%) of the 268 animals were infected with a single Eimeria species,
13 (4.85%) contained two different species and 248 (92.54%) animals were infected with three
or more species. Based on the results presented, a high prevalence of pathogenic species of
Eimeria spp. in sheep from the northern region of Parana state. Risk factor analysis showed that
the intensive rearing system influenced and contributed to higher infection by Eimeria spp., As
well as lambs up to 6 months old. Sheep that did not rotate pasture also had a higher chance of
infection, as well as animals collected on a flattened sheepfold, but the presence of a wonderland
bed proved to be a protective factor against eimeriosis. Thus, good management and hygiene
practices should be employed to ensure better health and, consequently, better performance of
animals.

Key words: Coccidiosis. Sheep. Risk factors. Pathogenic. Diagnosis.

Introducéo

A eimeriose é uma doenca infecciosa intestinal causada por protozoarios intracelulares
obrigatérios do género Eimeria, pertencentes ao filo Apicomplexa e a familia Eimeriidae, que
desenvolvem-se no intestino delgado e grosso, afetam principalmente animais abaixo de 12
meses de idade e possuem ampla distribuicdo mundial. Estes eimerideos podem parasitar aves,
ruminantes, equinos, coelhos e diversas espécies animais descritas na literatura, demonstrando
grande importancia em algumas dessas espécies (BRUHN et al., 2011; CHARTIER; PARAUD,
2012; MORE et al., 2015; CARDIM et al., 2018; MOHAMANDEN et al., 2018).
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Problema sanitario crescente na criagdo de pequenos ruminantes, tem demonstrado
grande importancia econdmica na ovinocultura devido a doenga clinica (diarreia) e subclinica,
que acarretam em queda na produtividade e atraso no crescimento dos animais infectados.
Assim, animais que sobrevivem a infec¢do, necessitam de tempo adicional para atingir peso
igual ao daqueles ndo infectados, da mesma idade e mantidos nas mesmas condi¢des de manejo
(FOREYT, 1990; VIEIRA, 2000; CHARTIER; PARAUD, 2012; HASHEMNIA et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2018).

Os prejuizos causados pela eimeriose subclinica geralmente sdo ignorados pelo
produtor, mas a queda na produtividade representa, as vezes, maior prejuizo econémico do que
a propria mortalidade, que raramente ultrapassa 10% do rebanho infectado (LIMA, 1980;
SILVA et al., 2007; CAVALCANTE et al., 2009).

Poucos estudos tém sido realizados sobre as espécies do género Eimeria que parasitam
ovinos e suas prevaléncias nos rebanhos brasileiros. De 2003 a 2015, alguns trabalhos
apresentaram uma variacdo de 19,6% a 100% de Eimeria spp. em ovinos de varios estados, mas
em sua maioria os dados permanecem com altas prevaléncias como as apresentadas por Hassum
e Menezes (2005) e Tembue et al. (2009) de 94,6% e 87,7% respectivamente (HASSUM et al.,
2002; SILVA et al., 2011; ALMEIDA et al., 2013; SOUZA et al., 2015).

Diversas espécies de Eimeria sdo encontradas em diferentes hospedeiros, entretanto a
infeccdo cruzada ndo é comum, devido a estrita especificidade do hospedeiro, com excessao de
E. caprovina que normalmente parasita caprinos, mas pode ocorrer em ovinos. Alguns autores
relatam ainda que as espécies E. pallida e E. punctata também sdo capazes de infectar ovinos e
caprinos (VIEIRA et al., 1999; ABO-SHEHADA; ABO-FARIEHA, 2003; CHARTIER;
PARAUD, 2012; ANDREWS, 2013).

Tendo em vista o0s problemas ocasionados pela eimeriose, é importante o conhecimento
das caracteristicas das espécies desses protozoarios e sua distribuicdo, para elaboracdo e a
adocdo de estratégias de controle mais eficazes. Dessa forma, o presente trabalho teve como
objetivo realizar estudo epidemiologico e morfométrico de diferentes espécies de Eimeria spp.

em ovinos de propriedades da regido norte do estado do Parana.

Materiais e Métodos

Regido estudada
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O estudo foi desenvolvido em propriedades do norte do estado do Parang, considerada
uma regido de clima mesotérmico. As amostras foram coletadas entre novembro de 2016 a
setembro de 2018, durante esse periodo as méedias de temperatura maxima e minima na regiao
de Londrina foram de 28,6°C (18,8° a 32,6°) e de 18,4°C (10,6° a 21,6°), respectivamente.
Observou-se precipitacdo média de 2,25 mm por dia e umidade relativa de 73% (IAPAR, 2016,
2017, 2018).

Tamanho de amostra, amostragem e coleta

Todos os procedimentos realizados no presente estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica no uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA / UEL n° 182/2015). O
calculo amostral foi realizado pelo OpenEpi verséo 3.01, com prevaléncia de 50%, erro de 5%
e nivel de confianca de 95%, sendo considerado o total de 18.696 animais, de acordo com dados
dos rebanhos de cada municipio coletado (IPARDES, 2015). Um mapa com todas as
propriedades amostradas esta demonstrado na Figura 1.

Foram coletadas amostras de fezes diretamente da ampola retal de 807 ovinos de ambos
0s sexos (176 machos e 631 fémeas), jovens e adultos, provenientes de 20 propriedades rurais
de 14 municipios localizados na regido norte do estado do Parana. As amostras foram obtidas
de forma aleat6ria em sacos plasticos adequados, identificadas, e transportadas sob refrigeracao
até o Laboratorio de Parasitologia Veterinaria da Universidade Estadual de Londrina, onde

foram processadas.

Instrumento de pesquisa

Os dados de variaveis de interesse foram coletados mediante a aplicacdo de questionario
epidemioldgico, que contemplou informacdes de faixa etéria, sexo, tipo de criacao, rodizio de

pastagem e tipo de instalacdes.

Processamento das amostras e identificagdo morfoldgica

Para contagem de oocistos de Eimeria spp. as amostras foram processadas utilizando-
se a técnica de Gordon & Whitlock modificada (UENO; GONCALVES, 1998). As fezes foram
diluidas em solucéo de cloreto de sodio (1g:14mL). As amostras contendo um ndmero de

oocistos por grama de fezes (OoPG) igual ou maior a 1000 foram submetidas ao método de
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Willis-Mollay modificado (UENO; GONCALVES, 1998) para a micrometria dos oocistos e as
espécies encontradas foram diferenciadas de acordo com os parametros descritos por Levine
(1961) e Eckert et al. (1995). Apds a identificacdo das espécies, as fezes foram diluidas em uma
solucdo aquosa de dicromato de potassio (K2Cr.07) a 2,5%, distribuidas em placas de Petri e
deixadas a temperatura ambiente por 10 dias ou até 70% dos oocistos estarem esporulados,
conforme descrito por Florido et al. (2016). Ap0s a esporulacao, as amostras foram novamente
submetidas a técnica de flotacio e o0s oocistos esporulados foram observados
microscopicamente para avaliagdo morfométrica (LEVINE 1961; ECKERT et al. 1995;
DUSZYNSKI; WILBER, 1997; BERTO et al., 2014). A identificacdo das espécies foi realizada
em microscopio optico Olympus BX43, objetiva de 100x, com uma camera Olympus (QColor3)
acoplada ao microscopio para documentar os oocistos de Eimeria spp. e as analises realizadas
com o software OLYMPUS CellSens Standard®, versdo 1.15 2016 (Olympus Scientific
Solutions Americas Corp.,US).

Andlise Estatistica

Para anélise de dados de prevaléncia e das variaveis coletadas no questionario
epidemioldgico foi utilizado o software Epilnfo™ 7 (versdo 7.2.2.6) e OpenEpi (verséo 3.01).
Realizou-se o teste de qui-quadrado corrigido de Yates e o calculo de Odds Ratio como medida

de associagdo, com intervalo de confianca de 95%.

Resultados

Das 807 amostras de fezes coletadas 662 (82,03%) foram positivas para Eimeria spp.
Dessas amostras, 268 apresentaram OoPG >1000 e foram utilizadas para identificacdo das
espécies. Foram identificadas 10 espécies de Eimeria com as seguintes prevaléncias: E.
ovinoidalis (98,13%), E. crandallis (87,68%), E. parva (79,10%), E. bakuensis (60,82%), E.
pallida (34,32%), E. faurei (33,58%), E. granulosa (23,13%), E. ahsata (21,26%), E. intricata
(11,19%) e E. punctata (1,86%), conforme Tabela 1.

As espécies mais prevalentes foram E. ovinoidalis e E. crandallis consideradas mais
patogénicas e associadas ao aparecimento de doenca clinica em borregos (CATCHPOLE et al.,
1976; CATCHPOLE; GREGORY, 1985; PLATZER et al., 2005). Apenas sete (2,61%) dos 268
animais, estavam infectados com uma Unica espécie de Eimeria, 13 (4,85%) continham duas

especies diferentes e 248 (92,54%) animais estavam infectados com trés ou mais espécies.
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Variaveis de risco também foram avaliadas, tais como: sistema de producdo, faixa etaria,
sexo, rodizio de pastagem, tipo de instalacdo e apresentaram diferencas estatisticas
significativas (p<0,05, Tabela 2).

Discussao

No Brasil a prevaléncia de Eimeria spp. varia conforme a regido estudada. No estado do
Rio de Janeiro, Hassum e Menezes (2005) encontraram uma prevaléncia de 94,6%, assim como
Tembue et al. (2009) em Pernambuco com 87,7%, resultados semelhantes aos descritos no
presente estudo, diferindo de Ahid et al. (2009) no Rio Grande do Norte, que descreveram uma
prevaléncia de 25,3% e consideram que as baixas prevaléncias encontradas em sua pesquisa
sejam justificadas pelo manejo de criacdo extensiva, onde concentraram-se os estudos, essas
consideracOes corroboram com os dados apresentados neste estudo em que ovinos criados em
sistema extensivo tem menos chances de infec¢do por Eimeria spp. do que ovinos criados em
sistema semi-intensivo e intensivo.

