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RESUMO 

A coccidiose bovina é uma enfermidade de grande importância em rebanhos bovinos 
ao redor do mundo. Esta enfermidade é causada por protozoários, do gênero Eimeria 
e afeta principalmente animais com menos de 12 meses, sendo as espécies E. bovis 
e E. zuernii as de maior importância clínica, podendo causar diarréia severa com 
sangue em bezerros infectados. O diagnóstico de rotina desta doença é realizado 
através da observação morofológica dos oocisto, os quais precisam estar esporulados 
para identificação da espécie envolvida, o que leva em torno de 10 a 15 dias,tornando 
o mesmo muito laborioso e com necessidade de alto treinamento do leitor, dificuldando 
um diagnóstico mais rápido e consequente tratamento mais rápido dos animais. 
Devido as estes fatores, o objetivo deste trabalho foi desenvolver técnicas de qPCR 
para o diagnóstico do gênero Eimeria e das espécies de maior patogenia, E. bovis e 
E. zuernii. Para isto foram selecionados o gene 18S rRNA para o gênero Eimeria e o 
gene ITS-1 para diferenciação das espécies, isto porque o gene 18S tem pouca 
variabilidade entre as espécies enquanto o gene ITS-1 tem uma alta variabilidade 
interespecifica, com baixa variabilidade dentro da espécie, visando assim uma 
alternativa de diagnóstico mais rápida e sensível. As PCRs foram realizadas utilizando 
SYBR Green como fonte de fluorenscencia. Tanto os primers desenvolvidos para o 
gênero, quanto os desenvolvidos para a espécie E. zuernii apresentaram alta 
sensibilidade, tendo a capacidade de amplificar amostrar contendo apenas um oocisto 
do parasita. Já os primers desenvolvidos para E. bovis apresentaram uma 
sensibilidade inferior, sendo capazes de detectar positividade em amostras de campo 
contendo 50 oocistos por grama de fezes. Para avaliação da especificidade das 
técnicas foram utilizadas amostras contendo Cryptosporidium spp. e Giardia spp., 
sendo que todas as técnicas apresentaram negatividade tanto para Giardia spp., 
quanto para Cryptosporidium spp. Baseado nos resultados encontrados neste estudo, 
conclui-se que os primers desenvolvidos apresentaram alta sensibilidade e 
especificidade no diagnóstico de Eimeria em bovinos. 
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ABSTRACT 

Bovine coccidiosis is a disease of great importance in cattle herds around the world. 
This disease is caused by protozoa of genus Eimeria and mainly affects animals less 
than 12 months old. E. bovis and E. zuernii species are the most clinically important 
and can cause severe diarrhea with blood in infected calves. The routine diagnosis of 
this disease is made through the morphological observation of oocysts, which need to 
be sporulated to identify the species involved, process can take around 10 to 15 days, 
making it very laborious and in need of high training of the reader, hindering a faster 
diagnosis and consequent faster treatment of the animals. Due to these factors, the 
objective of this study was to develop qPCR techniques for the diagnosis of genus 
Eimeria and species with greatest pathogenesis, E. bovis and E. zuernii. The 18S 
rRNA gene for genus Eimeria and the ITS-1 gene for species differentiation were 
selected because the 18S gene has low variability among the species while the ITS-1 
gene has a high interspecific variability with low variability within species, aiming at a 
faster and more sensitive diagnostic alternative. The PCRs were performed using 
SYBR Green as a source of fluorenscence. Both primers developed for genus and 
those developed for E. zuernii species presented high sensitivity, having the ability to 
amplify sample containing only one oocyst of the parasite. The primers developed for 
E. bovis had a lower sensitivity and were able to detect positivity in field samples 
containing 50 oocysts per gram of faeces. To evaluate the specificity of the techniques, 
samples containing Cryptosporidium spp. and Giardia spp. were used and all of which 
showed negativity for both. Based on the results found in this study, it was concluded 
that the primers developed showed high sensitivity and specificity in the diagnosis of 
Eimeria in cattle. 
 
Keywords: Eimeria, qPCR, coccidiosis, E. bovis, E. zuernii 
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INTRODUÇÃO 

 

A coccidiose em bovinos é causada pelos protozoários do gênero Eimeria, 

sendo mais comum em animais com menos de um ano de idade (DAUGSCHIES; 

NAJDROWSKI, 2005; BRUHN et al., 2011). Das mais de 20 espécies descritas deste 

parasita, a Eimeria bovis e a Eimeria zuernii, são consideradas as espécies mais 

patogênicas, comumente associadas a casos de coccidiose clínica em animais jovens 

(JONSSON et al., 2011; BANGOURA et al., 2011; FLORIÃO et al., 2016). 

Esta doença causa grandes perdas econômicas na bovinocultura, 

principalmente devido a diminuição na produção e altos gastos com tratamento dos 

animais (ABEBE et al., 2008), com impacto estimado de 400 milhões de dólares no 

mercado americano e gastos estimados com tratamento em torno de 3,8 milhões de 

dólares no Canadá (MATJILA & PENZHORN, 2002; REHMAN 2011). Não há estudos 

sobre o impacto econômico dessa enfermidade no Brasil. 

O diagnóstico desta doença é realizado através de análise morfológica dos 

oocistos em microscópio (DAUGSCHIES AND NAJDROWSKI, 2005), e a 

diferenciação é feita por meio das características morfológicas dos oocistos 

esporulados de cada espécie,  sendo que a esporulação em meio ambiente pode levar 

até 10 dias para ocorrer (LEVINE, 1961; ECKERT et al., 1995), tornando esse 

diagnóstico muito laborioso e exigindo grandes habilidades do leitor. Devido a isso, é 

essencial o desenvolvimento de um diagnóstico rápido e efetivo (KAWAHARA et al., 

2010). 

Com este intuito, iniciaram-se as pesquisas utilizando a técnica de PCR para 

diagnóstico do gênero Eimeria e das principais espécies em bovinos. Kawahara et al. 

(2010), desenvolveram uma PCR para diagnóstico do gênero Eimeria com os primers 

desenvolvidos iniciando-se na região 18S rRNA e terminando na região 5.8S do DNA 

do parasita. Estes primers visavam o sequenciamento da região ITS-1, a qual fica no 

interior da região amplificada pelos primers. Esse sequenciamento foi utilizado para 

confecção de primers específicos para as principais espécies de Eimeria spp. de 

bovinos. 

Posteriormente, Kokuzawa, Ichikawa-Seki e Itagaki (2013) desenvolveram 

primers baseados na região 18S rRNA, visando o posterior sequenciamento e 

construção de uma árvore filogenética com as principais espécies de Eimeria spp. 



 13 

Também houve o desenvolvimento de uma técnica de qPCR para diagnóstico das 

espécies E. bovis e E. zuernii, utilizando-se primers e probes baseados na região ITS-

1, visando diagnóstico conjunto destas espécies nas diarreias de bovinos juntamente 

com outros agentes (TSUCHIAKA et al., 2016). É devido escassez de estudos com o 

objetivo de um melhor diagnóstico da Eimeria spp. em bovinos que o presente trabalho 

teve por objetivo o desenvolvimento de qPCR para diagnóstico deste parasita em 

bovinos. 
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RESUMO 

A coccidiose bovina é uma doença causada por protozoários do gênero Eimeria 

e apresentam grande importância pelas perdas econômicas que traz aos rebanhos 

bovinos, em todo o mundo. Embora seja bem caracterizada, poucos estudos em 

bovinos no Brasil foram realizados. Das mais de 20 espécies de Eimeria descritas, as 

patogênicas são E. bovis e E. zuernii, as quais podem causar diarreia aquosa com ou 

sem sangue, muitas vezes fatal. Em menor grau, a E. alabamensis também pode ser 

responsável por doença clínica. O ciclo biológico desses parasitas envolve três fases, 

merogonia, e gametogonia que ocorrem no intestino dos bovinos e a esporogonia, à 

qual ocorre no meio ambiente. O animal infectado irá adquirir uma imunidade espécie 

específica, o que pode explicar por exemplo a menor prevalência de Eimeria em 

animais mais velhos, no entanto, a imunidade não é total e mesmo animais adultos 

podem eliminar oocistos nas fezes. Portanto, para um controle eficiente desta doença, 

o diagnóstico da espécie envolvida é fundamental, pois é necessário a confirmação 

da presença de espécies patogênicas, juntamente com os sinais clínicos, para que 

possa ser confirmada a coccidiose, e assim fazer o tratamento adequado com o uso 

de anticoccídicos. Nessa fase a maior parte dos danos já ocorreu, por isso, a profilaxia 

na propriedade deve ser prioritária, para isso, a anamnese e conhecimento do manejo 

da propriedade é fundamental. Desta forma, esta revisão tem como objetivo abordar 

a epidemiologia, a biologia do parasita, seu impacto econômico e estratégias para o 

seu controle. 

