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RESUMO

A coccidiose € uma das enfermidades de maior importancia econdmica para a industria avicola.
Dez espécies de Eimeria infectam a galinha domestica: Eimeria acervulina, Eimeria brunetti,
Eimeria lata, Eimeria maxima, Eimeria mitis, Eimeria nagambie, Eimeria necatrix, Eimeria
praecox, Eimeria tenella e Eimeria zaria. Ha poucos estudos relacionados a epidemiologia da
eimeriose em aves de producdo industrial no Brasil. O objetivo deste trabalho foi determinar a
prevaléncia da infec¢do por Eimeria spp., realizar a identificacdo molecular das espécies de
Eimeria e determinar a correlacdo da prevaléncia da infeccdo com os anticoccidianos
administrados em nucleos comerciais de frangos de corte (NCFC) na regido oeste do estado de
Santa Catarina. Noventa e seis amostras fecais correspondentes a 96 nucleos comerciais de
frangos de corte foram examinadas por exame microscopico e PCR género-especifica. As
amostras positivas foram examinadas por sequenciamento de nova geracdo para identificacdo
das espécies de Eimeria. Em NCFC tratados com salinomicina ou nicarbazina, a positividade
para Eimeria spp. foi de 100% (62/62) e 41,2% (14/34), respectivamente. Foi observada
prevaléncia de Eimeria spp. de 79,2% (76/96). O sequenciamento de nova gera¢do identificou
E. acervulina 70/76 (92,1%), E. maxima 61/76 (80,3%), E. mitis/E. mivati 13/76 (17,1%) e E.
praecox 33/76 (43,4%). Todas as amostras foram negativas para E. brunetti, E. lata, E.
nagambie, E. necatrix, E. tenella e E. zaria. Os NCFCs tratados com nicarbazina apresentaram
menor positividade para Eimeria spp.

Palavras-chave: Avicultura - Santa Catarina; Doencas intestinais; Coccidiose; Frango de corte;

Eimeria spp.



ABSTRACT

Coccidiosis is one of the most economically important diseases for the poultry industry. Ten
species of Eimeria infect domestic chickens: Eimeria acervulina, Eimeria brunetti, Eimeria
lata, Eimeria maxima, Eimeria mitis, Eimeria nagambie, Eimeria necatrix, Eimeria praecox,
Eimeria tenella, and Eimeria zaria. Few studies are related to the epidemiology of eimeriosis
in chickens from commercial production systems in Brazil. This study aimed to determine the
prevalence of infection by Eimeria spp., perform the molecular identification of Eimeria
species, and correlate Eimeria spp. infection with the anticoccidial prophylaxis in commercial
broiler chicken farms from the western region of the state of Santa Catarina. Ninety-six fecal
samples corresponding to 96 commercial broiler flocks were examined by microscopy and
genus-specific PCR. Next-generation sequencing was performed in samples positive for
Eimeria spp. aiming at the identification of Eimeria species. Eimeria spp. was identified in
76/96 (79.2%). Next-generation sequencing identified E. acervulina 70/76 (92,1%), E. maxima
61/76 (80,3%), E. mitis/E. mivati 13/76 (17,1%), and E. praecox 33/76 (43,4%). All samples
were negative for E. brunetti, E. lata, E. nagambie, E. necatrix, E. tenella, and E. zaria. In
flocks treated with salinomycin or nicarbazin, positivity for Eimeria spp. was 100% (62/62)
and 41.2% (14/34), respectively. There was lower positivity for Eimeria spp. on CBCFs
employing treatment with nicarbazin.

Keywords: Poultry production- Santa Catarina; Intestinal diseases; Coccidiosis; Broiler;

Eimeria spp.
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1 INTRODUGCAO!

A avicultura é uma atividade econdmica importante no Brasil, e a regido oeste de Santa
Catarina é conhecida por sua producao significativa de frangos de corte. No entanto, a infeccao
por Eimeria spp., protozoarios causadores da coccidiose, € uma preocupagao constante nesse
setor. A coccidiose pode causar perdas econdmicas significativas devido a reducdo da producao
e a0 aumento dos custos com tratamento e controle.

Os avancos na biologia, imunobiologia, diagnostico e controle de infecgdes por Eimeria
spp. tém sido significativos (Allen; Fetterer, 2002). A identificacdo molecular desses parasitos
tornou-se uma ferramenta importante para compreender a diversidade genética e a
epidemiologia da coccidiose em aves (Carvalho et al., 2011). Além disso, a aplicacdo de
técnicas moleculares pode facilitar a deteccao e a identificacdo precisa das espécies de Eimeria
presentes nos sistemas avicolas (Hauck et al., 2019).

A correlacéo entre a infecgdo por Eimeria spp. e a eficacia da profilaxia anticoccidiana
€ um aspecto crucial a ser investigado. O uso de anticoccidianos quimicos e vacinas para
controlar a coccidiose € comum na industria avicola (Chapman, 1999). No entanto, o
desenvolvimento de resisténcia aos anticoccidianos e a necessidade de alternativas sustentaveis
tém impulsionado a pesquisa em novas estratégias de controle, como probidticos, fitoterapicos
e vacinas vivas atenuadas (Quiroz-Castafieda; Dantan-Gonzélez, 2015).

Estudos anteriores destacaram a diversidade genética de Eimeria spp. em diferentes
regides geograficas e sistemas de producdo avicola (Clark et al., 2016). A presenca de genotipos
especificos de Eimeria pode influenciar a eficacia das medidas de controle e a resposta imune
das aves hospedeiras (Blake et al., 2015).

Portanto, este estudo pretende contribuir para o entendimento da epidemiologia da
coccidiose em nucleos comerciais de frangos de corte na regido oeste de Santa Catarina,
fornecendo informacGes importantes para o desenvolvimento de estratégias de controle mais
eficazes e sustentaveis. Ao investigar a prevaléncia da infeccdo, realizar a identificagdo
molecular dos parasitos e avaliar a eficacia da profilaxia anticoccidiana, espera-se fornecer
subsidios para a implementacdo de medidas de manejo e controle mais direcionadas e eficientes,
visando a reducdo do impacto econdmico e sanitario da coccidiose na avicultura brasileira.

A identificacdo das lacunas de conhecimento e das questdes ndo resolvidas na literatura

sobre a coccidiose em sistemas avicolas comerciais ¢ fundamental para orientar futuras

1 De acordo com a norma ABNT NBR 6023 (2018).
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pesquisas e melhorar a compreensdo e o manejo dessa doencga. De acordo com Abreu e Abreu
(2011), o controle eficaz da coccidiose é essencial para a producdo avicola, pois essa doenca
parasitaria pode causar significativas perdas econdmicas. No entanto, apesar dos avangos
recentes na biologia e imunobiologia das espécies de Eimeria e no diagndstico e controle da
infeccdo, ainda existem lacunas no entendimento completo desses parasitos e em suas
interacdes com o hospedeiro (Allen; Fetterer, 2002).