Os estudos sobre prevaléncia no mundo também variam conforme a regido, More et al.
(2015) encontraram 24,12% de Eimeria spp. na india, diferente de Wang et al. (2010) na China
com 92,9% e Hashemnia et al. (2014) com 91,5% no Ird, onde ambos consideraram que as
diferencas na prevaléncia dependem de diversos fatores, como ambiente e manejo (estresse,
desmame, mudancas na dieta, intempéries, viagens e reagrupamentos), assim como descrito por
Yakhchali e Golami (2008).

Do mesmo modo, a prevaléncia das espécies também variam de um local para outro,
sendo descrita como mais prevalente em algumas regides E. crandallis (SILVA et al., 2011,
LOPES et al., 2013; MORE et al. 2015; MOHAMADEN et al., 2018) e E. ahsata (HASHEMIA
et al., 2014), diferindo do relatado no presente estudo. Ja Hassum e Menezes (2005) e Ahid et
al. (2009), ambos no Brasil, descreveram maior prevaléncia de E. ovinoidalis, corroborando
com o encontrado no atual trabalho, porém Tembue et al. (2009) também no Brasil e Wang et
al. (2010) na China, néo relataram a presenca de E. ovinoidalis nas amostras analisadas apesar
da alta prevaléncia de Eimeria spp. por eles descritas.

Infecgdes mistas com maltiplas espécies patogénicas e ndo patogénicas séo comuns em
pequenos ruminantes, sendo frequente a infec¢do por trés ou mais espécies de Eimeria na
mesma amostra de fezes (CHHABRA; PANDEY, 1992; KEETON; NAVARRE 2018).
Semelhantes aos dados encontrados nesse estudo, Silva et al. (2011) e Wang et al. (2010)

relataram 83,2% (159/191) e 94,4% (292/309) de infec¢es mistas com duas ou mais espécies
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na mesma amostra. Ja Mohamaden et al. (2018) encontraram mais infe¢fes Unicas (31,71%)
do que as referidas em nosso trabalho, porém, a porcentagem de infecgcBes mistas por eles
descrita foi menor do que a encontrada em nossos estudos (68,29%), enquanto Tembue et al.
(2009), observaram infec¢do mista em 100% dos animais de seu estudo.

A idade dos animais tem sido principal fator capaz de influenciar a ocorréncia de
Eimeria spp. em ovinos. Souza et al. (2015) descreveram maior prevaléncia em animais jovens
(68,2%) do que adultos (39,6%) e consideraram que a categoria animal influenciou na excre¢io
de oocistos, independentemente da estagao do ano. A alta suscetibilidade de animais jovens esta
relacionada a aspectos imunoldgicos, adquirindo imunidade especifica contra Eimeria spp. apos a
infeccao inicial.

Sendo assim a eimeriose € considerada uma doenca autolimitante, a qual tem um
aumento progressivo na prevaléncia e na intensidade da excrecao até atingir o pico préximo ao
periodo de desmame, reduzindo a eliminagdo de oocistos nas fezes desses animais (SILVA et
al., 2011; CHARTIER; PARAUD, 2012). No entanto, segundo Lima (2004) essa imunidade
pode n&o ser absoluta, demonstrando que a eimeriose pode atingir animais mais velhos devido
a alta densidade populacional, doses macicas de oocistos, doengas concomitantes, estresse e
gueda ou auséncia de imunidade, sendo os adultos considerados portadores e disseminadores
do agente no rebanho (FREITAS et al., 2005; HASSUM; MENEZES, 2005).

Assim como a idade, observou-se diferenca estatisticamente significativa com relacédo
ao sexo dos animais, onde os machos apresentaram 3,6 vezes mais chances de infeccdo por
Eimeria spp. do que as fémeas. Bhat et al. (2012) e Souza et al. (2015) atribuiram que a maior
suscetibilidade dos machos a infeccbes por Eimeria spp. pode estar associada a
imunossupressao causada por altos niveis plasmaticos de andrégenos, sobretudo a testosterona,
durante a estacao reprodutiva. Ja Tembue et al. (2009) relataram menor positividade de Eimeria
spp. nos machos do que nas fémeas considerando fatores inerentes as fémeas como o estado
fisiolégico aliado a quantidade de amostras analisadas.

Visto que fatores relacionados ao meio ambiente como manejo e o clima, incluindo
aqueles influenciados pelo status genético e imunoldgico do animal podem promover a
disseminacdo e aumentar a prevaléncia de eimerideos mesmo em sistemas extensivos
(CHARTIER & PARAUD, 2012), outras variaveis foram consideradas e se mostraram capazes
de influenciar a infec¢do por Eimeria spp., como o rodizio de pastagem (p<0,0047), onde
propriedades que ndo fazem rodizio possuem 2,0 vezes mais chances de apresentarem animais
infectados do que propriedades que trabalham com rodizio de pastagem, uma vez que a rotacdo

de pastagem é uma pratica que permite a profilaxia dos piquetes, onde permanecem em
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descanso em torno de 30 a 40 dias, proporcionando reducdo consideravel de parasitas na
pastagem (CAVALCANTE, 2009).

O sistema de criacdo tem grande influéncia sobre as caracteristicas da eimeriose que,
embora presente em todos os sistemas de producéo, tem sido considerada mais frequente e de
maior gravidade em animais oriundos de sistema intensivo, devido a alta densidade de animais
0 que aumenta a quantidade de oocistos eliminados e, consequentemente, disponiveis no
ambiente, destacando a importancia em rebanhos confinados (MENEZES et al., 2001; LIMA,
2004; CANTELLI et al., 2007). Estudos anteriores mostraram que a prevaléncia de Eimeria
spp. pode chegar a 92,7% em criagdes intensivas (SARATSIS et al., 2011). J& no sistema
extensivo, varia de 25,3% a 58,9% (AHID et al., 2009; BRITO, et al., 2009). Diante disso,
diferentes sistemas de criacdo foram considerados na atual pesquisa onde os resultados
mostraram uma diferenca estatisticamente significativa do sistema extensivo quando
comparado ao sistema de producdo semi-intensivo (OR=2,1) e intensivo (OR=46,5), onde
animais criados em sistema intensivo tem 46,5 vezes mais chances de infecc¢éo por Eimeria spp.
do que ovinos criados em regime extensivo, corroborando com os achados da literatura.

Do mesmo modo, quando considerada presenca e auséncia de aprisco, animais criados
com aprisco tiveram 1,7 vezes mais chances de ter Eimeria spp. quando comparados aos
animais criados sem aprisco. As instalacdes e utensilios utilizados para a criacdo desses animais
tém grande importancia na epidemiologia da eimeriose, pois cochos e bebedouros sé&o
facilmente contaminaveis com fezes e favorecem o aparecimento da doenca. Observacdes
praticas e experimentais indicam que as principais fontes de infeccao para ovinos sdo as areas
sombreadas e Umidas, como camas sujas e molhadas (LIMA, 2004).

Assim a utilizacdo de maravalha se mostrou um fator de protecdo quando confrontada
aos outros tipos de piso (ch&o batido, piso ripado), evidenciando que animais mantidos em chéo
batido apresentaram 7,5 vezes mais chances de infec¢do e o piso ripado 5,9 vezes mais chances
de infeccdo por Eimeria spp., quando comparados as propriedades que utilizavam maravalha,
com diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001). Lagares (2008) observou risco elevado
a baixo de infeccGes por Eimeria spp. em cria¢Ges que utilizavam cama de palha, e demonstrou
que a frequéncia de substituicdo da cama, bem como a rotagdo de pastagem, foram cruciais no
controle de parasitoses, inclusive da eimeriose em caprinos e ovinos. Segundo Andrews (2013),
as camas devem ser removidas com frequéncia para evitar esporulacdo de oocistos.

A criagdo mista com outras espécies animais (bovinos, aves, equinos, caprinos) também
mostrou influenciar na infec¢do dos ovinos por Eimeria spp. com 2,0 vezes mais chances de

infeccdo (p<0,0008), quando comparados a propriedades que trabalhavam somente com a
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criagdo de ovinos, 0 que pode ser justificado pela maior densidade populacional e
consequentemente, maior acimulo de matéria organica no ambiente, facilitando a manutencao
dos oocistos no ambiente, e sua esporulacdo. Assim faz-se necessarias medidas de controle para
reducdo de infeccdo por Eimeria spp. nas propriedades de ovinos, onde a higiene das instalacdes
assume um carater essencial na reducdo da taxa de infec¢des, uma vez que as praticas sanitarias
permitem reduzir a quantidade de oocistos esporulados disponiveis para os animais (LIMA,
2004; CHARTIER; PARAUD, 2012; GRILO; CARVALHO, 2014).

Concluséao

Com base nos resultados apresentados, p6de-se observar uma alta prevaléncia de
espécies patogénicas de Eimeria spp. em ovinos da regido norte do estado do Parana. A analise
dos fatores de risco demonstrou que o sistema de criagdo intensivo influenciou e contribuiu para
maior infec¢cdo por Eimeria spp., assim como cordeiros de até 6 meses de idade. Ovinos que
ndo faziam rodizio de pastagem também tiveram maiores chances de infeccdo, bem como
animais recolhidos em aprisco de chdo batido, entretanto a presenca de cama de maravalha se
mostrou um fator de protecdo contra eimeriose. Sendo assim boas praticas de manejo e higiene
devem ser empregadas para garantir melhor satde e, consequentemente, melhor desempenho

dos animais.
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Figura 1. Mapa do estado do Parana, Brasil, mostrando as propriedades e 0os municipios onde foram

coletadas amostras de fezes de ovinos para a prevaléncia de Eimeria spp.
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Tabela 1. Relagéo de espécies de Eimeria encontradas em fezes de ovinos de propriedades da regido norte
do estado do Parana, Brasil e suas respectivas prevaléncias.