 

Palavras chave: Eimeria, Eimeria bovis, Eimeria zuernii, epidemiologia, 

diagnóstico 
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ABSTRACT 

Bovine coccidiosis is a disease caused by protozoa of the genus Eimeria and 

have great importance for the economic losses that brings the cattle herds worldwide. 

Although it is well characterized, few studies in cattle in Brazil were performed. Of the 

more than 20 species of Eimeria sp. described, the most pathogenic species are E. 

bovis and E. zuernii, which can cause aqueous diarrhea with or without blood, often 

fatal. To a lesser extent, E. alabamensis may also be responsible for causing clinical 

disease. The biological cycle of these parasites involves three phases, merogony, and 

gametogonia that occur in the intestines of cattle and sporogony, which occurs in the 

environment. The infected animal will acquire a specific species immunity, which may 

explain for example the lower prevalence of Eimeria in older animals, however, 

immunity is not absolute and even adult animals can eliminate oocysts in feces. 

Therefore, for an efficient control of this disease, the diagnosis of the species involved 

is fundamental, since it is necessary to confirm the presence of pathogenic species, 

together with the clinical signs, so that coccidiosis can be confirmed, and thus to make 

appropriate treatment with the use of anticoccidials. At this stage most of the damage 

has already occurred, therefore, prophylaxis in the property must be a priority, for this, 

the anamnesis and knowledge of the management of the property is fundamental. 

Thus, this review aims to address epidemiology, parasite biology, its economic impact 

and strategies for its control. 

 

Keywords: Eimeria, Eimeria bovis, Eimeria zuernii, epidemiology, diagnosis 
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1 INTRODUÇÃO 

A coccidiose em bovinos é causada por protozoários do gênero Eimeria 

(DAUGSCHIES et al., 2004; DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 2005; BRUHN et al., 

2011). Esta é uma doença que apresenta a idade dos animais como um fator 

importante para a patogenia da infecção, sendo os bezerros e bovinos jovens os mais 

suscetíveis (STOCKDALE et al., 1981; CHIBUNDA et al., 1997; JONSSON et al., 

2011; BANGOURA et al., 2012). Existem mais de 20 espécies de Eimeria descritas 

em bovinos, porém apenas as espécies E. bovis e E. zuernii, são capazes de acarretar 

sinais clínicos agudos nos animais. Entretanto, inúmeros trabalhos têm descrito a 

importância de E. alabamensis como causadora de diarreia moderada em animais a 

pasto (SVENSSON et al., 1993; SVENSSON; UGGLA; PEHRSON, 1994; MARSHALL 

et al., 1998; SVENSSON, 2000). 

As infecções causadas por E. bovis e E. zuernii podem causar diarreia severa 

com sangue, fibrina e mucosa intestinal nas fezes, levando os animais a apresentar 

febre, dor abdominal, desidratação, fraqueza, anorexia, tenesmo, anemia, perda de 

peso e eventualmente morte (STOCKDALE et al., 1981; BÜRGER, 1983; 

DAUGSCHIES; AKIMARU; BÜRGER, 1986). No caso de infecções por E. 

alabamensis, os animais tendem a apresentar uma diarreia de moderada e aquosa 

sem sangue, com baixa mortalidade (SVENSSON, UGGLA, PEHRSON, 1994). 

A coccidiose bovina leva a altas perdas econômicas, sendo que os gastos 

giram em torno de U$ 400 milhões/ano em propriedades dos Estados Unidos 

(MATJILA; PENZHORN, 2002) e cerca de U$ 3,8 milhões/ano no Canadá (REHMAN 

et al., 2011). No Brasil não existem estimativas das perdas financeiras nos rebanhos 

bovinos.  
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2 BIOLOGIA  

O ciclo de vida desses protozoários consiste basicamente de um ciclo 

monoxeno, com uma fase interna (hospedeiro) e uma fase externa (ambiente) (Figura 

1). Estes protozoários são espécie-especifico e se desenvolvem obrigatoriamente 

dentro das células intestinais dos bovinos (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 2005).  

 

Figura 1 – Ciclo evolutivo do gênero Eimeria. 

 
Fonte: Impextraco, 2016 

 

Existem poucos estudos sobre infecção experimental visando o estudo da 

biologia de Eimeria spp. em bovinos e a maioria dos estudos foi realizado com E. bovis 

(HERMOSILLA et al., 2002; BEHRENDT et al., 2004; BADAWY et al., 2010; 

HERMOSILLA et al., 2012). A forma infectante são os oocistos esporulados, contendo 

quatro esporocistos com dois esporozoítos cada, que completam sua esporulação 

dependendo das condições ambientais, com tempo de espuralação em torno de 10 a 

15 dias (RIND; BROHI, 2001). Após a ingestão dos oocistos esporulados pelos 

bovinos, os esporozoítos são liberados e atravessam as células da mucosa, sem 

alterações consideráveis e finalmente invadem as células do endotélio intestinal 
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(BEHRENDT et al., 2004). A invasão da célula do hospedeiro é acompanhada pela 

liberação de antígenos a partir de organelas presentes na região anterior dos 

esporozoítos (micronemas e roptrias), as quais desempenham um significativo papel 

no reconhecimento, invasão, e formação do vacúolo parasitóforo na célula hospedeira 

(HEISE; PETERS; ZAHNER, 1999a, b). 

Dentro do vacúolo parasitóforo, os esporozoítos se transformam em merozoítos 

e depois em merontes de primeira geração. Estas fases são particularmente grandes 

nos casos E. bovis, E. zuernii e E. aubernensis. Mais de 105 merozoítos são formados 

em cada célula através de multiplicação assexuada (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 

2005). Neste momento, a célula pode-se apresentar 40 vezes maior que seu tamanho 

original (HERMOSILLA; RUIZ; TAUBERT; 2012).  

A célula parasitada finalmente se rompe e libera os merozoítos de primeira 

geração, que são móveis e penetram em células vizinhas, onde iniciam o 

desenvolvimento dos merontes de segunda geração. Depois de liberados, estes 

merozoítos irão se diferenciar nos microgametas (masculino) e macrogametas 

(feminino). Os microgametas romper as células onde estão e irão fertilizar os 

macrogametas, formando os oocistos (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 2005). 