Um dos desafios atuais € a diversidade genética das espécies de Eimeria que infectam
as aves, com variagdes genéticas interespécies e intraespécies (Blake et al., 2017). Isso pode
influenciar na eficacia das medidas de controle, incluindo o desenvolvimento de vacinas (Blake,
2015). Além disso, a presenca de genotipos cripticos de Eimeria em diferentes regies
geograficas pode complicar ainda mais o controle da coccidiose (Clark, 2016). Portanto, sdo
necessarios estudos adicionais para entender melhor a diversidade genética desses parasitos e
seu impacto nas estratégias de controle.

Outro aspecto importante é a identificacdo precisa das espécies de Eimeria presentes em
diferentes regides e sistemas avicolas. Estudos moleculares, como a amplificacdo de sequéncias
de DNA, tém se mostrado eficazes para identificar e caracterizar esses parasitos (Hauck et al.,
2019). No entanto, ainda existem desafios na padronizacéo e na aplicacdo dessas técnicas em
larga escala, especialmente em contextos comerciais (Carvalho et al., 2011). Além disso, a
prevaléncia e a distribuicdo das espécies de Eimeria podem variar em diferentes condicoes
ambientais e sistemas de producéo (Balestrin et al., 2021). Assim, sao necessarios mais estudos
epidemioldgicos para mapear a ocorréncia desses parasitos em diferentes contextos e identificar

fatores de risco associados & infecgao.

1.1 Importancia da Avicultura na Regido Oeste de Santa Catarina

A avicultura desempenha um papel fundamental na regido oeste de Santa Catarina,
destacando-se ndo apenas por sua importancia econdmica, mas também por seu significativo
impacto na producdo nacional de carne de frango. A avicultura é uma atividade consolidada
nessa regido, representando uma fonte significativa de renda e emprego para os habitantes
locais, e contribui para a economia regional e para o sustento de muitas familias (Abreu e Abreu,
2011).

A relevancia econémica da avicultura na regido oeste de Santa Catarina é inegavel, uma
vez que essa atividade gera uma série de oportunidades de negdcio ao longo de toda a cadeia

produtiva. Conforme Balestrin et al. (2021), a presenca de estabelecimentos avicolas na regido
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demonstra o seu potencial como polo de producdo de carne de frango. Isso destaca a
importancia estratégica da avicultura para a economia local, contribuindo ndo apenas para a
geracdo de empregos diretos e indiretos, mas também para o desenvolvimento de outras
atividades relacionadas.

Além disso, a avicultura na regido oeste de Santa Catarina desempenha um papel crucial
na producdo nacional de carne de frango. De acordo com Aragdo e Contini (2021), o Brasil é
um dos maiores produtores e exportadores de carne de frango e a regido oeste de Santa Catarina
desempenha um papel significativo nesse contexto, com destaque para a contribuicdo dessa
regido para a posicdo do Brasil no mercado global de aves, evidenciando a sua importancia para
o setor avicola nacional. A importancia da avicultura na regido oeste de Santa Catarina vai além
do aspecto econémico, pois também desempenha um papel crucial na seguranca alimentar e na
oferta de proteina de qualidade para a populacéo brasileira. Conforme destacado por Oliveira
(2017), a carne de frango é uma fonte importante de proteina animal, sendo acessivel a
diferentes grupos socioeconémicos. Isso ressalta o impacto positivo da avicultura na nutri¢éo e
no bem-estar da populacdo, especialmente em um pais com uma demanda crescente por
alimentos de origem animal.

Também é importante mencionar que a avicultura esta em constante evolugdo, buscando
cada vez mais a adocdo de praticas sustentaveis e 0 uso responsavel dos recursos naturais. A
ambiéncia nos sistemas avicolas tem sido identificada como um dos desafios enfrentados pela
industria avicola no Brasil (Abreu; Abreu, 2011). Condi¢des ambientais inadequadas, como
temperatura e umidade elevadas, podem contribuir para 0 aumento da carga parasitaria e a
disseminacdo da infeccdo por Eimeria spp. Portanto, é essencial compreender a relacdo entre

as condicdes ambientais e a prevaléncia da infeccéo.
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1.2 Introducéo a coccidiose avicola

A coccidiose avicola € uma doenca parasitaria causada por protozoarios do género
Eimeria, que afeta principalmente aves domésticas, como frangos de corte e poedeiras. Essa
enfermidade é considerada uma das principais preocupacdes na avicultura devido ao seu
impacto econémico e na producdo de aves (Allen; Fetterer, 2002). A coccidiose em galinhas
domeésticas é causada por sete espécies de Eimeria: Eimeria acervulina, Eimeria brunetti,
Eimeria maxima, Eimeria mitis, Eimeria necatrix, E. praecox e Eimeria tenella. Trés novas
espécies foram propostas recentemente propostas: Eimeria lata, Eimeria nagambie e Eimeria
zaria (Blake et al., 2021).

Eimeria spp. tém um ciclo de vida complexo que envolve a reproducdo assexuada e
sexuada dentro do trato digestivo das aves hospedeiras (Blake; Tomley, 2014). Durante o ciclo
de vida, os oocistos esporulados séo eliminados nas fezes das aves infectadas, contaminando o
ambiente e propagando a infeccdo (Allen; Fetterer, 2002).

A prevaléncia da coccidiose em galinhas domésticas é significativa em todo o mundo e
é um dos principais desafios enfrentados pelos produtores avicolas (Balestrin et al., 2021). A
doenca causa uma série de problemas de saude nas aves, incluindo danos a mucosa intestinal,
reducdo da absorcao de nutrientes, diarreia, perda de peso e letalidade (Blake et al., 2021). Além
disso, a infeccdo por Eimeria pode comprometer o desempenho produtivo das aves, resultando
em perdas econémicas significativas devido a reducdo na taxa de crescimento, na conversdo
alimentar e na qualidade da carne (Blake et al., 2020).

O controle da coccidiose representa um desafio constante para os produtores avicolas
devido a resisténcia aos agentes anticoccidianos convencionais e a necessidade de estratégias
de manejo integrado (Quiroz-Castafieda; Dantan-Gonzalez, 2015). O uso excessivo e
inadequado de medicamentos anticoccidianos tem sido associado ao desenvolvimento de
resisténcia e a selecdo de cepas mais virulentas de Eimeria, aumentando a complexidade do
controle da doenga (Peek; Landman, 2011). Além disso, as vacinas vivas atenuadas tém sido
amplamente utilizadas para controlar a coccidiose, mas sua eficacia pode ser afetada por fatores
ambientais e genéticos, exigindo estratégias de vacinacdo mais eficazes (McDonald; Shirley,
2009).