Espécies identificadas  N° de amostras positivas (%; 1C95%)

N° de propriedades positivas (%)

E. ovinoidalis 263 (98,13; 97,28 - 98,72) 20 (100)
E. crandallis 235 (87,68; 85,20 - 88,80) 20 (100)
E. parva 212 (79,10; 75,99 -82,01) 19 (95)
E. bakuensis 163 (60,82; 57,11 -62,89) 20 (100)
E. pallida 92 (34,32; 31,23 - 36,77) 15 (75)
E. faurei 90 (33,58; 30,11 -35,89) 18 (90)
E. granulosa 62 (23,13; 19,63 - 26,37) 13 (65)
E. ahsata 57 (21,26; 18,35 - 23,65) 18 (90)
E. intricata 30 (11,19; 9,20 - 12,04) 12 (60)
E. punctata 5(1,86; 0,44 - 2,44) 5 (25)
Total 268 amostras (%)* 20 propriedades

* amostras positivas com OoPG > 1000
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Tabela 2. Variaveis que interferem ou ndo na prevaléncia de Eimeria spp. em ovinos da regido norte do

estado do Parand, Brasil.
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Variaveis Positivo/ Total (%) Valor de p OR (IC 95%)
Tipo de criagéo
Extensivo 276/ 374 (73,8)* - 1
Semi-intensivo 243/ 284 (85,5) 0,0003 2,1 (14-32)
Intensivo 131/132 (99,2) 0,0001 46,5 (6,4 —337,2)
Faixa etaria
0-6 258/ 268 (96,2) 0,0001 14,2 (7,2-27,9)
612 213/ 243 (87,6) 0,0001 39 (25-61)
>12 191/296 (64,5)* - 1
Rodizio de pastagem
Né&o 553/ 659 (83,9) 0,0047 2,0(1,2-2)9)
Sim 109/ 148 (73,6)
Instalacdo
Com aprisco 546/ 651 (83,8) 0,0077 1,7(1,1-2,17)
Sem aprisco 116/ 156 (74,3)
Tipo de piso
Chao batido 439/ 502 (87,5) 0,0001 75(4,1-137)
Ripado 82/ 97 (84,5) 0,0001 59 (2,7-12,8)
Maravalha 25/ 27 (48,0)* - 1
Criagdo mista
Sim 265/ 301 (88,0)
Né&o 397/ 506 (78,4) 0,0008 20(1,4-30)
Sexo
Masculino 164/ 176 (93,2)
Feminino 498/ 631 (78.9) 0,0001 36(19-6.7)

* Categoria de referéncia
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5 ARTIGO B

DESENVOLVIMENTO DE CHAVE DICOTOMICA PARA
DIAGNOSTICO MORFOLOGICO DAS PRINCIPAIS
ESPECIES DE Eimeria spp. EM OVINOS

DEVELOPMENT OF DICOTOMIC KEYS FOR MORPHOLOGICAL DIAGNOSIS
OF MAIN SPECIES OF Eimeria spp. IN SHEEP

RESUMO

A eimeriose € destaque em meio s endoparasitoses de ovinos, doenga entérica importante
causada por protozoarios coccidios do género Eimeria, que ocasiona alteragcdes intestinais,
diminuicdo do apetite, reducdo do desenvolvimento corporal e tem demonstrado grande
importancia econémica na ovinocultura. O objetivo foi realizar estudo morfométrico de
diferentes espécies de Eimeria spp. em ovinos de propriedades da regido norte do estado do
Parana e desenvolver uma chave dicotdmica para auxiliar na identificacdo morfométrica das
principais espécies de Eimeria em ovinos. Foram utilizadas 268 amostras de fezes, coletadas
de ovinos de ambos 0s sexos, jovens e adultos, provenientes de 20 propriedades, localizadas na
regido norte do estado do Parana. As fezes foram diluidas em uma solucéo aquosa de dicromato
de potéssio (K2Cr207) a 2,5%, colocadas em placas de Petri e deixadas a temperatura ambiente
por 10 dias ou até 70% dos oocistos estarem esporulados. Apos a esporulacdo as amostras foram
submetidas ao método de Willis-Mollay modificado, e os oocistos foram observados
microscopicamente para avaliacdo morfoldgica, analisando-se tamanho, formato, presenca de
micropila e opérculo. Com base nas caracteristicas morfoldgicas e morfométricas dos oocistos
esporulados foram identificadas 10 espécies de Eimeria: E. faurei, E. intricata, E. parva, E.
pallida, E. granulosa, E. ahsata, E. crandallis, E. punctata, E. bakuensis e E. ovinoidalis. Foi
construida uma chave dicotdmica para auxiliar na diferenciacdo e identificacdo das espécies de
Eimeria em ovinos. Por fim destaca-se a necessidade da analise minuciosa das caracteristicas
morfologicas dos oocistos de Eimeria spp. em ovinos, juntamente com a utilizacdo das
fotomicrografias e da chave dicotdmica, para realizacdo de um diagndstico diferencial mais
preciso, minimizando as chances de duvidas no momento da identificagdo e diferenciagéo de
espeécies patogénicas ou nao.

Palavras-chave: Eimeriose. Oocistos. Identificacdo. Diferenciacdo Morfométrica.
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ABSTRACT

Eimeriosis is prominent among endoparasites. Important enteric disease caused by protozoan
coccidia of the genus Eimeria, which causes intestinal changes, decreased appetite, reduced
body development and has shown great economic importance in sheep. The objective of this
study was to expand the methods used in the morphological diagnosis, to aid in the
differentiation of the species of Eimeria spp. in sheep. A total of 268 faecal samples were
collected from sheep of both sexes, young and adult, from 20 farms located in the northern
region of the state of Parand. The samples were submitted to the modified Willis-Mollay
method (1921) and then the micrometry of the non-sporulated oocysts was performed,
differentiating the species found. The faeces were diluted in a 2.5% aqueous solution of
potassium dichromate (K2Cr207), placed in Petri dishes and left at room temperature for 10
days or until 70% of the oocysts were sporulated. After sporulation the samples were again
submitted to flotation technique, and the oocysts were observed microscopically for
morphological evaluation, analyzing size, shape, presence of micropyle and operculum. Ten
species of Eimeria were identified: E. faurei, E. intricata, E. parva, E. pallida, E. granulosa,
E. ahsata, E. crandallis, E. punctata, E. bakuensis and E. ovinoidalis. A dichotomous key was
built to aid in the differentiation and identification of Eimeria species in sheep. Finally, the need
for a thorough analysis of the morphological characteristics of the oocysts of Eimeria spp. in
sheep, together with the use of photomicrographs and the dichotomous key, to perform a more
precise differential diagnosis, minimizing the chances of doubts at the time of identification.

Key words: Eimeriosis. Oocysts. Identification. Morphometric Differentiation.

Introducéo

Responsavel por prejuizos econdmicos expressivos decorrentes da reducdo da
produtividade dos animais, a eimeriose é destaque em meio as endoparasitoses, doenca entérica
importante causada por protozoarios coccidios do género Eimeria, que ocasiona alteracdes
intestinais, diminuicdo do apetite, reducdo do desenvolvimento corporal (LIMA, 1991;
VIEIRA, 2000; RODRIGUES, 2014) e tem demonstrado grande importancia econémica na
ovinocultura (FOREYT, 1990; HASHEMNIA et al., 2014).

Ovinos de todas as idades sdo suscetiveis a doenca (PLATZER et al., 2005; TAYLOR
etal., 2011), sendo mais importante em animais jovens de até um ano de idade (BRUHN et al.,
2011; CHARTIER; PARAUD, 2012), os quais eliminam maior quantidade de oocistos (REEG
et al., 2005). O efeito das infeccOes por Eimeria spp. depende principalmente da combinacgéo
do nivel de contaminagdo ambiental (GREGORY et al., 1983), com o0s aspectos imunoldgicos
do hospedeiro (RUIZ et al., 2014).

Devido as diferencas na patogenicidade, a identificacdo das espécies é de extrema
importancia (AGYEI et al., 2004; KAYA, 2004; YAKHCHALI; GOLAMI, 2008). Atualmente,
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a identificagdo é realizada baseando-se no hospedeiro, nas caracteristicas morfologicas,
biologicas (LIMA, 2004; ANDREWS, 2013) e na morfometria dos oocistos, no entanto, o
estudo morfométrico ndo deve ser o Unico parametro considerado na diferenciacéo das espécies,
jaque o tamanho dos oocistos de uma determinada espécie pode ser variavel (LONG; JOYNER,
1984).

Existem diferengas precisas entre os oocistos de Eimeria em ovinos (LEVINE, 1982),
qguanto mais estruturas forem analisadas em um oocisto, mais preciso torna-se o diagnostico.
Novas ferramentas para auxiliar o diagnostico diferencial das espécies de Eimeria sdo de grande
importancia, principalmente quando ndo dependem de recursos onerosos para serem realizadas
(HASSUM et al., 2007). O objetivo deste estudo foi realizar estudo morfométrico de diferentes
espécies de Eimeria spp. em ovinos de propriedades da regido norte do estado do Parana e
desenvolver uma chave dicotdmica para auxiliar na identificacdo morfométrica das principais

espécies de Eimeria em ovinos.