A quantidade de oocistos liberados está relacionada com a dose infectante 

(quanto maior a dose infectante, mais oocistos serão liberados) até um certo nível 

onde, acima deste, uma maior dose não acarretará em maior eliminação de oocistos, 

mas podem até mesmo diminuir a produção em um fenômeno denominado de efeito 

“crowding” (DAUGSCHIES et al., 2002). O mesmo acontece, possivelmente, devido 

ao aumento da competição entre os estágios do parasita pelas células hospedeiras 

adequadas (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 2005). 
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3 COCCIDIOSE CLINICA  

A infecção por algumas espécies de Eimeria e a baixa infecção pelas espécies 

patogênicas podem causar doença subclínica ou até mesmo diarréia moderada 

(CORNELISSEN et al., 1995, BUSATO et al., 1998). Entretanto, as infecções em 

bezerros com alta quantidade de oocistos de E. bovis e E. zuernii, podem causar 

diarreia severa com sangue, fibrina e mucosa intestinal nas fezes. Estes animais 

podem ainda apresentar febre, dor abdominal, desidratação, fraqueza, anorexia, 

tenesmo, anemia, perda de peso e eventualmente morte (STOCKDALE et al., 1981; 

BÜRGER, 1983; DAUGSCHIES; AKIMARU; BÜRGER, 1986). No entanto, não ocorre 

alteração considerável nos valores do hematócrito e hemoglobina dos bezerros, 

ocorrendo alterações apenas em animais muito debilitados (DAUGSCHIES; 

AKIMARU; BÜRGER, 1986). 

Segundo alguns estudos, a coccidiose bovina aguda pode causar uma 

mortalidade que varia de 7 a 20% (FOX, 1985; PILARCZYK; BALICKA-RAMISZ; 

PROST, 1999). Isso ocorre devido ao aumento inicial da permeabilidade na mucosa 

que leva a desidratação severa em bezerros, podendo chegar a óbito durante a quarta 

semana após infecção por E. zuernii. Os animais que sobrevivem a este período, 

tendem a se recuperar ou podem apresentam enfraquecimento gradual, levando ao 

estado moribundo (STOCKDALE et al., 1981) e tendem a não recuperar totalmente 

sua capacidade de absorção intestinal, levando assim, a um aumento da 

susceptibilidade a outros patógenos piorando o quadro clínico (DAUGSCHIES; 

NAJDROWSKI, 2005). 

Para que ocorra quadro clinico em infecções por E. alabamensis, é necessário 

que o animal venha a ingerir acima 10 milhões de oocistos (HOOSHMAND-RAD; 

SVENSSON; UGGLA, 1994). A doença causada por esta espécie de Eimeria 

normalmente induz a uma diarreia de moderada a aquosa sem sangue, possuindo 

uma baixa mortalidade e geralmente está associada a infecções mistas com uma 

espécie patogênica. Entretanto, infecções causadas apenas por E. alabamensis 

podem apresentar quadro de desidratação, depressão e diminuição do crescimento, 

principalmente, em bezerros mantidos em pastagens altamente contaminadas, 

enquanto em pastagens menos contaminadas a infecção permanece subclínica 

(SVENSSON et al., 1993; SVENSSON; UGGLA; PEHRSON., 1994). 
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4 EPIDEMIOLOGIA 

Normalmente, devido à alta contaminação ambiental com oocistos, os bovinos 

tendem a adquirir a coccidiose ainda quando bezerros, sendo que as infecções podem 

ocorrer precocemente após o nascimento, com o risco aumentando até os três meses 

de idade (LENTZE et al., 1999). Os animais mais velhos estão geralmente protegidos 

da doença por indução da imunidade (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 2005). É 

importante ressaltar que não há imunidade cruzada entre as espécies de Eimeria spp. 

em bovinos. 

A prevalência da infecção pode variar consideravelmente entre as 

propriedades, regiões, época do ano e idade do animal (DAUGSCHIES; 

NAJDROWSKI, 2005). Diversos estudos ao redor do mundo têm demonstrado a alta 

prevalência de Eimeria spp. em rebanhos bovinos (ALMEIDA et al., 2011; BRUHN et 

al., 2011; BANGOURA et al., 2012; KOUTNY et al., 2012; ENEMARK; DAHL; 

ENEMARK, 2013; HILLESHEIM; FREITAS, 2016; SLOBODIAN; KYCHYLIUK; 

SOROKA, 2017). Na Europa, estudos demonstraram a presença de Eimeria spp. em 

95,4% a 100% das propriedades estudadas, com a prevalência variando de 46% a 

83,67% em bezerros, sendo as espécies patogênicas encontradas em 27,8% a 

65,54% das amostras no caso de E. bovis e 11,4% a 63,85% de E. zuernii 

(CORNELISSEN et al., 1995; LASSEN et al., 2009; BANGOURA et al., 2012; 

KOUTNY et al., 2012; ENEMARK; DAHL; ENEMARK, 2013; SLOBODIAN; 

KYCHYLIUK; SOROKA, 2017).  

Na Alemanha as prevalências em diferentes propriedades rurais variaram de 

2% a 48% (WACKER; ROFFELS; CONRATHS, 1999). Da mesma forma, na Holanda 

esta prevalência variou de 10% a 100% nas propriedades e foi semelhante em 

novilhos (43%) e bezerros (46%), observando-se uma presença de coccidiose 

subclínica, que foi explicada pela separação precoce dos bezerros e pelo bom estado 

higiênico da maioria das fazendas estudadas (CORNELISSEN et al., 1995). 

No Brasil, as prevalências variaram de 33,33% a 48,20%, e com relação as 

espécies, de 21,1% a 37,6% para E. bovis e de 6,83% a 22,6% para E. zuernii 

(REBOUÇAS et al., 1994; ALMEIDA et al., 2011; BRUHN et al., 2011; BRUHN et al., 

2012; HILLESHEIM; FREITAS, 2016). Porém no Brasil existem poucos trabalhos de 

prevalência de Eimeria spp. em bovinos, sendo que algumas regiões e estados como, 
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por exemplo, a região norte ou o estado do Rio Grande do Sul não possuem nenhum 

dado sobre prevalência deste parasita. 

É importante ressaltar que a simples presença de protozoários em um rebanho 

não está necessariamente associada a surtos clínicos, sendo necessária a avaliação 

da espécie e da dose infectante envolvidas (CORNELISSEN et al., 1995; WACKER; 

ROFFELS; CONRATHS, 1999). Devido à alta capacidade reprodutiva de Eimeria spp., 

nos casos de surtos de coccidiose, os bezerros infectados podem eliminar milhões de 

oocistos no ambiente, assim espécies patogênicas, especialmente E. bovis e E. 

zuernii e, ocasionalmente, E. alabamensis irão esporular dentro de 10 a 15 dias e 

continuarem infectantes por meses. Como consequência, a pressão de infecção 

aumenta consideravelmente no ambiente ao redor de bezerros infectados, e estas 

áreas permanecem contaminadas por longos períodos, mesmo que os bezerros sejam 

tratados com sucesso ou removidos do local (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 2005). 

Há um aumento no risco individual de coccidiose clínica em bezerros em 

propriedade com problemas com coccidiose devido à alta pressão de infecção, 

juntamente com fatores que causam o estresse, como por exemplo, desmame, 

transporte, alimentação inadequada ou outras doenças infecciosas (BOHRMANN, 

1991; MARSHALL et al., 1998, JOACHIM, 2002). Em propriedades com estes 

problemas todos os bezerros devem ser considerados como susceptíveis a doença, 

pois é impossível determinar se irão desenvolver a coccidiose clínica ou não 

(DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 2005). Nestas circunstâncias é recomendável uma 

observação mais cuidadosa dos animais após três a quatro semanas do transporte 

para uma área comum (STASCHEN, 2004; MUNDT et al., 2005), pois a doença tende 

a se espalhar rapidamente dentro de uma a duas semanas, podendo desaparecer 

espontaneamente após algum tempo (STASCHEN, 2004). 