Além dos desafios associados ao controle da coccidiose, a variabilidade genética e a
capacidade de adaptacdo das diferentes espécies de Eimeria também representam uma
preocupacdo significativa. Estudos recentes tém demonstrado diversidade genética entre as

populacdes de Eimeria, com a presenca de gendtipos unicos em diferentes regides geograficas
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e sistemas de producdo avicola (Clark et al., 2016). Essa diversidade genética pode influenciar
na resposta imune das aves, na eficacia das vacinas e nas estratégias de controle da doenca,
destacando a importancia da vigilancia continua e do desenvolvimento de abordagens de
controle adaptaveis as diferentes cepas e condi¢cbes ambientais (Blake et al., 2015). Portanto, a
compreensdo da diversidade genética e da epidemiologia molecular de Eimeria € essencial para
o desenvolvimento de estratégias de controle mais eficazes e sustentaveis para a coccidiose.

Com o avanco da tecnologia molecular, novas abordagens diagndsticas, como a reacao
em cadeia da polimerase (PCR) e o sequenciamento genémico, tém sido empregadas no
diagndstico da coccidiose em aves (Hauck et al., 2019). A PCR permite a detec¢do especifica
de DNA de Eimeria nas fezes das aves, proporcionando maior sensibilidade e capacidade de
identificacdo de diferentes espécies do parasito (Vrba et al.,, 2010). Além disso, o
sequenciamento genémico tem sido utilizado para caracterizar geneticamente as populacdes de
Eimeria, permitindo uma compreensdo mais abrangente da diversidade genética e
epidemiologia molecular do parasito (Blake et al., 2021).

Essas técnicas avancadas oferecem vantagens significativas em relacdo aos métodos
tradicionais de diagndstico, permitindo uma identificacdo mais precisa das espécies de Eimeria
presentes e uma avaliacdo mais abrangente da carga parasitaria nas populagdes avicolas (Haug
et al., 2007). Além disso, a aplicacdo de métodos moleculares pode contribuir para a detec¢do
precoce de infeccGes e 0 monitoramento da eficacia das medidas de controle adotadas nas
granjas avicolas (Vrba et al., 2011).

No entanto, é importante destacar que a implementacdo dessas técnicas avangadas de
diagnostico requer infraestrutura laboratorial adequada, conhecimento técnico especializado e
custos operacionais mais elevados em comparagdo com os métodos tradicionais (Fatoba;
Adeleke, 2018). A escolha da abordagem diagnostica mais apropriada deve levar em
consideracdo nao apenas a sensibilidade e especificidade do método, mas também a viabilidade
econdmica e logistica para sua aplicagdo em diferentes contextos de producdo avicola
(McDonald; Shirley, 2009).

A aplicagdo de técnicas avancadas de diagnostico, como a PCR e o sequenciamento
genémico, desempenha um papel crucial na compreensao da epidemiologia da coccidiose em
aves. Essas abordagens permitem uma caracterizacdo mais detalhada das populacdes de
Eimeria presentes nas granjas avicolas, incluindo a identificacdo de espécies especificas e a
andlise da diversidade genética do parasita (Blake et al., 2021). Ao fornecer informagGes mais
precisas sobre a distribuicdo geogréfica, a variabilidade genética e os padrdes de transmissao

da coccidiose, essas técnicas contribuem para o desenvolvimento de estratégias de controle
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mais eficazes e direcionadas, visando reduzir o impacto econdmico e sanitario da doenca na
indUstria avicola (Haug et al., 2008).

A pesquisa relacionada a infeccéo por Eimeria spp. em frangos de corte tem sido objeto
de estudo em vérias regides geograficas, abordando uma ampla gama de topicos, desde estudos
de prevaléncia até identificagdo molecular, fatores de risco e estratégias de controle. Estudos
como o de Haug et al. (2008) tém explorado a prevaléncia da coccidiose em diferentes regioes,
enguanto outros, como o de Blake et al. (2021), tém se concentrado na diversidade genética do
parasito e sua relevancia para o desenvolvimento de vacinas. A compreensdo desses aspectos é
fundamental para implementar medidas eficazes de controle da doenga, especialmente
considerando o impacto significativo que a coccidiose pode ter na producdo avicola, como
destacado por Balestrin et al. (2021) e Blake et al. (2020).

Além disso, a aplicacdo de técnicas avancadas de diagndstico molecular, como PCR e
sequenciamento genémico, tem permitido uma caracterizagcdo mais detalhada das populacgdes
de Eimeria, como mencionado por Haug et al. (2007) e Vrba et al. (2010). Essas abordagens
ndo apenas facilitam a identificacdo precisa das espécies presentes, mas também ajudam a
entender melhor a epidemiologia da doenca e a monitorar a eficacia das estratégias de controle.

A pesquisa sobre infeccdo por Eimeria spp. em frangos de corte € essencial ndo apenas
para mitigar o impacto econdmico da coccidiose na industria avicola, como evidenciado por
Williams (1999), mas também para garantir a seguranca alimentar e o bem-estar animal. Esses
estudos fornecem uma base sélida para o desenvolvimento de medidas de controle mais eficazes
e sustentaveis, alinhadas com as condicdes especificas de cada regido geografica e sistema de

producdo, como destacado por Chapman (2014) e Blake et al. (2021).

1.3 Objetivos

O presente estudo teve como objetivo investigar a prevaléncia da infec¢do por Eimeria
spp. em nucleos comerciais de frangos de corte na regido oeste do estado de Santa Catarina,
bem como realizar a identificagdo molecular desses parasitos e investigar a correlagdo entre a

infeccdo e a profilaxia anticoccidiana.
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2 CAPITULO1- INFECCAO POR EIMERIA SPP. EM NUCLEOS COMERCIAIS DE
FRANGOS DE CORTE NA REGIAO OESTE DO ESTADO DE SANTA
CATARINA: PREVALENCIA, IDENTIFICACAO MOLECULAR E
CORRELACAO COM A PROFILAXIA ANTICOCCIDIANA?

O texto que segue faz parte de um artigo destinado a publicacdo no periddico Revista
Brasileira Agricola. O manuscrito foi elaborado em conformidade com as diretrizes editoriais
e normas de submissdo estabelecidas pelo referido periodico, assegurando a padronizagdo

necessaria para atender aos critérios de avaliacdo e publicagdo cientifica adotados pela revista.