Material e Métodos

Todos os procedimentos realizados no presente estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica em Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA / UEL n° 182/2015). No
presente projeto foram utilizadas 268 amostras de fezes, coletadas de ovinos de ambos 0s sexos,
jovens e adultos, provenientes de 20 propriedades, localizadas na regido norte do estado do
Parana. As amostras foram coletadas no periodo de novembro de 2016 a setembro de 2018,
identificadas e acondicionadas em recipiente apropriado, e transportadas sob refrigeracao, até
o Laboratorio de Parasitologia Veterinaria da Universidade Estadual de Londrina.

As amostras com contagem de oocisto por grama de fezes (OoPG) acima de 1000 foram
diluidas em uma solucdo aquosa de dicromato de potassio (K2Cr.07) a 2,5%, na proporcdo de
1:6 respectivamente, colocadas em placas de Petri e deixadas a temperatura ambiente por 10
dias ou até 70% dos oocistos estarem esporulados, conforme descrito por Florido et al. (2016).
Apos a esporulagdo as amostras foram submetidas ao método de Willis-Mollay (1921)
modificado (UENO; GONCALVES, 1998) para diferenciacdo das espéecies encontradas e 0s
oocistos foram observados microscopicamente para avaliagdo morfoldgica, analisando
didmetro maior (DM), diametro menor (dm), formato, presenca de micropila, opérculo e calculo
de indice morfométrico (DUSZYNSKI; WILBER, 1997; LEVINE, 1961; ECKERT et al.,
1995; BERTO et al., 2014).
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As imagens foram obtidas no formato TIFF (24-bit colour, 2048 x 1536 pixels),
utilizando um microscépio dptico Olympus BX43, objetiva de 100x, com uma camera Olympus
(QColor3) acoplada ao microscopio para documentar os oocistos de Eimeria spp. e as analises
realizadas com o software OLYMPUS CellSens Standard®, versdo 1.15 2016 (Olympus

Scientific Solutions Americas Corp.,US).

Resultados e Discussao

Com base nas caracteristicas morfolégicas e morfométricas dos oocistos esporulados
foram identificadas 10 espécies de Eimeria nas 268 amostras de fezes de ovinos e as
mensuragdes dos oocistos, esporocistos e indices morfométricos dessas espécies estao descritos

na Tabela 1. Todos o0s oocistos observados foram classificados como:

Eimeria faurei (Martin, 1909)

Formato ovdide (Figura. 1) e coloracdo amarelo palido a incolor. A parede do oocisto
(PO) composta por duas camadas lisas. Presenca de micropila (M) com largura variavel de
acordo com o posicionamento. Opérculo (O) ausente. Residuo de oocisto (RO) ausente,
diversos granulos polares (GP) presentes pequenos e redondos. Esporocistos ovoides (E) com
uma extremidade mais larga que a outra. Corpo de Stieda (CS) presente ou pouco notado
(inconspicuo). Corpo substieda (CSS) e corpo parastieda (CPS) ausentes. Residuo de
esporocisto (RE) presentes compostos de granulos difusos ou aglomerados. Esporozoitos (EZ)
vermiforme com corpo refratil (CR) posterior e anterior.

Hassum et al. (2007) realizaram a diferenciacdo das espécies de Eimeria de ovinos com
auxilio de um algoritmo morfol6gico e demonstraram que ocorre variagdes morfolégicas em
uma mesma espécie. Observaram que o formato ovoide foi muito frequente nos oocistos de E.
faurei, corroborando com o presente estudo e com os achados de outros autores (LEVINE,
1961; ECKERT et al., 1995, TAYLOR et al., 2014), mas alguns oocistos tinham um formato
eliptico.

De acordo com Eckert et al. (1995) os oocistos de E. faurei apresentam coloragéo
castanho-amarelado palido, descritas antes por Levine (1961) como transparente a marrom-

amarelado claro. Hassum et al. (2007) encontraram em sua maioria amarelo a amarelo escuro,
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com alguns oocistos com coloracdo marrom e outros variando de incolor a amarelo claro,
semelhante ao descrito neste trabalho.

A auséncia de opérculo e presenca de micropila corroboram com relatos anteriores
(LEVINE, 1961; ECKERT et al., 1995, HASSUM et al., 2007; TAYLOR et al., 2014), e
auxiliam na diferenciacdo com outras espécies, como E. crandallis que apresenta opérculo e E.
ovinoidalis com auséncia de micrdpila, mas com coloracdo e formatos semelhantes, tendo em
vista os relatos de Hassum et al. (2007) que descrevem alguns oocistos de E. faurei como
elipticos.

Nesse estudo o corpo de Stieda foi observado na maioria dos oocistos avaliados,
entretanto, os resultados sobre o corpo de Stieda foram um pouco diferentes, uma vez que
Taylor et al. (2014) consideraram ausente ou inconspicuo, ja Hassum et al. (2007) encontraram
em 9% dos oocistos, mas relataram que nao foi possivel visualizar essa estrutura em 80% dos
oocistos de todas as especies. Diferem também no residuo de oocisto, encontrado por Hassum
et al. 2007) em 6% dos oocistos. Ja a presenca de residuo de esporocisto foi relatada nos dois
estudos. Levine (1961) descreveu os residuos de oocisto e esporocisto como ausentes. A E.
faurei foi a que apresentou um algoritmo mais eficiente (82%), quando comparada as outras
espécies (HASSUM et al., 2007).

As mensuragdes dos oocistos de E. faurei foram 25-32 x 18-24 um (29,4 x 20,7), com
esporocistos de 11-16 x 6-9 um (14,1 x 7,5). Resultados semelhantes aos descritos por Levine
(1961) com oocistos de 25-35 x 18-24 um (28,9 x 21,0), O'Callaghan et al. (1987) com oocistos
de 31,3 x 22,6 um e esporocistos de 15,0 x 8,6 um e mais recente oocistos de 28-37 x 21-27
pum (32-33), esporocistos de 11-17 x 7-9 um (ECKERT et al., 1995; TAYLOR et al., 2014),
conforme ilustrado nos gréficos 1 e 2.

Gréfico 1. Comparacdo das mensuracdes de largura e comprimento de oocistos de E. faurei em

relacdo a outros autores.
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Oocistos de E. faurei
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Gréafico 2. Comparacao das mensuracgdes de largura e comprimento de esporocistos de E. faurei

em rela(;éo a outros autores.

Esporocistos de E. faurei
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B3 Eckert et al. (1995)

Eimeria intricata (Spiegl, 1925)
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Oocistos com formato elipsoide (Figura 2), com coloragdo castanha a castanho-escuro
e parede do oocisto (PO) espessa e estriada, caracteristica que auxilia na identificacdo da
mesma. Presenca de micrépila (M) com largura variavel de acordo com o posicionamento.
Opérculo (O) presente, incolor a amarelado. Residuo de oocisto (RO) ausente. Esporocistos
ovoides (E) alongados. Corpo de Stieda (CS) inconspicuo. Corpo substieda (CSS) e corpo
parastieda (CPS) ausentes. Residuo de esporocisto (RE) presentes. Esporozoitos (EZ)
alongados com corpo refratil (CR).

A E. intricata se destaca por possuir maior tamanho entre as espécies encontradas nos
ovinos, detém um indice morfométrico maior e possui parede espessa de coloragdo marrom
escura, sendo assim esta espécie pode ser diferenciada das outras apenas pela aparéncia de sua
parede. Sem residuo de oocisto, mas com varios granulos polares, presente também residuo de
esporocisto, e corpos refrateis nos esporozoitos, apresentando 94% de oocistos agrupados pelo
algoritmo (HASSUM et al., 2007).

As mensuragOes dos oocistos variaram de 39-49 x 32-38 um (45,2 x 34,8), com
esporocistos de 14-23 x 10-12 (19,6 x 10,8) semelhantes as descritas na literatura, de oocistos
com 40-56 x 30-41 um (48 x 34) e esporocistos de 17-22 x 9-14 (ECKERT et al. 1995;
TAYLOR et al., 2014), oocistos de 39-54 x 27-36 um (45,6 x 33,0) com esporocistos de 17-18
x 9-13 (LEVINE, 1961) e oocistos com média de 46,2 x 34,2 um e esporocistos 19,9 x 10,4
(O'CALLAGHAN et al., 1987).

Gréafico 3. Comparacao das mensuracgdes de largura e comprimento de oocistos de E. intricata

em relagdo a outros autores.
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Oocistos de E. intricata
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2  Gréfico 4. Comparacdo das mensuragdes de largura e comprimento de esporocistos de E.

3 intricata em relacdo a outros autores.
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6 Eimeria parva (Kotlan, Moscy e Vajda, 1929)
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Oocistos encontrados tinham formato esférico a subsférico (Figura 3), com coloragédo
incolor a amarelo palido ou sutilmente verde amarelado. A parede do oocisto (PO) era composta
por duas camadas lisas, com uma linha preta na camada interna. Micrépila (M) ausente.
Opérculo (O) ausente. Residuo de oocisto (RO) ausente, granulo polar (GP) ausente.
Esporocistos (E) subsféricos a ovoides. Corpo de Stieda (CS) ausente. Corpo substieda (CSS)
e corpo parastieda (CPS) ausentes. Residuo de esporocisto (RE) presente, porém sutis,
composto por poucos granulos. Esporozoitos (EZ) com um corpo refratil (CR) posterior.

Os oocistos de E. parva podem ser facilmente confundidos com os de E. pallida,
normalmente estas espécies apresentam caracteristicas morfoldgicas muito semelhantes, o que
pode gerar duvidas durante a identificacdo (HASSUM et al., 2007). O’Callaghan et al. (1987)
tiveram problemas na identificacdo destas duas espécies por possuirem oocistos com pequena
variacdo entre seus diametros, relatando que algumas vezes ndo foi possivel distingui-las.
Hassum et al. (2007) apesar das semelhancas na identificacdo das duas espécies com
predominancia do formato subsférico, constataram ser possivel diferencia-las em grupos
distintos com a utilizacdo do algoritmo, que apresentou uma eficiéncia de 77% para essa
espécie.