Os bezerros são geralmente susceptíveis a infecção, enquanto os adultos 

tendem a estar protegidos pelo desenvolvimento da resposta imune após uma 

exposição anterior. No entanto, esta imunidade não é total, possibilitando a re-

eliminação de um baixo número de oocistos por vacas adultas (DAUGSCHIES; 

NAJDROWSKI, 2005). Taxas de prevalência de até 36% foram observadas em vacas, 

juntamente com aumento na eliminação de oocistos no periparto (FABER et al., 2002), 

demonstrando que os animais adultos podem servir de fonte de infecção para os 

bezerros (MATIJA; PENZHORN, 2002). 
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5 DIAGNÓSTICO 

A identificação das espécies de Eimeria é realizado através do exame 

morfométrico dos oocistos. Esta técnica é utilizada pelo fato de que os oocistos de 

Eimeria spp. e suas características (dimensões, parede, micrópila) são facilmente 

visualizados em microscópio óptico, em um aumento de 400x, apenas com a utilização 

de uma das técnicas convencionais de flutuação (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 

2005). Entretanto, a sensibilidades destas técnicas pode ser reduzida em fezes 

diarreicas, principalmente em infecções severas por E. bovis e E. zuernii, as quais 

ainda contém sangue, tecido e fibrina. Nestes casos, os oocistos costumam ficar 

escondidos no meio do tecido e da fibrina, dificultando a observação dos mesmos ao 

microscópio (DAUGSCHIES; AKIMARU; BÜRGER 1986; BUSATO et al., 1998). 

Devido a grande diferença de patogenia existente entre as espécies de Eimeria 

em bovinos, a presença de um grande número de oocistos não caracteriza 

exatamente uma coccidiose clínica, sem a identificação exata de espécie de Eimeria 

presente nas fezes. Também deve ser levado em consideração as infecções mistas 

(CORNELISSEN et al., 1995; BUSATO et al., 1998; PILARCZYK; BALICKA-RAMISZ; 

PROST, 1999). Desta forma, para o diagnóstico de coccidiose clínica é necessário a 

diferenciação entre as espécies de Eimeria presentes nas fezes. Até o presente 

momento essa diferenciação é realizada através das características morfométricas 

dos oocistos (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 2005).  

Bezerros podem sofrer de doença clínica, principalmente nos casos de E. 

alabamensis, ou subclínica, antes mesmo da eliminação dos oocistos nas fezes, 

durante o período pré-patente, dificultando, desta forma, o diagnóstico (HOLST; 

SVENSSON, 1994; MATJILA; PENZHORN, 2002).  É recomendado exames repetidos 

do mesmo animal suspeito e exame de grupos de bezerros e não só de um animal do 

rebanho, diminuindo a possibilidade de erros diagnósticos. Uma exata anamnese, 

juntamente com o conhecimento do manejo do rebanho em análise são de extrema 

importância para a conclusão de um diagnóstico de coccidiose e para o diagnóstico 

parasitológico (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 2005). 

Técnicas sorológicas (ELISA e Western blot), foram desenvolvidas para o 

diagnóstico de infecções por E. bovis, porém estas técnicas estão sujeitas a alguns 

inconvenientes. Em bezerros jovens alimentados com colostro, os anticorpos 

maternos que não estão relacionados com uma infecção podem ser detectados. O 
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problema de reação cruzada entre as espécies também deve ser considerado. Além 

disso, os anticorpos não estão necessariamente ligados a uma primo-infecção 

(FABER et al., 2002). Apesar de não ser adequado para técnicas diagnósticas de 

rotina, estas técnicas podem ser úteis para estudos epidemiológicos e experimentais 

(FIEGE et al., 1992). 

Nos últimos anos foram desenvolvidas técnicas de diagnóstico através da 

utilização de biológica molecular. Kawahara et al. (2010) desenvolveram uma PCR 

para o gênero Eimeria com os primers se iniciando na região 18S rRNA e finalizando 

na região 5.8S, sendo que a região amplificada engloba também a região ITS-1. Essa 

PCR foi desenvolvida visando o sequenciamento e o desenvolvimento de primers para 

diagnóstico das principais espécies, sendo estes primers baseados na região ITS-1. 

Como resultado foi possível desenvolver uma PCR para diagnóstico das principais 

espécies de Eimeria spp. com uma sensibilidade de amplificação de 20 oocistos por 

amostra. 

Posteriormente, Kokuzawa, Ichikawa-Seki e Itagaki (2013) desenvolveram uma 

PCR para o diagnóstico do gênero Eimeria baseado na região 18S rRNA, visando o 

posterior sequenciamento das amostras e a construção de uma arvore filogenética 

para as principais espécies deste protozoário. Neste estudo, a técnica desenvolvida 

foi capaz de amplificar amostras contendo apenas um oocisto de Eimeria spp. 

Mais recentemente, foi desenvolvida uma qPCR para diagnóstico das espécies 

E. bovis e E. zuernii, visando um diagnóstico mais rápido destas espécies patogênicas 

juntamente com o diagnóstico de outros agentes patógenos causadores de diarreia 

em bezerros. Como resultado, a técnica demonstrou uma capacidade de detecção de 

amostras contendo 100 cópias de DNA de cada uma das espécies (TSUCHIAKA et 

al., 2016). 
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6 TRATAMENTO E CONTROLE 

Vários compostos com atividade anticoccidianos vem sendo utilizados com 

sucesso no tratamento em bovinos. O principal alvo dessas drogas são os 

macrogametas e microgametas. No caso de surtos agudos os animais infectados 

devem ser removidos do grupo. Podem ser realizadas aplicações de eletrólitos, 

glicose e anti-diarreicos, para manter a hemostase (BURGUER, 1983). A 

administração de antibiótico também é recomendável visando o combate ou até 

mesmo evitar infecções bacterianas secundárias. Sendo assim, as drogas mais 

adequadas para o combate da coccidiose devem interromper a reprodução do 

parasita em uma fase precoce, ou seja, de merogonia, para uma diminuição de lesões 

intestinais no animal e na contaminação ambiental (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 

2005). 

O tratamento preventivo tem como objetivo evitar lesões intestinais e 

consequentemente perdas com a coccidiose seria o ideal ao invés do tratamento 

terapêutico, porque no caso do tratamento terapêutico, o ciclo do parasita já está 

completo e os danos ao intestino já ocorreram (BOHRMANN, 1991; MUNDT et al, 

2003; TAYLOR et al, 2003; MUNDT et al., 2005). Desta forma, propriedades onde os 

problemas com coccidiose são contínuos, o manejo do rebanho deve ser avaliado, 

principalmente com relação a higiene, alimentação, densidade animal, tipo de piso, 

limpeza de comedouros e bebedouros, entre outros, sendo que se as condições de 

manejo forem inadequadas, o tratamento se torna inevitável (DAUGSCHIES; 

NAJDROWSKI, 2005). 

Entre as drogas existentes para o tratamento de coccidiose em bovinos, as 

sulfonamidas e os compostos benzeno acetonitrila são as mais utilizadas. As 

sulfonamidas atuam principalmente na fase assexuada de reprodução, ou seja, no 

período pré-patente de infecção, sendo que sua eficácia dependendo do período de 

aplicação (MUNDT, 2005). Estas drogas são muito utilizadas no tratamento 

terapêutico, embora não tenham ação suficiente contra os macrogametas e 

microgametas. Estudo experimentais demonstram apenas uma eficácia limitada de 

sulfonamidas contra protozoários em mamíferos (SNOEP; POTTERS, 2004). A 

vantagem na utilização das sulfonamidas está no fato de que estas drogas podem 

atuar contra certas bactérias, ajudando a suprimir infecções secundárias, e podendo 
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assim, explicar o benefício no tratamento com sulfonamidas nos surtos de coccidiose 

(DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 2005). 