2.1 Resumo

A coccidiose é uma das enfermidades de maior importancia econémica para a inddstria avicola.
Dez espécies de Eimeria infectam a galinha doméstica: Eimeria acervulina, Eimeria brunetti,
Eimeria lata, Eimeria maxima, Eimeria mitis, Eimeria nagambie, Eimeria necatrix, Eimeria
praecox, Eimeria tenella e Eimeria zaria. Ha poucos estudos relacionados a epidemiologia da
eimeriose em aves de producdo industrial no Brasil. O objetivo deste trabalho foi determinar a
prevaléncia da infec¢do por Eimeria spp., realizar a identificacdo molecular das espécies de
Eimeria e determinar a correlacdo da prevaléncia da infeccdo com os anticoccidianos
administrados em nucleos comerciais de frangos de corte (NCFC) na regido oeste do estado de
Santa Catarina. Noventa e seis amostras fecais correspondentes a 96 ndcleos comerciais de
frangos de corte foram examinadas por exame microscopico e PCR género-especifica. As
amostras positivas foram examinadas por sequenciamento de nova geracdo para identificacdo
das espécies de Eimeria. Em NCFC tratados com salinomicina ou nicarbazina, a positividade
para Eimeria spp. foi de 100% (62/62) e 41,2% (14/34), respectivamente. Foi observada
prevaléncia de Eimeria spp. de 79,2% (76/96). O sequenciamento de nova geracao identificou
E. acervulina 70/76 (92,1%), E. maxima 61/76 (80,3%), E. mitis/E. mivati 13/76 (17,1%) e E.
praecox 33/76 (43,4%). Todas as amostras foram negativas para E. brunetti, E. lata, E.
nagambie, E. necatrix, E. tenella e E. zaria. Os NCFCs tratados com nicarbazina apresentaram
menor positividade para Eimeria spp.

Palavras-chave: Avicultura; Doencas intestinais; Coccidiose; Frangos de corte.

2.2 Abstract

Coccidiosis is one of the most economically important diseases for the poultry industry. Ten
species of Eimeria infect domestic chickens: Eimeria acervulina, Eimeria brunetti, Eimeria
lata, Eimeria maxima, Eimeria mitis, Eimeria nagambie, Eimeria necatrix, Eimeria praecox,
Eimeria tenella, and Eimeria zaria. Few studies are related to the epidemiology of eimeriosis
in chickens from commercial production systems in Brazil. This study aimed to determine the
prevalence of infection by Eimeria spp., perform the molecular identification of Eimeria
species, and correlate Eimeria spp. infection with the anticoccidial prophylaxis in commercial
broiler chicken farms from the western region of the state of Santa Catarina. Ninety-six fecal

2 De acordo com a norma do periddico Revista Brasileira de Ciéncia Avicola (2022).
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samples corresponding to 96 commercial broiler flocks were examined by microscopy and
genus-specific PCR. Next-generation sequencing was performed in samples positive for
Eimeria spp. aiming at the identification of Eimeria species. Eimeria spp. was identified in
76/96 79.2%. Next-generation sequencing identified E. acervulina 70/76 (92,1%), E. maxima
61/76 (80,3%), E. mitis/E. mivati 13/76 (17,1%), and E. praecox 33/76 (43,4%). All samples
were negative for E. brunetti, E. lata, E. nagambie, E. necatrix, E. tenella, and E. zaria. In
flocks treated with salinomycin or nicarbazin, positivity for Eimeria spp. was 100% (62/62)
and 41.2% (14/34), respectively. There was lower positivity for Eimeria spp. on CBCFs
employing treatment with nicarbazin.

Keywords: Poultry production; Intestinal diseases; Coccidiosis; Broilers.

2.3 Introducéo

A coccidiose, denominacdo usada para a doenca causada por protozoarios do género
Eimeria na galinha doméstica, € uma das enfermidades de maior importancia econdémica para
a industria avicola, com prejuizo global anual estimado em mais de 3 bilhdes de ddlares
(Williams, 1999; Dalloul & Lillehoj, 2006). Em um trabalho recente, ao analisar dados
referentes ao Brasil, Egito, Estados Unidos, Guatemala, india, Nigéria, Nova Zelandia e Estados
Unidos, Blake et al. (2020) estimaram um prejuizo global anual de 10,4 bilhGes de libras
esterlinas, considerando os valores de 2016.

O género Eimeria pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoea, subclasse Coccidia,
ordem Eucoccidiorida, subordem Eimeriorina, familia Eimeriidae. Dez espécies foram
relatadas, sendo, sete espécies de Eimeria infectam a galinha doméstica: E. acervulina, E.
brunetti, E. mitis, E. maxima, E. necatrix, E. praecox e E. tenella (Vrba et al., 2010; 2011). A
classificacdo de trés novas espécies, E. lata, E. nagambie e E. zaria, foi sugerida por Blake et
al. (2021a).

As infeccdes por Eimeria spp. resultam em encurtamento das vilosidades e diminuicéo
de absorcdo de nutrientes, particularmente pelas espécies que infectam as regides proximal e
média do intestino (E. acervulina, E. praecox, E. mitis, E. maxima e E. necatrix), devido a lise
de enterdcitos, aumento da permeabilidade intestinal, perda de fluidos e eletrélitos e aumento
da susceptibilidade a outras doencas. Além da interferéncia em parametros produtivos, a
infeccdo por espécies de alta patogenicidade, como E. brunetti, E. necatrix e E. tenella, podem
resultar em lesdes graves na mucosa intestinal, com ocorréncia de hemorragia e alta mortalidade
(Lillehoj & Lillehoj, 2000; Allen & Fetterer, 2002).

No Brasil, as vacinas contra a eimeriose sdo utilizadas principalmente em aves de vida
longa, particularmente em aves reprodutoras (bisavds, avds e matrizes). Apesar de 0s

anticoccidianos ainda serem predominantes na profilaxia da coccidiose em frangos de corte, ha
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uma pressao crescente de paises importadores em relacdo a residuos de medicamentos em
carcacas. Além disso, observa-se a crescente demanda da sociedade por produtos livres de
qualquer produto quimico, o que eventualmente pode resultar em banimento do uso de
anticoccidianos em aves destinadas a exportacao e ao consumo interno e na substituicdo do uso
de anticoccidianos pela vacinacao (Blake et al., 2021b).

A resposta imune induzida por infeccGes por Eimeria spp. € espécie-especifica, 0 que
significa que ndo héa protecdo cruzada ap6s um desafio com uma espécie heteréloga (Mcdonald
& Shirley, 2009). Portanto, para prevenir a eimeriose por meio de vacinacao, é fundamental
conhecer as espécies de Eimeria presentes nas diferentes regides e tipos de criagao.

A primeira descrigdo de variantes genéticas (pX e pY) de Eimeria foi feita na Australia
por Morris et al. (2007), em frangos de corte previamente vacinados contra a coccidiose, usando
a eletroforese capilar de amplicons obtidos por PCR (gene I1TS2). Em estudos posteriores, trés
variantes genéticas, denominadas como unidades taxondmicas operacionais (OTUS) X, y e z
(Cantacessi et al., 2008), foram detectadas em diversos paises, principalmente no hemisfério
sul (Fornace et al., 2013; Godwin & Morgan, 2015; Clark et al., 2016; Jatau et al., 2016).

Clark et al. (2016) descreveram a primeira identificacdo de variantes genéticas na
América do Sul (OTUs x e z), na Venezuela, e identificaram as trés OTUs na India, Zambia,
Uganda, Tanzania e Gana. Apds a descricdo na Venezuela, a identificacdo das OTUs x, y e z
no continente americano foi realizada nos Estados Unidos, por meio de PCR e sequenciamento
de nova geracdo, em aves comerciais, representando a primeira identificacdo das OTUs no
hemisfério norte (Hauck et al., 2019); posteriormente, as trés OTUs foram detectadas em aves
em criagOes semi-intensivas nos Estados Unidos (Terra et al., 2021).