Assim como descrito por Levine (1961), ndo foram observados granulos polares no
presente estudo, diferindo de Taylor et al. (2014) que relatam a presenca dessa estrutura, porém
Hassum et al. (2007) apesar de encontrar oocistos contendo granulo polar, observaram que esta

estrutura ndo pdde ser observada em mais da metade dos oocistos analisados.
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Os formatos dos oocistos encontrados neste trabalho apoiam os descritos por outros
autores na literatura, como também as dimensdes dos oocistos e esporocistos (LEVINE, 1961;
ECKERT et al., 1995, HASSUM et al., 2007; TAYLOR et al., 2014). Os oocistos de E. parva
foram de 13-23 x 12-19 um (17,8 x 16,0) com esporocistos de 5-13 x 4-8 um (8,8 x 5,7),
semelhantes aos descritos anteriormente, por Levine (1961) com oocistos de 12-22 x 10-18 pm
(16,5x14,1), O’Callaghan et al. (1987) com média de oocistos de 15,4 x 14,0 um e esporocistos
de 8,2 x 4,9 um e Taylor et al. (2014) com oocistos de 13-22 x 11-13 pum (16,5 x 14,0) e

esporocistos de 6-13 x 5-8 um.

Gréfico 5. Comparacdo das mensuragdes de largura e comprimento de oocistos de E. parva em

relacdo a outros autores.
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Gréfico 6. Comparacédo das mensuracoes de largura e comprimento de esporocistos de E. parva

em relagéo a outros autores.
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Esporocistos de E. parva
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Eimeria granulosa (Christensen, 1938)

Oocistos com formato ovéide invertido (Figura 4), com coloracdo amarelo escuro a
acastanhada. Parede do oocisto (PO) composta por duas camadas lisas. Presenca de micrépila
(M) com largura variavel de acordo com o posicionamento. Opérculo (O) presente. Residuo de
oocisto (RO) ausente, pode conter granulos polares (GP). Esporocistos ovoides ou ovoides
alongados. Corpo de stieda (CS) presente. Corpo substieda (CSS) e corpo parastieda (CPS)
ausentes. Residuo de esporocisto (RE) presente e compacto. Esporozoitos (EZ) ovoides
alongados com corpo refratil (CR).

A morfometria dos oocistos de E. granulosa encontrados no presente trabalho foi de 30-
34 x 20-22 um (32,5 x 20,8), comprimento um pouco maior do que os descritos por outros
autores que variaram de 22-35 x 17-25 um (29,4 x 20,9) (LEVINE, 1961; O'CALLAGHAN et
al., 1987; ECKERT et al., 1995, TAYLOR et al., 2014). J4 as medidas dos esporocistos 14-16
x 8-9 um (14,7 x 8,5) se mostraram semelhantes as encontradas por O'Callaghan et al. (1987)
com média de 14,0 x 7,9 um e por Taylor et al. (2014) de 14-16 x 8-9 pm.

Gréfico 7. Comparagdo das mensuragdes de largura e comprimento de oocistos de E. granulosa

em relagéo a outros autores.
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Gréafico 8. Comparacdo das mensuracfes de largura e comprimento de esporocistos de E.

granulosa em relacdo a outros autores.
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Eimeria pallida (Christensen, 1938)
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Oocistos com formato elipsoide, com coloracao incolor a amarelo palido ou sutilmente
verde amarelado. Parede do oocisto (PO) fina, lisa e homogénea. Auséncia de micrépila (M).
Opérculo (O) ausente. Residuo de oocisto (RO) ausente, granulos polares (GP) ausentes.
Esporocistos ovoides (E). Corpo de Stieda (CS) ausente. Corpo substieda (CSS) e corpo
parastieda (CPS) ausentes. Residuo de esporocisto (RE) presente. Esporozoitos (EZ) ovoides
com corpo refrétil (CR) Unico.

Conforme mencionado anteriormente essa espécie € muito facilmente confundida com
E. parva, por existir uma tendéncia dos oocistos de E. pallida variarem seu formato entre
subesférico e eliptico/subeliptico (HASSUM et al., 2007), fazendo com que seja necessaria
analise detalhada de outras caracteristicas nos oocistos de E. pallida e E. parva. Assim como
descrito por Levine (1961), no presente estudo ndo houve presenca de granulos polares nessa
espécie, porém Hassum et al. (2007) relataram que essa estrutura foi observada em 50% dos
oocistos analisados, mas consideraram ser a caracteristica menos eficiente para ser utilizada na
identificacdo desta espécie. Com o auxilio do algoritmo os pesquisadores alcangaram um grau
de 64% de eficiéncia na diferenciacéo de E. pallida para E. parva.

A utilizacdo do indice morfométrico foi a caracteristica observada mais eficiente na
diferenciacdo dessas espécies no atual trabalho. Conforme demonstrado na tabela 1. o indice
morfométrico da E. pallida variou de 1,2-1,5 com média de 1,33, valores muito semelhantes
aos descritos por Levine (1961) que demonstrou uma relagdo comprimento-largura de 1,2-1,7
com uma média de 1,43, valores maiores quando comparados ao indice morfométrico da E.
parva que foram de 1,0-1,3 com média de 1,12, facilitando a diferenciacdo dessas duas
espécies.

Com relacdo a morfometria dos oocistos, os resultados foram de 12-20 x 10-15 pum (15,8
x 11,9) e dos esporocistos de 5-9 x 4-6 um (6,8 x 4,3), corroborando aos descritos na literatura
de 12-20 x 8-15 um com média de 14x10 pum para oocistos, esporocistos de 6-9 x 4-6 pum
(LEVINE, 1961, ECKERT et al., 1995, TAYLOR et al., 2014) e oocistos de 14,2 x 11,7 pm,
esporocistos 7,6 x 4,2 um (O'CALLAGHAN et al., 1987) demonstrando uma pequena variacdo

nas mensuragoes mas ainda dentro das relatadas.

Gréafico 9. Comparacao das mensuragdes de largura e comprimento de oocistos de E.pallida em

relagdo a outros autores.
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Gréafico 10. Comparacgdo das mensuracdes de largura e comprimento de esporocistos de E.

pallida em relag&o a outros autores.
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Eimeria ahsata (Honess, 1942)

Oocistos elipsoides (Figura 5), com coloracdo castanho amarelado. Parede do oocisto
(PO) composta por duas camadas lisas, contendo uma linha preta na parte interior. Presenca de
micrépila (M) com opérculo (O) bem visivel em formato de cupula. Residuo de oocisto (RO)
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ausente, um ou mais granulos polares (GP). Esporocistos ovoides (E) alongados. Corpo de
Stieda (CS) ausente. Corpo substieda (CSS) e corpo parastieda (CPS) ausentes. Residuo de
esporocisto (RE) presentes, difusos, extremamente visiveis e bem demarcados. Esporozoitos
(EZ) alongados, com um ou dois corpos refrateis (CR).

Esses achados sdo semelhantes aos de Battelli e Poglayen (1980) no primeiro relato de
E. ahsata na Italia, o qual demonstraram que o formato elipsoidal foi predominante e somente
alguns tinham formato ovoide, diferindo dos de Eckert et al. (1995) que citam os oocistos de E.
ahsata como ovoides. Hassum et al. (2007) descreveram 0s oocistos dessa espécie como
ovoides em sua maioria, mas alguns com formato eliptico/subeliptico e Taylor et al. (2014)
consideraram como elipsoides a ovoides. No presente estudo ndo foram encontrados oocistos
de E. ahsata com formato ovoide.

Battelli e Poglayen (1980) descreveram a morfometria dos oocistos de E. ahsata
variando de 34-44 um de comprimento e 20-26 um de largura com média de 38,7 x 23,6 um e
O'Callaghan et al. (1987) com médias de 35,8 x 23,9 um, semelhantes as descritas nesse
trabalho que variaram de 33-41 um de comprimento e 20-26 um de largura, obtendo média de
35,6 x 22,5 um, valores de comprimento um pouco maiores que 0os demonstrados por outros
autores, com oocistos de 29-37 x 17-28 um, com média 33,4 x 22,6 um (LEVINE, 1961,
ECKERT et al., 1995; TAYLOR et al., 2014).

A mensuracao dos esporocistos de Battelli e Poglayen (1980) e O'Callaghan et al. (1987)
também se mostraram um pouco maiores no comprimento, com 17,1 X 6,7 um e 18,2 X 7,9 um
respectivamente. Ja Levine (1961) obteve esporocistos de 15,4 x 7,8 um, resultados
semelhantes aos achados nesse estudo de 15,4 x 8,4 um. Hassum et al. (2007) relataram que 0s
residuos de esporocistos estavam mais facilmente visiveis na E. ahsata do que em outras

espécies, assim como descrito no atual trabalho.

Gréafico 11. Comparacao das mensuracfes de largura e comprimento de oocistos de E. ahsata

em relagdo a outros autores.
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Oocistos de E. ahsata

Largura Comprimento

- - O cameiro et al. (2019)

B Eckert et al. (1995)
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Gréfico 12. Comparacdo das mensuragdes de largura e comprimento de esporocistos de E.

ahsata em relacdo a outros autores.
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Eimeria crandallis (Honess, 1942)

Oocistos com formato elipsoide ou subsférico (Figura 6), incolores a levemente rosada.