Os compostos a base de benzeno acetonitrila atuam em várias fases do ciclo 

de vida de Eimeria, sendo assim muito úteis, particularmente, para controle de 

coccidiose em rebanhos para eliminar ou evitar surtos (BOHRMANN, 1991). Uma 

dose única oral de 15 mg/kg de toltrazuril 12 dias antes de infecção experimental com 

E. bovis se mostrou eficaz no controle da doença clínica e da excreção de oocistos 

(MUNDT, 2003) e esta mesma dose se provou eficiente em um rebanho com surto 

natural de E. zuernii (STASCHEN, 2004). Em um estudo com 208 bezerros de 5 

diferentes propriedades de diferentes regiões da Alemanha e com histórico de 

coccidiose natural, onde alguns foram tratados com toltrazuril e outros com placebo, 

a administração de toltrazuril uma semana antes do início esperado da coccidiose 

demonstrou-se eficaz no controle da coccidiose (MUNDT et al., 2005). Em outro 

estudo de infecção experimental com E. bovis e E. zuernii, alguns animais foram 

tratados com toltrazuril e outros com placebo 14 dias pós-infecção, sendo que o 

toltrazuril se mostrou eficaz no tratamento da coccidiose causada por essas espécies 

(JONSSON et al., 2011). Já um trabalho realizado comparando o toltrazuril (15 mg/kg) 

com o diclazuril (1 mg/kg) demonstrou que após 5 dias de tratamento os animais 

tratados com toltrazuril tem uma redução significativa na eliminação de oocistos 

quando comparado com o grupo controle e o grupo tratado com diclazuril, contudo os 

animais foram acompanhados por até 76 dias após o início do tratamento e foi 

observado um maior ganho de peso nos animais tratados com diclazuril quando 

comparado ao ganho de peso dos animais tratados com toltrazuril e o grupo controle 

(PHILIPPE et al., 2017). 

É importante que o tratamento seja realizado com cuidado, na tentativa de que 

seja evitada a resistência do protozoário aos medicamentos. A aplicação continua de 

anticoccidianos em aves para o controle de infecções por Eimeria spp., tem 

desenvolvido resistência a praticamente todos os fármacos por parte das mesmas 

(STEPHAN et al., 1997). Esta resistência não é conhecida em bovinos até o momento, 

mas um risco potencial não pode ser negligenciado e provavelmente irá aumentar se 

os compostos forem utilizados continuamente ou em frequência elevada por longos 

períodos no mesmo rebanho. Portanto, medidas preventivas devem não só depender 

de administração de drogas, sendo necessário incluir uma avaliação e, se possível, 

uma melhoria na gestão e manejo (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 2005). 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Estudos sobre a coccidiose bovina ainda são escassos, sendo necessário um 

melhor conhecimento da prevalência deste protozoário em várias regiões onde não 

há nenhum dado. Também se torna necessária uma avaliação no Brasil dos impactos 

econômicos causados pela coccidiose bovina. Além disso, o desenvolvimento de 

técnicas mais práticas e rápidas para utilização em diagnóstico de rotina, se tornam 

necessárias, visando um tratamento mais rápido dos animais, resultando em menores 

lesões decorrentes desta doença e auxilio na realização de estudos epidemiológicos. 
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GERAL 

• Desenvolver técnicas de qPCR para diagnóstico de Eimeria spp. em bovinos 

 

OBJETIVO ESPECÍFICO 

• Desenvolver primers para amplificação de DNA pela qPCR baseados nos 

genes 18S rRNA (gênero) e ITS-1 (E. bovis e E. zuernii). 

• Avaliar a sensibilidade e especificidade dos primers desenvolvidos. 

• Testar os primers desenvolvidos em amostras de animais naturalmente 

infectados. 
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Desenvolvimento de uma qPCR para diagnóstico do gênero Eimeria em 
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RESUMO 

 

A coccidiose em bovinos é causada por protozoários do gênero Eimeria. Estes 

protozoários acometem principalmente animais jovens, causando diminuição de 

produção e consequente perdas econômicas. O diagnóstico de rotina é realizado 

através de observação morfológica dos oocistos, que possui várias limitações. O 

objetivo do presente trabalho foi desenvolver uma técnica de qPCR para diagnóstico 

de Eimeria spp. em bovinos. Para isto foi selecionada a região 18S rRNA do DNA 

destes parasitas, pois a mesma é uma região com pouca variabilidade entre as 

espécies. A qPCR foi desenvolvida com a utilização de SYBR Green, tendo como 

resultado uma PCR com uma alta sensibilidade, capaz de amplificar amostras 

contendo apenas um oocisto de Eimeria spp de bovinos. Demonstra-se nesse estudo 

a viabilidade na utilização da qPCR no diagnóstico do gênero Eimeria, sendo esta 

técnica menos laboriosa e com menos necessidade de treinamento para diagnóstico 

quando comparada com a técnica convencionalmente utilizada em rotina 

(micromorfometria). 

 

Palavras-chave: qPCR, Eimeria, coccidiose, 18S rRNA, bovinos 
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ABSTRACT 

 

Bovine coccidiosis is caused by protozoa of the genus Eimeria. These protozoa mainly 

affect young animals, causing a decrease in production and consequent economic 

losses. The routine diagnosis is made through morphological observation of the 

oocysts, which has several limitations. The objective of the present study was to 

develop a qPCR technique for the diagnosis of Eimeria spp. in cattle. For this purpose, 

the 18S rRNA region of the DNA of these parasites was selected, since it is a region 

with low variability among the species. The qPCR was developed with the use of SYBR 

Green, resulting in a PCR with a high sensitivity, able to amplify samples containing 

only one oocyst of Eimeria spp. of bovines. The feasibility of using qPCR in the 

diagnosis of the Eimeria genus is demonstrated in this study, being this technique less 

laborious and with less need for diagnostic training when compared to the technique 

conventionally used in routine (micromorphometry). 

 

Keywords: qPCR, Eimeria, coccidiosis, 18S rRNA, cattle 
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1 INTRODUÇÃO 

A coccidiose bovina é uma doença causada por protozoários da classe 

coccidia, família Eimeriidae e gênero Eimeria (BRUHN et al., 2011). Esta doença é 

umas das mais comum em bovinos ao redor do mundo, principalmente em animais 

menores de um ano de idade (DAUGSCHIES et al., 2004, BRUHN et al., 2011). 

Mais de 20 espécies de Eimeria já foram descritas em bovinos, sendo as 

espécies Eimeria bovis e Eimeria zuernii consideradas patogênicas, estando 

associadas a casos de coccidioses clinicas em animais jovens (JONSSON et al., 2011; 

BANGOURA et al., 2011; FLORIÃO et al., 2016). Eimeria alabamensis também tem 

sido associada a casos de diarreia moderada em animais criados a pasto. 

(SVENSSON et al., 1993, 1994; MARSHALL et al., 1998; SVENSSON, 2000). Esta 

doença determina grandes perdas econômicas associadas a diminuição na produção 

animal, aumento na susceptibilidade a outras doenças e gastos com medicamentos 

(ABEBE et al., 2008), com um impacto estimado de 400 milhões de dólares no 

mercado americano e um gasto estimado com tratamento em torno de 3,8 milhões de 

dólares no Canadá (MATJILA; PENZHORN, 2002; REHMAN 2011), não se conhece 

o impacto econômico dessa enfermidade no Brasil. 

Este parasita uma ocorrência bem variada ao redor do mundo varia de 10 a 

100% (LENTZE et al., 1999, STEWART et al., 2008, ALMEIDA et al., 2011, BRUHN 

et al., 2011, 2012; KOUTNY et al, 2012), sendo que no Brasil sua prevalência varia de 

33,33% a 48,20%, em estudo realizados em diferentes regiões do país (REBOUÇAS 

et al., 1994; ALMEIDA et al., 2011; BRUHN et al., 2011; BRUHN et al., 2012; 

HILLESHEIM; FREITAS, 2016).  

Foram realizados estudos visando o desenvolvimento de técnicas de PCR para 

o diagnóstico de Eimeria spp.. Kawahara et al. (2010) desenvolveram uma PCR com 

o primers desenvolvidos iniciando o anelamento na região 18S rRNA e terminando na 

região 5.8S, passando por toda a região ITS-1, visando o diagnóstico do gênero e a 

viabilidade de primers para o diagnóstico das espécies destes parasitas em bovinos. 