Blake et al. (2021a), apds realizar infecgdo experimental com diferentes isolados das
OTUs x, y e z e analisar o tropismo tecidual, a patogenicidade, os dados morfoldgicos e
morfométricos dos oocistos e realizar a analise filogenética das trés OTUs, sugeriram a
classificacdo de trés novas espécies correspondentes as OTUs X, y e z como, respectivamente,
E. lata, E. nagambie e E. zaria.

A aparente rapida disseminacdo de E. lata, E. nagambie e E. zaria e a falta de
informagdes referentes a sua patogenia e epidemiologia suscitaram preocupagdes em relacdo a
prevaléncia e importancia epidemioldgica dessas novas espécies, inclusive sobre a efetividade
das atuais medidas de controle contra a coccidiose, particularmente sobre a efetividade dos
esquemas de vacinagdo contra a eimeriose (Venkatas & Adeleke, 2019), pois as vacinas

disponiveis contra a eimeriose aviaria ndo contém oocistos de E. lata, E. nagambie e E. zaria,
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que tém a capacidade de infectar aves previamente vacinadas contra a eimeriose (Morris et al.,
2007; Godwin & Morgan, 2015; Jatau et al., 2016; Blake et al., 2021a).

A infeccdo por Eimeria spp. apresenta alta prevaléncia em cria¢fes industriais de aves
e € pouco provavel que um lote de aves de criacdes intensivas ndo apresente infeccdo por pelo
menos uma espécie (Williams, 1999). McDougald et al. (1987) encontraram oocistos de
Eimeria spp. em 98,9% dos lotes examinados no Brasil e Argentina e Moraes et al. (2015)
relataram prevaléncia de Eimeria spp. em 96% (241/251) das criacdes de frangos de corte
examinadas na regido sul do estado de Santa Catarina.

Meireles et al. (2004) utilizaram a reacdo em cadeia pela polimerase espécie-especifica
para detectar E. mitis e E. praecox em amostras de frangos de corte no Distrito Federal e nos
estados de Goiés, Grosso do Sul, Minas Gerais, Parand, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Sédo Paulo, obtendo positividade de 40,5% (45/111) e 81,4% (70/86) para E. mitis e E. praecox,
respectivamente.

E evidente a necessidade de pesquisar a prevaléncia das diferentes espécies de Eimeria
e de suas variantes genéticas em territorio nacional para determinar sua importancia econémica
e para a saude das aves, assim como definir a possivel ineficacia de vacinas nas quais essas
variantes genéticas ndo estdo incluidas. Da mesma forma, é fundamental obter informacdes
atualizadas sobre a prevaléncia das diferentes espécies de Eimeria em criagBes industriais e

alternativas.

2.4 Material e métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade
Estadual de Sao Paulo (UNESP), Faculdade de Medicina Veterinaria, Aracatuba, processo FOA
0778-2021.

2.4.1 Locais de colheita das amostras

As amostras de fezes foram colhidas em nicleos comerciais de frangos de corte
(NCFC), que correspondem a uma unidade fisica de produc¢éo avicola composta por um ou mais
galpdes que alojam aves da mesma espécie e idade (Brasil, 2017), localizados em oito

municipios da regido oeste do estado de Santa Catarina (Figura 1).
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Figura 1 - Municipios da regido oeste do estado de Santa Catarina, Brasil, onde foram coletadas
amostras de fezes de frango em granjas comerciais de frangos de corte

Brazil -g :
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. Maravilha

B Modelo

|| Pinhalzinho

. Sao Lourengo do Oeste
. Seara

I xanxeré

- Xaxim

Santa Cata{ina State

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Todos os lotes pesquisados foram referentes a frangos de corte de criacBes industriais,
alojados em galpdes com dimensdes variadas, em sua maioria do tipo convencional, com piso
de alvenaria e média de 30.000 aves alojadas, ndo vacinados contra a coccidiose. A cama
utilizada nos galpbes € composta em sua maioria por maravalha; na maioria dos lotes, a cama
é reaproveitada entre os lotes, por trés a oito vezes, apos fermentacdo em lona. O alojamento
de novos lotes ocorre apds um periodo de vazio sanitario de 15 dias, em média, apos a limpeza

e desinfeccdo dos galpdes com produtos desinfetantes.

2.4.2 Calculo do nimero de amostras

Foi realizado o célculo para determinacdo do nimero de NCFC a serem pesquisados, de
galpbes por NCFC e de amostras por galpéo.

Apesar de a infecgdo por Eimeria spp. estar presente na quase totalidade dos lotes de
criacdo intensiva de frangos de corte (Moraes et al., 2015), como ndo ha dados sobre a
prevaléncia de E. lata, E. nagambie e E. zaria e somente informacdes parciais e desatualizadas
sobre a prevaléncia de cada uma das outras espécies de Eimeria nas regiGes a serem
pesquisadas, a taxa de prevaléncia de Eimeria spp. estimadas foi de 50%. Os outros critérios
utilizados foram o numero de 4.857 NCFC registrados na Companhia Integrada de

Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina, na regido oeste do estado de Santa Catarina
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(Cidasc, 2021), margem de erro de 10% e nivel de confianca de 95% (Sergeant, 2018). Dessa
forma foi definido o nimero minimo de 96 NCFC.

Os municipios nos quais a colheita de amostras foi realizada sdo: Abelardo Luz,
Chapecd, Modelo, Pinhalzinho, Sdo Lourenco do Oeste, Xanxeré, Xaxim e Seara.

A maioria dos NCFC na regido oeste de Santa Catarina contém no méximo trés galpdes.
Como a distancia entre os galpdes em cada NCFC ¢ de aproximadamente 10-15 m e as aves
alojadas nos diferentes galpdes tém a mesma idade e procedéncia e sdo submetidas as mesmas
técnicas de manejo nutricional e sanitario, muito provavelmente as espécies presentes em todos
0s galpdes de cada NCFC s&o as mesmas; por esse motivo, a colheita foi realizada em somente
um galpéo por NCFC.

Apbs a definicdo do nimero minimo de NCFC e de galpdes por NCFC, foi realizado o
calculo para determinacdo do numero de amostras a serem colhidas em cada galpdo para
detectar a presenca das diferentes espécies. Para realizar esse célculo, é necessario informar a
taxa de prevaléncia esperada no galpéo, a taxa de sensibilidade do teste a ser utilizado e o nivel
de confianca. Nao foram encontradas publicacfes relacionadas a taxa de prevaléncia de Eimeria
spp. intragalpdo de frangos de corte. Mesmo considerando que o pico da eliminacdo de oocistos
no galpédo ocorre entre 21 e 35 dias de idade, periodo em que as amostras deste trabalho foram
colhidas, e que provavelmente 100% das aves foram infectadas em algum momento da criag&o,
ndo é possivel determinar com precisdo a taxa de prevaléncia intragalpdo de cada espécie ou
OTU de Eimeria nessa faixa etaria. Por esse motivo e com o objetivo de aumentar a
confiabilidade da amostragem, foi utilizada a taxa de prevaléncia estimada de 10%, mesmo que
muito provavelmente essa taxa seja superior a esse valor (Snyder et al., 2021).