Parede do oocisto (PO) composta por duas camadas lisas com uma linha preta contornando a

parte interior da parede. Presenca de micropila (M). Opérculo (O) presente. Residuo de oocisto
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(RO) ausente, pode haver um ou mais granulos polares (GP). Esporocistos ovoides (E) mais
largos. Corpo de Stieda (CS) presente ou pouco notado (inconspicuo). Corpo substieda (CSS)
e corpo parastieda (CPS) ausentes. Residuo de esporocisto (RE) presentes porém mais
compactos. Esporozoitos (EZ) com um ou dois corpos refrateis (CR).

A presenca de opérculo € a principal caracteristica para diferenciagdo de E. crandallis
para E. ovinoidallis. Tendo em vista que as duas espécies possuem formatos e tamanhos bem
aproximados e a variacdo da posicao do oocisto no momento da identificacdo, essas espécies
podem ser facilmente confundidas. Hassum et al. (2007) demonstraram que E. crandallis
apresentou trés tipos de formatos, sendo o formato eliptico/subeliptico 0 mais comum, 0 mesmo
que foi considerado a maioria dos oocistos de E. ovinoidalis, porém ele cita que os residuos de
esporocistos sdo mais facilmente visiveis nas E. crandallis, E. ahsata, E. intricata e E. faurei,
ndo citando essa caracteristica na E. ovinoidalis.

As dimens@es dos oocistos variaram de 22-28 x 16-22 um com média de 25,0 x 19,0
KM, No entanto nota-se que os valores de comprimento s&0 um pouco maiores comparados aos
encontrados anteriormente de 17-23 x 17-22 um com média de 21,9 x 19,4 um (LEVINE, 1961,
ECKERT etal., 1995; TAYLOR et al., 2014), porém O'Callaghan et al. (1987) citou uma média
de 24,4 x 18,0 um, demonstrando um comprimento mais semelhante ao achado nesse estudo.

O comprimento dos esporocistos também se mostraram maiores, 10-15 x 6-8 pm com
média de 12,6 x 7,0 um, quando comparado a relatos anteriores de 8-11 x 5-8 um com média
de 9,5 x 6,4 um (LEVINE, 1961) e 8-13 x 6-9 um (TAYLOR et al., 2014), se mostrando mais
préximo a 11,5 x 6,7 um (O'CALLAGHAN et al., 1987).

Gréafico 13. Comparacdo das mensuracdes de largura e comprimento de oocistos de E.

crandallis em relacdo a outros autores.
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Oocistos de E. crandallis
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Gréfico 14. Comparacdo das mensuragdes de largura e comprimento de esporocistos de E.

crandallis em relagdo a outros autores.

Esporocistos de E. crandallis

Largura Comprimento

Autores

7 D Carneiro et al. (2019)

] B Taylor et al. (2014)
& Levine (1961)

Eimeria punctata (Landers, 1955)

Os oocistos (Figura 7) eram elipsoidais ou subsféricos. Coloracdo rdésea acastanhada,

com borda esverdeada. Parede do oocisto (PO) composta por duas camadas, parede externa
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com sulcos conspicuos, caracteristica crucial para identificacdo dessa espécie. Micrdpila (M)
com largura variavel de acordo com o posicionamento. Opérculo (O) presente. Residuo de
oocisto (RO) ausente, granulo polar (GP) ausente. Esporocistos (E) ovoides com uma
extremidade mais larga que a outra. Corpo de Stieda (CS) presente. Corpo substieda (CSS) e
corpo parastieda (CPS) ausentes. Residuo de esporocisto (RE) presente composto de granulos
dispersos aleatoriamente. Esporozoito (EZ) com corpo refratil (CR) posterior unico.

Levine (1961) cita os oocistos de E. punctata como subesféricos, parede com sulcos
conspicuos, uniformes, em forma de cone. Camada externa incolor a amarelada e camada
interna esverdeada, com duas linhas de refracdo escuras, uma em cada superficie. Micrépila
visivel e opérculo presente as vezes imperceptivel. Residuo de oocisto e o granulo polar
ausentes. Esporocistos esféricos a elipsoidais, ndo mencionando presenca ou auséncia de
residuo de esporocisto. De acordo com Norton (1986) alguns pesquisadores duvidavam da
veracidade dessa espécie, relatando-a como formas estranhas em infecg¢des puras por E.
bakuensis, outros expressavam duvidas sobre a identificacdo da mesma em ovinos.

No entanto essa espécie tem sido relatada por diversos autores no Brasil e no mundo.
Silva e Miller (1991) nos EUA demonstraram uma prevaléncia de 1,8%, Arslan et al. (1999)
com primeiro relato na Turquia 2,3%, mais recentemente no Brasil, Opitz et al. (2003) relataram
uma prevaléncia de 8,7%, Silva et al. (2008) com 23,72% e Tembue et al. (2009) com 10,5%.

Os oocistos encontrados no atual trabalho tiveram mensuragdes de 26-28 x 20-21 pum
com média de 27,3 x 20,6 um, semelhante aos achados de Tembue et al. (2009) que apresentara
média de 28,5 x 24,9, mas diferem das citadas por Levine (1961) com 18-25 x 16-21 um e
média de 21,2 x 17,7 um, O'Callaghan et al. (1987) com média de 22,1 x 17,2 um, Silva e
Miller (1991) com 20-24 x 17-18 pm e média de 22,0 x 17,7 pum.

Gréfico 15. Comparacdo das mensuracdes de largura e comprimento de oocistos de E. punctata

em relagdo a outros autores.
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Oocistos de E. punctata
Largura Comprimento

Autores
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3 Levine (1961)

Somente Levine (1961) e O'Callaghan et al. (1987) descrevem as medidas de
esporocistos com médias de 10,4 x 6,9 um e 10,7 x 6,2 um respectivamente, porém menores
do que o relatado neste estudo de 13,4 x 7,7 pm.

Eimeria bakuensis (Levine e lvens, 1970)

Oocistos elipsoides a subeliptico (Figura 8), com coloracdo castanho-amarelada. A
parede do oocisto (PO) é composta por duas camadas lisas. Presenca de micropila (M) com
largura variavel. Opérculo (O) presente. Residuo de oocisto (RO) ausente, um ou mais granulos
polares (GP). Esporocistos ovoides (E) alongados. Corpo de Stieda (CS) presente as vezes
inconspicuo. Corpo substieda (CSS) e corpo parastieda (CPS) ausentes. Residuo de esporocisto
(RE) presentes compostos de granulos normalmente disposto em linha, espalhados
uniformemente. Esporozoitos (EZ) alongados com corpo refratil (CR) posterior e anterior,
maior na parte mais ampla.

Hassum et al. (2002) em um estudo sobre morfologia de oocistos de E. bakuensis
relataram que esta espécie apresentava formato elipsoidal a ovoide, diferindo mencionado por
Eckert et al. (1995), e do atual estudo. Mais recentemente Hassum et al. (2007) demonstraram
gue cem por cento dos oocistos de E. bakuensis se enquadravam no formato eliptico/subeliptico.

Os oocistos de E. bakuensis encontrados apresentaram de 28-36 x 19-25 um com média
de 30,6 x 21,3 um, resultados semelhantes aos citados em outros trabalhos, sendo 31,0 x 19,5
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pum por O'Callaghan et al. (1987), 23-36 x 15-24 um e média de 31 x 20 um (ECKERT et al.,
1995) e 23-36 x 15-24 um (TAYLOR et al., 2014), porém Silva e Miller 1991 descrevem
oocistos com comprimento um pouco menores 25-31 x 18-20 pum e média de 28,8 x 19,6 um,

ja Hassum et al. (2002) relataram média de 33,3 x 22,1 um maiores que 0s citados acima.

Grafico 16. Comparacdo das mensuracBes de largura e comprimento de oocistos de E.

bakuensis em relacéo a outros autores.

As dimensdes dos esporocistos variaram de 12-17 x 6-9 pum, com média de 14,6 x 7,6
pm, corroborando as descritas por outros autores de media 13,8 x 7,9 pm (O'CALLAGHAN et
al., 1987), 14,6 x 7,9 um (HASSUM et al., 2002) e 11-17 x 6-9 pm (TAYLOR et al., 2014).

Oocistos de E. bakuensis

Largura Comprimento

Autores

. L D Carneiro et al. (2019)

B Eckert et al. (1995)
() Silva e Miller (1991)

Apesar das mensuracdes serem semelhantes as descritas por Hassum et al. (2002), os autores
encontraram indice morfométrico de 1,52, e o consideraram como bom pardmetro para
determinacdo da especie, afirmando que o formato tende a ser sempre constante
independentemente do tamanho dos oocistos, porém esse indice foi maior que o achado no

presente estudo de 1,44.
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Gréfico 17. Comparacdo das mensuragdes de largura e comprimento de esporocistos de E.

bakuensis em relacéo a outros autores.

Esporocistos de E. bakuensis

Largura Comprimento

1H]H

Autores

D Carneiro et al. (2019)
B3 Taylor et al. (2014)

Hassum et al. (2007) com o uso do algoritmo consideraram que das espécies com
opérculo presente, E. bakuensis obteve segunda menor eficiéncia para se agrupar com 50%,
acima somente de E. ovinoidalis. Tendo em vista essa variacdo de formato, tamanho e indice
morfométrico, esses oocistos podem ser confundidos com os de E. crandallis, sendo
imprescindivel que os oocistos estejam esporulados no momento da identificacdo, onde a

disposi¢do dos residuos dos esporocistos irdo auxiliar na diferenciagdo das duas espécies.