Posteriormente, em outro estudo, foi obtido outro primer para o gênero Eimeria 

baseado na região 18S rRNA, com o intuito de posterior confecção de uma árvore 

filogenética das principais espécies em bovinos (KOKOZAWA; ICHIKAWA-SEKI; 

ITAGAKI, 2013). 
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Com os avanços tecnológicos, novas técnicas, como a qPCR, estão disponíveis 

e possuem uma capacidade de desenvolvimento de um diagnóstico mais sensível e 

especifico quando comparado com a PCR convencional. Por isso, o objetivo do 

presente trabalho foi desenvolver e padronizar uma técnica de qPCR para o 

diagnóstico de Eimeria spp. em bovinos. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1  AMOSTRAS 

 

As amostras de fezes de bovinos foram encaminhadas ao laboratório de 

Parasitologia Veterinária da Universidade Estadual de Londrina. Foram selecionadas 

10 amostras de animais naturalmente infectados positivas para Eimeria spp., as quais 

foram colocadas em microtubos de 2,0 ml e armazenadas em – 20°C para posterior 

extração. 

Para a avaliação da sensibilidade do teste, coletou-se um oocisto de cada uma 

das seguintes espécies de Eimeria spp. de bovinos: E. bovis, E. alabamensis e E. 

zuernii para extração de DNA. Estes oocistos foram coletados através do auxílio uma 

pipeta de pasteur de vidro e um microscópio, sendo que cada oocisto foi colocado 

individualmente em um microtubo de 2,0 ml, diluídos em 300 µl de agua miliQ estéril. 

Estas amostras foram armazenadas à -20°C para posterior extração.  

Também foram utilizadas duas amostras de fezes positivas para os seguintes 

protozoários de bovinos: uma amostra de fezes positiva para Giardia spp. e uma 

amostra positiva para Cryptosporidium spp.. Estas amostras foram utilizadas para 

avaliação da especificidade dos primers desenvolvidos no estudo. 

 

2.2  EXTRAÇÃO DE DNA 

 

Para a extração do DNA, foram diluídas 25 mg de fezes em 300 µL de água 

ultrapura estéril e seguiu por três ciclos de congelamento a – 80°C por 10 min e 

descongelamento a 55° C por 10 min, sendo posteriormente adicionado 15 µL de 

proteinase K (1mg/ml) e 30 µL de SDS 0,1% e incubados a 55°C overnight. Após isso, 

foi adicionado 300 µL de UltraPure™ Phenol (Invitrogen, USA) e centrifugado a 13.000 

g por 5 min. A fase aquosa resultante foi transferida para outro microtubo, 

adicionando-se 300 µL de UltraPure™ Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol (25:24:1, 

v/v)  (Invitrogen, USA) e novamente centrifugado a 13.000 g por 5 min. A precipitação 

de DNA por acetato de sódio e etanol foi realizada através do método descrito por 

Sambrook et al.(1989). Os microtubos contendo o DNA extraído foram armazenados 

em – 20°C para posterior utilização. 
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Já para a extração das amostras contendo um oocisto de cada espécie 

individualmente, os mesmos no momento da coleta foram diluídos em 300 µl de agua 

miliQ estéril, passando posteriormente pelos ciclos de congelamento e 

descongelamento e a todo o processo de extração de DNA descrito anteriormente 

para as amostras de fezes. 

 

2.3  DESENHO DOS PRIMERS 

 

Os primers foram desenhados a partir de sequências do gene 18S rRNA de 

Eimeria spp. depositadas no GeneBank com os seguintes números de acesso: 

KU641163.1; KU641162.1; KU641161.1; KU641160.1; KU641159.1; KU641158.1; 

KU641157.1; KU641156.1; KU641155.1; KU641154.1; KU641153.1; KU641153.1; 

KU351737.1; KU351736.1; KU351735.1; KU351734.1; KU351733.1; KU351732.1; 

KU351731.1; KU351730.1; KU351729.1; KU351728.1; KU351727.1; KU351726.1; 

KU351725.1; KU351719.1; KU351718.1; KU351717.1; AY876932.1; AY876931.1; 

AY876930.1; AY876929.1; AY876928.1; AY876927.1; AY876926.1. 

Após a seleção das sequências, os primers foram alinhados utilizando-se o 

programa BioEdit. Após o alinhamento, uma determinada região foi selecionada e 

utilizada posteriormente para o desenho dos primers, o qual foi realizado com o 

programa Primer Express 3.0.1 (Thermo Fisher Scientific, USA). Os primers obtidos 

foram designados Eim18SF (AGC TTT CGA CGG TAG GGT ATT G) e Eim18SR (CGA 

ACC CTA ATT CCC CGT TAC), com amplicon de 62 pb 

 

2.4  AMPLIFICAÇÃO DA PCR 

 

Uma reação total de 10 µL foi utilizada para a amplificação, a qual continha: 5 

µL de SyBR® Select Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA), 200 nM de cada 

primer (Eim18SF e Eim18R), 0,4 µL de BSA (1 mg/ml) e 1 µL de DNA. O ciclo de 

reação consistiu em uma desnaturação inicial a 95° C por 10 min, seguido de 40 ciclos 

de 94°C por 15 s, 57°C por 30 s e 72°C por 30 s (estágio no qual foi realizada a leitura). 

Posteriormente, para realização da curva de melting 94°C por 15 s e depois 57°C por 

1 min com um aumento de temperatura até 95°C com leitura a cada 0,3°C. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Para o presente trabalho foi utilizada a região 18S rRNA do DNA de várias 

espécies de Eimeria spp. de bovinos para a formulação dos primers, devido ao fato 

de que esta é uma região bastante conservada entre as espécies (OGEDENGBE, 

HANNER e BARTA, 2011). 

Ao analisar os resultados foi possível o diagnóstico de amostras contendo 

apenas um oocisto de Eimeria spp., conforme pode ser observado na figura abaixo 

(Fig. 1), demonstrando assim que a técnica possui uma alta sensibilidade e pode ser 

utilizada como uma ferramenta útil para o diagnóstico de rotina. Estes resultados de 

sensibilidade se assemelham aos resultados encontrados por Kokuzawa, Ichikawa-

Seki e Itagaki (2013) que utilizaram uma PCR convencional, também baseada na 

região 18S rRNA, à qual foi possível amplificar apenas um oocisto do protozoário, 

visando o posterior sequenciamento e avaliação da variabilidade genética entre os 

oocistos da mesma espécie.  

Para analisar a especificidade da PCR foram utilizadas amostras de 

Cryptosporidium spp. e Giardia spp., sendo que ambas as amostras foram negativas, 

demonstrando assim a especificidade dos primers para o gênero Eimeria. 

Por se tratar de uma qPCR com a utilização de SYBR Green, realizou-se a 

curva de melting, visando uma avaliação de formação de dímeros de primers ou 

reações inespecíficas. Nota-se que mesmo com uma diminuição significativa na 

concentração dos primers utilizados, ainda há uma pequena formação de dímeros de 

primers (Fig. 2).  

Alguns trabalhos utilizam a curva de melting para a diferenciação da espécie 

do parasita presente na amostra, através das diferenças nas temperaturas de 

dissociação (KHADEMVATAN et al., 2011; NICOLAS, MILON e PRINA, 2002), porém, 

isso não pôde ser realizado no presente trabalho devido as temperaturas de 

dissociação semelhantes. 
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4 CONCLUSÃO 

 

Conclui-se, portanto que a qPCR desenvolvida neste estudo pode ser utilizada 

como uma alternativa mais sensível no diagnóstico de rotina da Eimeria spp. em 

bovinos. Esta técnica, além de apresentar maior sensibilidade do que a morfometria 

utilizada rotineiramente, é menos laboriosa e apresenta um resultado mais rápido. O 

desenvolvimento de uma sonda para desenvolver uma TaqMan qPCR deverá ser 

realizada no futuro. 
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Figura 1. Curva de amplificação da qPCR para Eimeria spp. baseada na região 18S rRNA. 
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Figura 3. Curva de melting da qPCR para Eimeria spp. baseada na região 18S rRNA. 
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Desenvolvimento de qPCR para diagnóstico das espécies Eimeria bovis 

e Eimeria zuernii em bovinos. 
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RESUMO 

 

A coccidiose bovina é uma das doenças parasitárias mais comuns em bovinos ao 

redor do mundo, tendo maior importância em animais com menos de um ano de idade. 