As amostras foram colhidas em 2020 e 2021 percorrendo todo o galpdo em um trajeto
em forma de W e preservadas em solucéo de bicromato de potassio 2,5% a 4° C, por um periodo
de aproximadamente um a dois meses ap6s a colheita, e foram constituidas por cinco pools,
cada um constituido por amostras de fezes recém-eliminadas por 10 aves de 21 a 35 dias de
idade (Snyder et al., 2021), totalizando 480 pools e 4.800 amostras fecais de aves em 96 NCFC
em Santa Catarina.

Durante a coleta das amostras de fezes, os produtores foram questionados sobre os

anticoccidianos que eram adicionados a ragao.
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2.4.3 Processamento das amostras

Os cinco pools de cada galpao foram processados separadamente. As amostras foram
homogeneizadas com agua deionizada/tween 20 0,1%, coadas em um tamis de metal com
porosidade de 600 um e centrifugadas a 2.000 g por 10 minutos, seguindo-se a purificacdo e
concentracdo de oocistos por centrifugo-flutuagdo em solucéo de Sheather.

Os sedimentos resultantes da purificacdo de cada um dos cinco pools de cada galpao
foram reunidos em um unico pool do qual foram retiradas duas aliquotas: uma de 150 mg, que
foi congelada a -20° C, para extragdo de DNA gendmico; e a outra, armazenada em bicromato
de potéssio 2,5% a 4° C, para exame microscopico.

Dessa forma, a purificacdo e concentracdo de oocistos resultou em uma amostra por

NCFC, totalizando 96 amostras, cada uma correspondendo a um NCFC.

2.4.4 Exame microscépico - Quantificacéo

Os sedimentos resultantes da purificacdo foram submetidos a pesquisa de oocistos de
Eimeria spp. por exame microscopico. A quantificacdo da eliminagdo de oocistos foi realizada
utilizando um método semiquantitativo, descrito a seguir: 0+ (negativo); 1+ (1 a 20 oocistos
por lamina; 2+: 21 a 50 oocistos por lamina; 3+: mais de 1 oocisto por campo em objetiva de

20 X; 4+: mais de 10 oocistos por campo em objetiva de 20 X.

2.4.5 PCR género-especifica

Todas as amostras negativas pelo exame microscépico foram submetidas a PCR género-
especifica para Eimeria spp. O DNA gendmico foi extraido de todas as amostras a partir de 150
mg do sedimento resultante da purificagdo das amostras colhidas em cada NCFC, usando o
GenElute® Stool DNA Isolation Kit (Sigma Aldrich), de acordo com o protocolo do fabricante.
As amostras de DNA foram armazenadas a -20° C.

A pesquisa de Eimeria spp. foi realizada por PCR género-especifica usando os primers
EF1 e ER1 descritos por Lew et al. (2003) (Tabela 1) e o Jumpstart® Tagq ReadyMix (Sigma
Aldrich), no termociclador SimpliAmp® (Thermo Fisher Scientific), nas seguintes condigdes:
desnaturacéo inicial do DNA a 94° C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos, cada uma consistindo
em desnaturagéo a 94° C por 30 segundos, anelamento a 55° C por 30 segundos e extenséo a

72°C por 1 minuto, com um ciclo de extensao final a 72° por 7 minutos. Como controle positivo,
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foi usado o DNA genbémico extraido de oocistos de Eimeria provenientes da vacina comercial

Bio-Coccivet R (Biorad). Agua ultrapura foi usada como controle negativo.

2.4.6 Eletroforese dos fragmentos amplificados por PCR

Os fragmentos amplificados pela PCR género-especifica foram visualizados por

eletroforese em gel de agarose 1,5% adicionado com o fluor6foro GelRed® (Biotium).

2.4.7 Nested PCR e sequenciamento genético de nova geracao para deteccdo de Eimeria

SpPp.

As amostras positivas para Eimeria spp. pela microscopia ou PCR género-especifica
foram submetidas a nested PCR usando primers género-especificos, para amplificagdo de um
fragmento parcial do gene da subunidade 18S do rRNA (18S rRNA), seguida de

sequenciamento genético de nova geracdo (Hauck et al., 2019) (Tabela 1).



Tabela 1 - Protocolos de diagnostico molecular usados para deteccéo e identificagdo de Eimeria spp.
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Protocol Primer Primer sequence A_mpllcon Elme_rla Target References
size (bp) species gene
PCR EF1 AAGTTGCGTAAATAGAGCCCTC 317-585 Eimeria ITS-1 Lew et al. (2003)
ER1 AGACATCCATTGCTGAAAG Spp.
Nested 18S-F-out CGGGTAACGGGGAATTAGGG 538 Eimeria 18S Hauck et al.

PCR/NGS spp. rRNA (2019)
18S-R-out TACGAATGCCCCCAACTGTC
18S-F-in* TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGA 260

CAGATTGGAGGGCAAGTCTGGTG
18S-R-in* GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAG
ACAGTGCTGCAGTATTCAGGGCRA

*Sequences of the Illumina adapters are underlined.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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A regido amplificada, de + 260 pb, contém uma regido polimorfica, correspondente a
regido V4 do gene 18S rRNA, que permite a diferenciacdo entre as dez espécies de Eimeria da
galinha doméstica e as eventuais novas OTUs.

Os primers da nested PCR foram adicionados com adaptadores na extremidade 5,
compativeis com o MiSeq® Reagent (lllumina). O protocolo de PCR foi realizado usando o
Jumpstart® Taq ReadyMix (Sigma Aldrich), no termociclador SimpliAmp® (Thermo Fisher
Scientific). As condicdes da reacdo foram padronizadas utilizando como controle positivo o
DNA gendmico extraido de oocistos provenientes da vacina comercial Bio-Coccivet R
(Biorad), nas seguintes condicOes: preparacdo de 25ul de solucdo contendo 2,5 pL do
Jumpstart® Taq ReadyMix (Sigma Aldrich), 400 nM (PCR) ou 800 nM (nested PCR) de cada
primer e 2,5 uL (PCR) ou 1 puL (nested PCR) de DNA alvo. As amostras foram submetidas a
desnaturacdo inicial por 2 min a 94° C seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94° C por 30 s,
anelamento a 60° C por 30 s e extensdo a 72° C por 30 s, seguindo-se um ciclo final a 72° C por
7 min, no termociclador SimpliAmp® (Thermo Fisher Scientific). Agua ultrapura foi usada
como controle negativo.

Os amplicons da nested PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose,
purificados com o ProNex® Size-Selective Purification System (Promega) e quantificados com
o fluorimetro digital Qubit® (Thermo Fisher Scientific).