Eimeria ovinoidalis (Mc Dougald, 1979)

Oocistos encontrados tinham formato eliptico a subeliptico e subsféricos (Figura 9),
geralmente incolor ou amarelo palido. Parede do oocisto (PO) composta por duas camadas lisas
bem delineadas. Presenga de micropila (M) inconspicuo. Opérculo (O) ausente. Residuo de
oocisto (RO) ausente, granulos polares (GP) em somente alguns oocistos. Esporocistos ovoides
(E) alongados. Corpo de Stieda (CS) presente. Corpo substieda (CSS) e corpo parastieda (CPS)
ausentes. Residuo de esporocisto (RE) presentes. Esporozoitos (EZ) alongados com um corpo

refratil (CR) grande e um pequeno.
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O'Callaghan et al. (1987) encontraram oocistos com média de 24,1 x 19,9 um, Eckert et
al. (1995) com média de 23 x 18 um e variagfes de 17-25 x 13-20 um, Silva e Miller (1991)
com média de 22,5 x 17,3 um e variacoes de 19-29 x 15-20 um e mensuracdes média de 23 X
18 um com variagdes de 17- 30 x 14-19 um (TAYLOR et al. 2014), semelhantes as descritas

no presente estudo que obteve média de 23,4 x 18,0 um com variagdes de 20-28 x 15-25 pum.

Gréafico 18. Comparacdo das mensuracfes de largura e comprimento de oocistos de E.

ovinoidalis em relacéo a outros autores.

Oocistos de E. ovinoidalis

Largura Comprimento

D Carneiro et al. (2019)
B Taylor et al. (2014)

B Eckert et al. (1995)
7 Silva e Miller (1991)

Autores

As dimensbes dos esporocistos variaram de 8-16 x 6-9 um, com média de 12,0 X 6,9 um
semelhantes as descritas por Taylor et al. (2014) de 10-14 x 4-8 um, com média de 12,0 x 6,0
um e O'Callaghan et al. (1987) que descreveram somente as médias encontradas de 11,7 x 7,3

um.

Gréfico 19. Comparacdo das mensuracfes de largura e comprimento dos esporocistos de E.

ovinoidalis em relacéo a outros autores.
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A presenca de dois ou mais granulos polares em oocistos de E. ovinoidalis tem sido
relatada por Taylor et al. (2014), no entanto Hassum et al. (2007) descreveram que os granulos
polares ndo estavam presentes em mais da metade dos oocistos examinados, semelhantes aos
achados no presente estudo, que ndo foram observados granulos polares em alguns dos oocistos
avaliados

Hassum et al. (2007) ressaltam também que a E. ovinoidalis foi a espécie que menos
conseguiu se agrupar com céalculo de eficiéncia do algoritmo de 41% e consideraram que a
analise de outras caracteristicas conjuntas, pode aumentar a eficacia. Ainda de acordo com a
reta de regressdo da E. ovinoidalis apresentada pelos mesmos autores, essa espécie esta disposta
paralelamente as retas de E. pallida e E. parva indicando que seus oocistos sdo de maior
tamanho, embora muitas vezes assumam o formato subesférico.

Todas essas variacdes de formato, tamanho e caracteristicas internas pode gerar davidas
durante a identificacdo, principalmente de oocistos de E. crandallis, E. ovinoidalis e E. parva.
Long e Joyner (1984) citam que a presenca ou auséncia de opérculo e micrépila pode ser
considerada caracteristica especifica para diferenciacdo, mas em alguns casos o opérculo pode
ser perdido durante a preparacdo do material e coloca em risco o diagnostico diferencial.
Destaca-se entdo, a importancia de processar o material corretamente, trabalhar com amostras
bem conservadas e de boa qualidade, para que fatores que possam causar confusdo durante a
identificacdo, ndo prejudiquem o diagnostico diferencial das espécies (HASSUM et al., 2007).

Por fim, foi construida uma chave dicotdmica para auxiliar na diferenciacdo e
identificacdo das espécies de Eimeria em ovinos, e deve ser utilizada juntamente com a
observacao detalhada de todas as caracteristicas dos oocistos e das fotomicrografias descritas

de cada espécie.
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Chave Dicotdmica para identificacdo morfoldgica de oocistos de Eimeria spp. em

ovinos.

1. MICrOpila ausente . . . ..o 4a,b
2. Micropila ausente/ pouco VIisivel . .. ... 5ab
3. Micropilaevidente. .. ........ .. 6,7,8,9, 10,11, 12
4a. IM > 1,2; sem granulo polar, elipséide . . .. .......... .. .. ... E. pallida
4b. IM < 1,3; esféricaasubsférica. . .......... .. E. parva
5a. IM >1,3; elipsoide, presengade granulopolar. ..., E. marsica*
5b. IM < 1,6; elipsoéide, residuo de esporocisto compacto. .. ...... ......... E. ovinoidalis
6. Auséncia de opérculo, ovoide, oocistos com comprimento > 25 Um. . ........... E. faurei
7. Parede espessa e estriada, oocistos com comprimento >39 um. . ............ E. intricata
8. IM > 1,4; formato de vaso ou ovOide invertido. . .... ................... E. granulosa
9. IM > 1,3; parede com sulcos conspicuos, elipsoide. .. ..................... E. punctata
10. IM > 1,2; residuo de esporocisto compacto. .. ... E. crandallis
11. IM > 1,5; elipsoide, opérculo em forma de ctpula, oocistos >33 um. . ........ E. ahsata
12. IM > 1,3; elipsoéide, residuo de esporocisto difuso. . ..................... E. bakuensis

*Fonte: NORTON e CATCHPOLE (1976)

Concluséao

Diante das variagfes encontradas nas mensuragfes dos oocistos de Eimeria spp. de
ovinos no presente estudo em relacdo aos descritos na literatura, foi possivel a elaboracdo de
uma chave dicotbmica para o diagnéstico das espécies de Eimeria, baseado na morfometria dos
oocistos, auxiliando um diagnostico diferencial mais preciso, minimizando as chances de

duvidas no momento da identificacéo.
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Figura 2. Fotomicrografia de oocistos esporulados de Eimeria faurei, recuperados de amostras de ovinos
de propriedades do norte do estado do Parana, Brasil Barra de escala 10 um.

Figura 3. Fotomicrografia de oocisto esporulado de Eimeria intricata, recuperado de amostras de ovinos
de propriedades do norte do estado do Paran4, Brasil. Barra de escala 10 um.
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Figura 4. Fotomicrografias de oocistos esporulados de Eimeria parva, recuperados de amostras de ovinos
de propriedades do norte do estado do Parand, Brasil. Barra de escala 10 pm.

Figura 5. Fotomicrografia de oocisto esporulado de Eimeria granulosa, recuperados de amostras de ovinos
de propriedades do norte do estado do Paran4, Brasil. Barra de escala 10 pm.
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Figura 6. Fotomicrografias de oocistos esporulados de Eimeria ahsata, recuperados de amostras de ovinos
de propriedades do norte do estado do Parana, Brasil. Barra de escala 10 pm.

Figura 7. Fotomicrografias de oocistos de Eimeria crandallis esporulados, recuperados de amostras de
ovinos de propriedades do norte do estado do Parana, Brasil. Barra de escala 10 pm.
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Figura 8. Fotomicrografias de oocistos esporulados de Eimeria punctata, recuperados de amostras de
ovinos de propriedades do norte do estado do Parana, Brasil. Barra de escala 10 pm.

Figura 9. Fotomicrografias de oocistos esporulados de Eimeria bakuensis, recuperados de amostras de
ovinos de propriedades do norte do estado do Parand, Brasil. Barra de escala 10 pm.
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Figura 10. Fotomicrografias de oocistos esporulados de Eimeria ovinoidalis, recuperados de amostras de
ovinos de propriedades do norte do estado do Parana, Brasil. Barra de escala 10 pm.
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Tabela 1 Morfometria de oocistos esporulados de Eimeria spp. provenientes de fezes de ovinos oriundos de propriedades do norte do

Quantidade

de oocistos Oocisto Esporocisto
Espécies mensurados ) ,

Com(r:lrrlnn)]ento Largura (um) I\/Iorlfr;%cé?[rico Comprimento (um)  Largura (um) Morlfrg:rI]%etrico

E. ovinoidalis 51 23,4(20-28) 18,0(15-25) 1,30(1,1-1,6) 12,0 (8 -16) 6,9 (6-9) 1,74 (1,3-2,3)
E. granulosa 5 325(30-34) 20,8(20-22) 1,56 (1,4-17) 14,7 (14 - 16) 8,5(8-9) 1,76 (1,6 - 2,1)
E. faurei 22 29,4 (25-32) 20,7 (18-24) 1,42(1,3-1,6) 14,1 (11 - 16) 75(6-9) 1,90 (1,6 - 2,3)
E. crandalis 48 25,0(22-28) 19,0(16-22) 1,32(1,2-1,6) 12,6 (10 - 15) 7,0 (6 - 8) 1,81 (1,4-24)
E. ahsata 7 35,6 (33-41) 225(20-26) 159(1,5-1,8) 15,4 (13 - 19) 8,4 (8 - 10) 1,83(1,5-2,2)
E. parva 40 17,8 (13-23) 16,0(12-19) 1,12(1,0-1,3) 8,8(5-13) 57(4-8) 1,57 (1,1-2,4)
E. bakuensis 49 30,6 (28-36) 21,3(19-25) 1,44(1,3-1,8) 14,6 (12 - 17) 7,6 (6-9) 1,93(1,4-2,4)
E. intricata 26 452 (39-49) 348(32-38) 1,30(1,1-1,5) 19,6 (14 - 23) 10,8 (10 -12) 1,82 (1,2-2,2)
E. pallida 11 15,8(12-20) 11,9(10-15) 1,33(1,2-1)5) 6,8(5-9) 4,3 (4-6) 1,59 (1,2 - 2,0)
E. punctata 2 27,3(26-28) 20,6 (20-21) 1,32(1,3-1,3) 13,4 (13 - 14) 7,7 (7 -8) 1,7 (1,7-1,8)
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6 CONCLUSAO