Esta doença é causada por protozoários do gênero Eimeria, ocasionando grandes 

perdas econômicas com tratamento e diminuição na produção. Dentre as mais de 20 

espécies descritas deste parasita, as espécies Eimeria bovis e Eimeria zuernii são 

consideradas as mais patogênicas. O diagnóstico de rotina é feito através de 

observação morfológica dos oocistos e para diferenciação das espécies é necessário 

a esporulação dos mesmos o que leva em torno de 10 dias. O objetivo deste trabalho 

foi desenvolver primers e padronizar uma técnica diagnóstica especifica para as 

espécies E. bovis e E. zuernii pelo uso da qPCR, visando um diagnóstico mais rápido 

destas espécies em bovinos. As qPCRs foram desenvolvidas com a utilização de 

SYBR Green, tendo como resultado PCRs com uma alta sensibilidade, capaz de 

amplificar amostrar contendo apenas um oocisto para E. zuernii e 50 oocistos para E. 

bovis. No teste visando avaliação de especificidade das técnicas ambas as qPCRs 

apresentaram resultados negativos para amostras contendo Cryptosporidium spp. e 

Giardia spp.. Foi também realizada a curva de melting para averiguação da formação 

de dímeros de primers, os quais continuaram residuais mesmo com a diminuição na 

concentração dos primers. Demonstra-se nesse estudo a viabilidade na utilização da 

qPCR no diagnóstico das espécies patogênicas de Eimeria spp., E. bovis e E. zuernii, 

sendo esta técnica menos laboriosa e com menos necessidade de treinamento para 

diagnóstico quando comparada com a técnica convencionalmente utilizada em rotina 

(micromorfometria).  

 

Palavras-chave: Eimeria bovis, Eimeria zuernii, qPCR, coccidiose, ITS-1 
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ABSTRACT 

 

Bovine coccidiosis is one of the most common parasitic diseases in cattle around the 

world and have major importance in animals under one year of age. This disease is 

caused by protozoa of the genus Eimeria, causing major economic losses with 

treatment and decrease in production. Among the more than 20 described species of 

this parasite, Eimeria bovis and Eimeria zuernii are considered the most pathogenic. 

The routine diagnosis is morphological observation of the oocysts and for species 

differentiation it is necessary to sporulate them, which takes around 10 days. The 

objective of this work was develop primers and standardize a specific diagnostic 

technique for the species E. bovis and E. zuernii using qPCR, aiming a faster diagnosis 

of these species in cattle. The qPCRs were developed with the use of SYBR Green, 

resulting in qPCRs with a high sensitivity, capable of amplifying sample containing only 

one oocyst for E. zuernii and 50 oocysts for E. bovis. In the test for specificity of the 

technique, both qPCRs presented negative results for samples containing 

Cryptosporidium spp. and Giardia spp.. Melting curve was also performed to 

investigate the formation of primer dimers, which remained residual, even with the 

decrease in primer concentration. The feasibility of qPCR in the diagnosis of the 

pathogenic species of Eimeria spp., E. bovis and E. zuernii, is demonstrated in this 

study, being this technique less laborious and with less necessity of training for 

diagnosis when compared with the technique conventionally used in routine 

(micromorphometry). 

 

Keywords: Eimeria bovis, Eimeria zuernii, qPCR, coccidiosis, ITS-1 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A coccidiose bovina é umas das parasitoses mais comuns em bovinos ao redor 

do mundo, com maior importância em animais com menos de um ano de idade 

(DAUGSCHIES et al., 2004, BRUHN et al., 2011). Esta doença está associada a 

elevadas perdas econômicas devido a diminuição na produtividade dos animais 

infectados e aos gastos com medicamentos (ABEBE et al., 2008), causando perdas 

estimadas de 400 milhões de dólares no mercado americano e um gasto estimado 

com tratamento em torno de 3,8 milhões de dólares no Canadá (MATJILA & 

PENZHORN, 2002; REHMAN 2011). 

Esta doença é causada pelos protozoários da classe Coccidia, família 

Eimeriidae e gênero Eimeria (BRUHN et al., 2011) possui uma ocorrência bem variada 

ao redor do mundo (STEWART et al., 2008, ALMEIDA et al., 2011, BRUHN et al., 

2011, 2012; KOUTNY et al, 2012). 

Dentre as mais de 20 espécies de Eimeria spp. descritas em bovinos, Eimeria 

bovis e a Eimeria zuernii são consideradas patogênicas, estando associadas a casos 

de coccidiose clínica em animais jovens (JONSSON et al., 2011; BANGOURA et al., 

2011; FLORIÃO et al., 2016). 

Para o diagnóstico destes parasitas em rotina, utiliza-se a observação 

morfológica dos oocistos na microscopia (DAUGSCHIES AND NAJDROWSKI, 2005), 

e a diferenciação é feita através das características morfológica de cada espécie, após 

a esporulação em meio ambiente o que pode levar até 10 dias para ocorrer (LEVINE, 

1961; ECKERT et al., 1995), tornando esse diagnóstico muito laborioso e exigindo 

grandes habilidades do leitor. Devido a isso, é essencial desenvolver um diagnóstico 

que seja rápido e efetivo (KAWAHARA et al., 2010). 

Com este intuito, Kawahara et al. (2010) desenvolveram um PCR convencional 

para o diagnóstico das principais espécies de Eimeria em bovinos, dentre elas, E. 

bovis e E. zuernii, com primer baseados na região ITS-1 do DNA deste protozoário. 

Nos últimos anos, com o desenvolvimento de técnica com capacidade de maior 

sensibilidade e especificidade de diagnóstico, Tsuchiaka et al. (2016) desenvolveram 

uma técnica de qPCR para o diagnóstico de E. bovis e E. zuernii juntamente com 

outros patógenos causadores de diarreia em bezerros. 
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Acompanhando estes avanços no diagnóstico das espécies de Eimeria, o 

objetivo deste trabalho foi desenvolver primers e padronizar uma técnica diagnóstica 

especifica para as espécies E. bovis e E. zuernii pelo uso da qPCR.  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.1  AMOSTRAS 

 

As amostras de fezes de bovinos foram encaminhadas ao laboratório de 

Parasitologia Veterinária da Universidade Estadual de Londrina. Foram selecionadas 

10 amostras positivas para Eimeria spp., as quais foram colocadas em microtubos de 

2,0 ml e armazenadas em – 20°C para posterior extração. 

Para a avaliação da sensibilidade do teste, coletou-se um oocisto de cada uma 

das seguintes espécies de Eimeria spp. de bovinos: E. bovis, E. alabamensis e E. 

zuernii para extração de DNA. Estes oocistos foram coletados através do auxílio uma 

pipeta de pasteur de vidro e um microscópio, sendo que cada oocisto foi colocado 

individualmente em um microtubo de 2,0 ml, diluídos em 300 µl de agua miliQ estéril. 

Estas amostras foram armazenadas à -20°C para posterior extração.  

Para avaliação da especificidade dos primers desenvolvidos no estudo foram 

utilizadas duas amostras de fezes positivas para os seguintes protozoários de 

bovinos: uma amostra de fezes positiva para Giardia spp. e uma amostra positiva para 

Cryptosporidium spp..  