As amostras foram processadas de acordo com o protocolo Illumina 16S metagenomic
(Illumina, 2013), com paired-end reads de 150 bp e usando 0 MiSeq® Reagent kit v2 (lllumina).
Para o preparo das bibliotecas foi usado 1 pl do amplicon da nested PCR, independentemente
do resultado da quantificacdo. O protocolo da reacdo esta descrito a seguir: preparo de 50 pl de
solucéo contendo 5 pil do Nextera XT® index primer 1 (N7xx) (Illumina), 5 pl do Nextera XT®
index primer 2 (S5xx) (Illumina), 25 ul do Kapa® Hot Start High Fidelity Ready Mix (Kapa
Biosystems) e 14 pl de agua ultrapura. O protocolo da reacdo consistiu em desnaturacao inicial
a 95° C por 3 minutos seguida de 8 ciclos de desnaturacdo a 95° C por 30 segundos, anelamento
a 55° C por 30 segundos e extensdo a 72° C por 30 segundos, com um ciclo final de extensao a
72° C por 5 minutos.

As bibliotecas foram purificadas com o ProNex® Size-Selective Purification System
(Promega), quantificadas com o fluorimetro digital Qubit® (Thermo Fisher Scientific) e
normalizadas para a concentracdo final de DNA de 6 pM. A concentracdo do controle Phix foi
de 15%. As amostras foram sequenciadas no Laboratério de Epigendmica da Faculdade de

Medicina Veterinaria de Aragatuba, UNESP, no sequenciador MiSeq® (lllumina).
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As amostras foram sequenciadas no Laboratério de Epigendmica da Faculdade de
Medicina Veterinaria de Aracatuba, UNESP, no sequenciador MiSeq® (lllumina). As
sequéncias  foram  analisadas com auxilio do MetaAmp  Version 3.0
(https://ebg.ucalgary.ca/metaamp/index.otu.html). Para a remoc¢do de chimeras foi usado o
algoritmo chimera.uchime (The Galaxy Community). Uma determinada espécie/OTU foi
considerada como presente na amostra quando: 1) suas sequéncias corresponderam a mais de
0,1% do total das sequéncias; 2) suas sequéncias se agruparam em um mesmo cluster; 3) sua
sequéncia consenso apresentou similaridade genética a partir de 97% com as sequéncias de
referéncia. As sequéncias representativas de cada espécie/OTU foram comparadas com
sequéncias de Eimeria spp. usando o Basic Local Alignment Search Tool (Blast) para
determinar a similaridade das sequéncias geradas neste trabalho com as sequéncias publicadas

no GenBank.

2.4.8 Colheita de dados referentes a administracao de anticoccidianos

Durante a coleta das amostras de fezes, foi questionado informacdes sobre os NCFC,

incluindo os anticoccidianos que eram adicionados a racao.

2.5 Analise estatistica

Os dados foram tabulados e analisados para determinacdo da prevaléncia de Eimeria
spp. considerando o intervalo de confianca de 95% (Sergeant, 2018). O teste de Fisher e o teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foram utilizados para a analise estatistica da correlacdo entre
o0s anticoccidianos administrados e a positividade para Eimeria spp. e 0s escores de oocistos
fecais, respectivamente. Os dados foram tabulados e processados utilizando o programa Jamovi
(The Jamovi Project, 2021).

2.6 Resultados

Pelo exame microscopico, foi observada positividade para Eimeria spp. de 70,8%
(68/96; IC: 61,1-79). A PCR género-especifica realizada nas amostras negativas resultou em
31% (9/28; IC: 17,9-50,7) de positividade. Considerando os resultados do exame microscopico
e da PCR, a prevaléncia de Eimeria spp. foi de 80,2% (77/96; 1C:71,1-87) (Tabela 2). A PCR

foi realizada em todas as amostras, incluindo as positivas e negativas na microscopia.



29

Tabela 2 - Detec¢do de Eimeria spp. por microscopia ou PCR género-especifico em granjas comerciais de frangos de corte que empregam tratamento com
salinomicina ou nicarbazina

Microscopy Genera-specific PCR Total positive by
L . - - ~ Score of oocysts shedding** L microscopy and PCR
Municipality Anticoccidial drug No. positive/No. sampled No. positive/No. sampled 2
(% positive) (No. samples) (% positive) No. positive/No.
sampled (% positive)
Abelardo Luz Salinomycin 7/7 (100) 1+ (2); 2+ (4); 3+ (1) - 7/7 (100)
Nicarbazin 8/8 (100) 1+ (8) - 8/8 (100)
Chapecé Salinomycin 18/18 (100) 1+ (2); 3+ (16) - 18/18 (100)
Modelo Nicarbazin 0/7 (0) 0+ (7) 217 (28.6) 217 (28.6)
Pinhalzinho Nicarbazin 1/10 (10) 0+ (9); 1+ (1) 2/9 (25) 3/10 (30)
S&o Lourenco do Nicarbazin 0/9 (0) 0+ (9) 219 (22.2) 219 (22.2)
Oeste
Seara Salinomycin 20/23 (87) 0+ (3); 1+ (8); 2+ (1); 3+ (8) 3/3 (100) 23/23 (100)
Xanxeré Salinomycin 10/10 (100) 1+ (4); 3+ (6) - 10/10 (100)
Xaxim Salinomycin 4/4 (100) 1+ (2); 3+ (2) - 4/4 (100)
Total Salinomycin 59/62 (95.2) 0+ (3); 1+ (18); 2+ (5); 3+ 3/3 (100) 62/62 (100%)°
(33)°
Nicarbazin 9/34 (26.8) 0+ (25); 1+ (9)° 6/25 (24) 15/34 (44.1)¢
Salinomycin + 68/96 (70.8) 0+ (28); 1+ (27); 2+ (5); 9/28 (32.1) 77/96 (80.2)
Nicarbazin

3+ (33)

*Each sample is composed of a pool of samples from a commercial broiler chicken farm.
** 0+ (negative); 1+: 1-20 oocysts per slide; 2+: 21-50 oocysts per slide; 3+: more than one oocyst in each 20X optical field.

Different letters in the same column indicate a statistically significant difference (p<0.001) using the Kruskal-Wallis test @ and the Fisher's exact test 9,
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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As taxas de positividade e o nimero de sequéncias obtidas pelo sequenciamento de nova
geracdo por diferentes sistemas de producdo estdo apresentadas na tabela 3.