Pdde-se observar com base nos resultados a alta prevaléncia de Eimeria spp. em ovinos
de propriedades da regido norte do estado do Parand, principalmente da E. ovinoidalis e da E.
crandallis espécies mais patogénicas. Além disso o uso do questionario epidemioldgico
permitiu analise dos fatores de risco envolvidos na presenca do agente e mostrou que animais
jovens abaixo de 12 meses de idade do sexo masculino quando submetidos a sistema de criacao
misto, intensivo, sem rodizio de pastagem e recolhidos em aprisco de chao batido, apresentaram
maiores chances de eliminar oocistos de Eimeria spp. Por fim, diante das variagdes encontradas
nas mensuracBes dos oocistos de Eimeria spp. de ovinos no presente estudo em relacdo aos
descritos na literatura, foi possivel a elaboracdo de uma chave dicotdmica para o diagnostico
das espécies de Eimeria, baseado na morfometria dos oocistos, auxiliando um diagnostico

diferencial mais preciso, minimizando as chances de dividas no momento da identificacao.
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APENDICE A

Questionario Epidemioldgico

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA )
PERFIL SANITARIO DO REBANHO DE OVINOS - PARANA

QUESTIONARIO EPIDEMILOGICO

Propriedade N° Data: _ /_ /

Proprietario: Fone:

Endereco: Mun.: UF:
Propriedade: Fone:

Endereco: Mun.: UF:
Tamanho da Propriedade: ha

Area destinada aos ovinos: ha

DADOS DA PROPRIEDADE E DOS ANIMAIS

1. Atividades desenvolvidas: (1) agricultura (2) pecuaria

2. Tipo de criagéo: (1) subsisténcia (2.1) pec. intensiva (2.2) pec. semi-intensiva (2.3) pec. extensiva

3. Criagdo mista: (1) sim (2) ndo

4. Quais: (1) ovinos (2) caprinos (3) bovinos (4) equinos (5) suinos (6) aves
5. Presenca de cées: (1) sim (2) ndo. Quantos: Presenca de gatos: (1) sim (2) ndo. Quantos:
6. Quantidade de ovinos: (1) matriz (2) reprodutor (3) 0-6m (4) 7-12m

7. Categoria: (1) corte (2) leite (3) 14 (4) elite

8. Caracteristicas raciais dos animais: (1) puro (2) mesticos

9. Raca predominante de ovinos: (1) Santa Inés (2) Texel (3) Dorper (4) White Dorper (5) lle de France (6) Suffolk (7) Pool
Dorset (8) Bergamécia (9) Crioula (10) Merino Australiano (11) Ideal (12) Hampshire Down (13) Corriedale (14) Morada
nova (15) Lacaune (16) Karakul (17) Outros:

10. Raga predominante de caprinos: (1) Boer (2) Saanen (3) Anglo Nubiana (4) Nubiana (5) Parda Alpina (6) Toggenburg
(7) Canindé (8) Angoré (9) Moxoté (10) Murciana

11. Rodizio de Pastagem: (1) sim (2) ndo

12. Periodo: (1) 7 dias (2) 14 dias (3) 21 dias (4) 30 dias (5) outros:

13. Recente troca de alimentos/ broto de pastagem: (1) sim (2) ndo

14. Suplementaco de Inverno: (1) sim (2) ndo. Qual:

15. Fornecimento de Volumoso: (1) sim (2) no.

16. Tipo de Volumoso: (1) pastagem (2) silagem (3) forrageira (4) feno

17. Fornecimento de concentrado: (1) sim (2) ndo

18. Alimentacéo controlada: (1) racdo comercial (2) racdo produzida na propriedade (3) outro:

19. Suplementacdo mineral: (1) sal comum (2) sal comum + sal mineral (3) sal mineral (4) ndo

20. Instalacdo: (1) aprisco ripado (2) chdo batido (3) maravalha (4) a campo

21. Limpeza do aprisco: (1) sim (2) ndo. Frequéncia

21. Limpeza bebedouro: (1) sim (2) ndo. Frequéncia:

22. Limpeza comedouro: (1) sim (2) ndo. Frequéncia:

23. Vacinas efetuadas: (1) clostridiose (carblnculo) (2) raiva (3) linfadenite caseosa (4) leptospirose (5) foot-root (6) ectima
contagioso (7) diarreias viricas (8) diarreias bacterianas (9) outros:

24. Clostridiose: (1) Quando? (2) idade atual:

25. Criacdo de cordeiros: (1) sim (2) ndo

26. Instalacdo: (1) a campo (2) confinamento (3) outros:

27. Colostro: (1) sim (2) ndo
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28.

Tipo de colostro: (1) na ovelha (2) fresco (3) congelado

29

. Alimentacéo: (1) leite de ovelha (2) leite em p6 (3) leite de ovelha + creep-feeding (4) creep-feeding

30.

Alimentacdo refugo: (1) mée de leite (2) artificial-mamadeira (3) outros:

31.

Suplementacao: (1) racdo (2) feno (3) outro:

32

. Tratamento do Umbigo: (1) sim (2) ndo

33.

Produto utilizado: (1) iodo (2) umbicura (3) outros:

34.

Método de realizacdo: (1) imersdo (2) spray (3) aplicacdo direta (4) outros:

35.

Problemas reprodutivos: (1) sim (2) ndo (3) Faixa etaria mais acometida:

36.

Fase da gestacdo acometida: (1) terco inicial (2) terco médio (3) terco final

37.

Problemas reprodutivos mais frequentes: (1) metrite (2) corrimento (3) vulvovaginite (4) repeticdo de cio (5) aborto (6)

natimortos (7) fetos mumificados (8) recém-natos debilitados (9) retencdo de placenta (10) problemas durante o parto (11)
prolapso vaginal (12) prolapso uterino (13) outros:

38.

Frequéncia dos problemas: (1) 1%cria (2) 2%cria (3) 3?cria (4) 4% cria (5) todas as crias (6) outro:

39.

Diagnosticado: (1) sim (2) ndo (3) qual?

40.

Compra de animais? (1) sim (2) ndo (3) local: Recente? (1) sim (2) ndo

41

. Quarentena: (1) sim (2) ndo

42.

Apresentaram problemas: (1) sim (2) ndo (3) qual:

43.

Problemas neurolégicos: (1) sim (2) ndo (3) Faixa etaria afetada: (4) quais:

44,

Diagnosticado: (1) sim (2) ndo (3) Qual?

45.

Problemas respiratérios: (1) sim (2) ndo (3) Faixa etéria afetada: (4) quais:

46.

Diagnosticado: (1) sim (2) ndo (3) Qual?

47.

Problemas Parasitoldgicos: exames de fezes: (1) sim (2) ndo

48.

Presenca de diarreia: (1) sim (2) ndo (3) Faixa etdria afetada:

49.

Presenca de sangue: (1) sim (2) ndo

50.

Freqiéncia: (1) 1m (2) 2m (3) 3m (4) 4m (5) 6m (6) 1 ano (7) outro: (8) resultados:

51.
(8)

Anti-helminticos utilizados: (1) albendazol (2) ripercool (3) dectomax (4) zolvix (5) cidectin (6) endozol (7) dovenix
ivomec (9) closantel (10) outros:

52.

Via de administracdo: (1) oral (2) injetavel  (3) outro:

53.

Frequéncia: (1) a cada 15 dias (2) todo més  (3) outro:

54.

Realizacdo de método famacha: (1) sim (2) ndo

55.

Frequéncia: (1) a cada 15 dias (2) a cada 30 dias

56.

Rotacdo de anti-helminticos: (1) sim (2) ndo

57.

Frequéncia: (1) a cada 15 dias (2) todo més (3) anual (4) teste de eficécia (5) outros:

58.

Presenca de carrapatos: (1) baixa infestacdo (2) média infestacdo (3) alta infestacdo (4) auséncia

59.

Epoca do ano que aparecem: més (1) primavera (2) verdo (3) outono (4) inverno (5) ano todo

60.

Uso de carrapaticida: (1) sim (2) ndo Qual?

61.

Frequéncia: (1) 15 dias (2) 20 dias (3) 30 dias (4)2m (5) 4m (6) 6 m (7) outro: (8) Qual?

62.

Rotacdo de principio ativo: (1) sim (2) ndo

63.

Frequéncia: (1) a cada 15 dias (2) todo més (3) anual (4) outros:

64.

Tipo de aplicacdo: (1) pulverizacdo (2) pour on (3) aspersdo (4) injetavel (5) Vol. Méd. p/ animal (6) outro:

65.

Presenca de sarna: (1) sim (2) ndo

66.

Uso de mosquicidas: (1) sim (2) ndo (3) Qual?

67.

Aplicacdo: (1) animal (2) instalagBes (3) esterco (4) outro:

68.

(7) acude (pluvial) (8) outro:

69.
70.

Procedéncia da 4gua de consumo animal: (1) mina (2) pogo comum (3) poco semi-artesiano (4) sanepar (5) rio (6) represa

Destino dos excrementos dos animais: (1) amontoado (2) enterrado (3) esterqueira (4) adubo (5) outros:
Distancia da Fossa ou depdsito de fezes em relacdo a fonte de agua: (1) 25m (2) maior que 25m (3) menor que 25m (4)

outro

71.

Localizacdo da fossa ou depésito de fezes e fonte de dgua: (1) acima (2) abaixo (3) ao lado




Proprietario:
Propriedade:

IDENTIFICACAO
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Fone:

Fone:

NO

Identificacdo

Raca

Sexo

Idade

Tipo de Baia

01/ _

02/ _

03/_

04/ _

05/ _

06/ _

07/_

08/__

09/ _

10/_

11/

12/ _

13/

14/

15/

16/ _

17/

18/_

19/ _

20/ _

21/ _

22/ _

23] _

24 _

25/

26/ _
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29/ _

30/ _