 

2.2  EXTRAÇÃO DE DNA 

 

Para a extração do DNA foram diluídas 25 mg de fezes em 300 µL de água 

ultrapura estéril e seguiu por três ciclos de congelamento a – 80°C por 10 min e 

descongelamento a 55° C por 10 min, sendo posteriormente adicionado 15 µL de 

proteinase K (1mg/ml) e 30 µL de SDS 0,1% e incubados a 55°C overnight. Após isso, 

foi adicionado 300 µL de UltraPure™ Phenol (Invitrogen, USA) e centrifugado a 13.000 

g por 5 min. A fase aquosa resultante foi transferida para outro microtubo, 

adicionando-se 300 µL de UltraPure™ Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol (25:24:1, 

v/v)  (Invitrogen, USA) e novamente centrifugado a 13.000 g por 5 min. A precipitação 

de DNA por acetato de sódio e etanol foi realizada através do método descrito por 

Sambrook et al.(1989). Os microtubos contendo o DNA extraído foram armazenados 

em – 20°C para posterior utilização. 
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Já para a extração das amostras contendo um oocisto de cada espécie 

individualmente, os mesmos no momento da coleta foram diluídos em 300 µl de agua 

miliQ estéril, passando posteriormente pelos ciclos de congelamento e 

descongelamento e a todo o processo de extração de DNA descrito anteriormente 

para as amostras de fezes. 

 

2.3  DESENHO DOS PRIMERS 

 

Tanto para E. bovis quanto para E. zuernii os primers foram desenhados 

baseados na região ITS-1 a partir das seguintes sequências disponíveis no 

GeneBank: E. bovis (AB557613.1; AB557614.1; AB557615.1) e E. zuernii 

(AB557622.1; AB557623.1; AB557624.1). 

Após a seleção das sequências, os primers foram alinhados utilizando-se o 

programa BioEdit. Após o alinhamento, uma determinada região, para cada uma das 

espécies, foi selecionada e utilizada posteriormente para o desenho dos primers, o 

qual foi realizado com o programa Primer Express 3.0.1 (Thermo Fisher Scientific, 

USA). Os primers obtidos foram: para E. bovis – EimBovisF (TGC TCC CTT GTT GCA 

TTT CC) e EimBovisR (AGT TTA CAG GGT TTT GGA GGT GAT); para E. zuernii – 

EimZuerniiF (TGG TTG GCC TGT TGT GGA TA) e EimZuerniiR (CCA CAG TCT TGG 

AAA TGC CAT A). 

Os primers desenvolvidos para ambas as espécies foram avaliados no Blast e 

apresentaram similaridade apenas com as espécies para as quais foram 

desenvolvidos. 

 

2.4 AMPLIFICAÇÃO DA PCR 

 

Para ambas as qPCRs, foi utilizada uma reação total de 10 µL para a 

amplificação, a qual continha: 5 µL de SyBR® Select Master Mix (Thermo Fisher 

Scientific, USA), 200 nM de cada primer (EimBovisF e EimBovisR para E. bovis; 

EimZuerniiF e EimZuerniiR para E. zuernii), 0,4 µL BSA (1 mg/ml) e 1 µL de DNA. O 

ciclo de reação para ambas as espécies se consistiu em uma desnaturação inicial a 

95° C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 94°C por 15 s, 57°C por 30 s e 72°C por 30 

s (estágio no qual foi realizada a leitura). Posteriormente, para realização da curva de 
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melting 94°C por 15 s e depois 57°C por 1 min com um aumento de temperatura até 

95°C com leitura a cada 0,3°C. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Para o presente estudo foi selecionado o gene ITS-1 pelo fato de que este gene 

apresenta uma alta variabilidade interespécies e baixa variabilidade dentro da mesma 

espécie (KAWAHARA et al, 2010), o que torna possível o desenvolvimento de primers 

com uma melhor acurácia e menor risco de amplificação de espécies não desejadas. 

Ao analisar a sensibilidade da técnica observou-se que a qPCR desenvolvida 

para E. zuernii apresentou a capacidade de amplificação de amostras contendo 

apenas um oocisto do parasita, conforme demonstrado na figura abaixo (Fig. 1). Já a 

qPCR desenvolvida para E. bovis foi capaz de amplificar amostras de campo contendo 

50 oocistos do protozoários. (Fig. 2). Kawahara et al. (2010), trabalharam com o 

desenvolvimento de PCR convencional para E. bovis e E. zuernii utilizando o mesmo 

gene ITS-1 e utilizaram amostras contendo 104 oocistos/ml de uma mistura com seis 

diferentes espécies de Eimeria, tornando difícil a comparação da sensibilidade 

encontrada nos dois estudos. 

Já Tsuchiaka et al. (2016) desenvolveram uma técnica de qPCR visando o 

diagnóstico de E. bovis e E. zuernii juntamente com outros patógenos encontrados 

em fezes de bezerros. Para o desenho dos primers e probes também foi utilizada o 

gene ITS-1, conseguindo-se como resultado a capacidade de amplificação de 100 

cópias de DNA sintetizado comercialmente contendo as sequências genômicas de 

interesse para ambas as espécies, porém não foram realizados testes dos primers e 

probes em amostras de fezes, inviabilizando a comparação de sensibilidade com o 

presente estudo. 

Para a avaliação da especificidade das qPCRs, utilizou-se amostras de 

Cryptosporidium spp. e Giardia spp., sendo quem para ambas as qPCRs tanto as 

amostras contendo Cryptosporidum spp., quanto as amostras contendo Giardia spp. 

foram negativas, demonstrando assim a especificidade dos primers desenvolvidos. 

Por serem técnicas desenvolvidas com SYBR Green como fonte de 

flourescencia, tornou-se necessário a realização de curva de melting ao final de cada 

PCR, para avaliação da formação de dimeros de primers. Nas duas técnicas foi 

possivel observar uma pequena formação de dimeros de primers, principalmente nos 

controle negativos (Fig. 3 e 4). 
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Esta formação de dimeros de primers é relativamente comum em qPCR que 

utiliza SYBR Green (PONCHEL el al., 2003), sendo que a melhor alternativa para a 

não ocorrência dos mesmos seria a utlização de probes, porém optou-se neste estudo 

pela utilização do SYBR Green visando um custo menor para viabilização da utilização 

das técnicas em exames de rotina. 
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4 CONCLUSÃO 

 

Pode-se concluir que as técnicas de qPCR desenvolvidas para as espécies E. 

bovis e E. zuernii apresentaram uma boa sensibilidade e especificidade, o que é viável 

para utilização no diagnóstico dessas espécies em rotina, visando assim um 

diagnóstico mais rápido destes protozoários em bovinos. O desenvolvimento de 

probes para uso em TaqMan qPCR no futuro deverá auxiliar no diagnóstico. 
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Figura 1. Curva de amplificação da qPCR para Eimeria zuernii em bovinos. 
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Figura 2. Curva de amplificação da qPCR para Eimeria bovis em bovinos. 
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Figura 3. Curva de melting da qPCR para diagnóstico da espécie E. zuernii em bovinos. 
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Figura 4. Curva de melting da qPCR para diagnóstico da espécie E. bovis em bovinos. 
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CONCLUSÃO E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

• Poucos estudos sobre a prevalência de Eimeria spp. em bovinos foram 

realizados no Brasil, tornando necessário mais dados, com o intuito de um 

maior conhecimento sobre a distribuição deste parasita no território nacional. 

• Os primers desenhados foram sensíveis e específicos no diagnóstico de 

gênero e espécies testadas. 

• A qPCR é uma técnica que irá diminuir o tempo para o diagnóstico de rotina 

tanto do gênero Eimeria quanto das espécies E. bovis e E. zuernii. 

• O desenvolvimento de probes para padronizar uma TaqMan qPCR multiplex 

deve ser realizado no futuro, visando a realização de uma técnica capaz de 

diagnósticar o gênero e espécies (E. bovis e E. zuernii) em uma única reação. 

 