Tabela 3 - Identificacdo de Eimeria spp. em granjas comerciais de frangos de corte usando a nested
PCR visando o gene 18S rRNA e sequenciamento de nova geracao
Genetic similarity to sequences published in the GenBank

L . database
Eimeria SPECIES Eimeria  species
g\lo. po_smve/No. sampled; (number of Accession Geographic %

o positive) - A
sequences numbers origin similarity
amplified by NGS)

E. acervulina (70/77; 90.9) E. acervulina OR226405 Brazil 100

(145,901) FJ236372 United States 100

E. maxima (65/77; 84.4) E. maxima OR226412 Brazil 100

(131,970) FJ236357 United States 100

E. mitis (17/77; 22.1) E. mitis (3,069) OR226409 Brazil 100
FR775303 Czech 99.55

Republic

E. mivati (17/77; 22.1) E mivati (8,129) OR226406 Brazil 100

FJ236375 United States 100

E. praecox (37/77; 48.1) E. praecox (28,158) OR226407 Brazil 100

FJ236375 Canada 100

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Embora o gene 18S rRNA de E. mivati seja considerado como uma cpia distinta desse
gene no genoma de E. mitis (Vrba et al., 2011), as sequéncias deste estudo foram identificadas
de acordo com a espécie registradas no GenBank. Em relacdo as sequéncias de E. necatrix e E.
tenella, como nédo é possivel diferencia-las pela analise da sequéncia do amplicon da nested
PCR, elas sdo apresentadas de forma conjunta. Nos NCFC de Santa Catarina foram
identificadas as seguintes espécies, em ordem de prevaléncia: E. acervulina (70/77; 90,9%), E.
maxima (65/77; 84,4%), E. praecox (37/77; 48,1%) e E. mitis/mivati (17/77; 17,22,1%). Todas
as amostras foram negativas para E. brunetti, E. lata, E. nagambie, E. necatrix/tenella e E.
zaria.

Os programas com o uso de anticoccidianos nos NCFC correspondiam a administragdo
de salinomicina e de nicarbazina em 100% dos lotes de 1 a 35 dias de vida da ave, sendo que
as primeiras coletas ocorreram no periodo do verdo, quanto era administrada a salinomicina.
Na segunda coleta, no inverno, havia o uso de nicarbazina. Essas drogas sdo utilizadas sem
associacdo com outras drogas e sdo alternadas de acordo com as estacdes do ano, verdo e
inverno. Em NCFC tratados com salinomicina, a positividade para Eimeria spp. foi de 100%
(62/62); naqueles tratados com nicarbazina, a positividade foi de 26,8% (9/34). Houve diferenca

estatisticamente significativa (p<0,001) entre os lotes tratados com os dois anticoccidianos. Nos
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NCFC nos quais a nicarbazina foi usada como anticoccidiano houve menor eliminagdo de

oocistos, quando comparados aqueles com a utilizagdo de salinomicina (Tabela 2).

Tabela 4 - Identificacdo de infec¢es Unicas ou multiplas por Eimeria spp. em granjas comerciais de
frangos de corte

L . No. broiler farms/No. sampled (%
Eimeria species

positive)
E. acervulina 6/77 (7.8)
E. maxima 3/77 (3.9)
E. praecox 1/77 (1.3)
E. acervulina + E. maxima 21/77 (27.3)
E. acervulina + E. praecox 5/77 (6.5)
E. maxima + E. praecox 3/77 (3.9)
E. acervulina + E. maxima + E. mitis/mivati 10/77 (12.9)
E. acervulina + E. maxima + E. praecox 21/77 (27.3)
E. acervulina + E. maxima + E. mitis/mivati + E. praecox 7177 (9.1)

Total 77177 (100%)
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

2.7 Discussao

Neste trabalho foi observada prevaléncia de Eimeria spp. 80,2% (77/96) em NCFC.
Balestrin et al. (2021) identificaram prevaléncia de Eimeria spp. 90.6% (58/64) em frangos de
corte do estado de Santa Catarina, ao examinar o contetdo intestinal de frangos no abatedouro
por PCR género-especifica. Também no estado de Santa Catarina (Moraes et al., 2015)
encontraram prevaléncia de 96% (241/251) em NCFC.

Os outros critérios utilizados foram a taxa de sensibilidade do teste de diagnostico de
70% e nivel de confianca de 95%, de acordo com critérios preconizados para determinar o
tamanho de amostras visando & deteccdo da presenca de Eimeria spp. no galpéo e considerando
amostras colhidas como pools em uma populagdo com um nimero grande de aves (Sergeant,
2018). A taxa de sensibilidade de 70% foi adotada com o objetivo de aumentar a confiabilidade
da amostragem, independentemente do teste utilizado, ou seja, microscopia (item 2.4) e/ou PCR
género-especifica (item 2.6), mesmo que a PCR apresente taxa de sensibilidade superior a 70%
(Fernandez et al., 2003; Haug et al., 2007; Vrba et al., 2010).
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Né&o é possivel determinar o motivo da menor taxa de positividade encontrada neste
trabalho em relacdo a outros realizados na mesma regido pesquisada. No entanto, um dado que
chamou a atencdo em nossos resultados foi a menor prevaléncia de Eimeria spp. nos lotes nos
quais a nicarbazina foi usada como anticoccidiano (26,8%; 9/34), quando comparados aos lotes
tratados com salinomicina (95,2%; 59/62). Mesmo que esses dados sugiram que a
administragdo de nicarbazina € a causa de menor eliminacdo de oocistos e menor taxa de
prevaléncia, eles devem ser interpretados com cautela, pois a menor eliminacao de oocistos ndo
necessariamente implica em um melhor controle da coccidiose nesses NCFCs, uma vez que,
para determinar a eficacia de métodos de controle da coccidiose, outras variaveis devem ser
analisadas, como a conversdo alimentar, 0 ganho de peso, o escore de lesdes e a taxa de
mortalidade (Kraieski et al., 2017). Além disso, a salinomicina foi administrada no verdo e a
nicarbazina, no inverno; nos meses de verdo, a prevaléncia de coccidiose clinica é maior em
decorréncia da maior taxa de esporulacéo dos oocistos.

Né&o h& informacéo sobre quais anticoccidianos foram utilizados nos lotes pesquisados
por Terra et al. (2001) e Balestrin et al. (2021). Nos lotes pesquisados por Moraes et al. (2015)
foram utilizados anticoccidianos ion6foros. Outrossim, a eliminacdo de oocistos ndo esta
relacionada somente ao anticoccidiano usado, mas a diversos outros fatores, incluindo o
desenvolvimento de imunidade contra as diferentes espécies de Eimeria e a diversos fatores
ambientais e de manejo (Chapman, 1999; Attree et al.,, 2021). Mesmo que 0os NCFC
pesquisados neste trabalho sejam provenientes de uma mesma empresa integradora, ha
variacdes nas técnicas de manejo e nas condic¢des climaticas onde cada NCFC esta localizado.

Eimeria lata ndo foi diagnosticada neste trabalho, porém ja foi detectada em criagGes
de galinha doméstica na Nigéria (Jatau et al., 2016), Zambia, Tanzania, Gana (Fornace et al.,
2013) e india (Hinsu et al., 2018). Nas Américas, E. zaria foi identificada nos Estados Unidos
por Hauck et al. (2019), em cria¢des industriais, e por Terra et al. (2021), em criacGes semi-
intensivas. No Brasil, E zaria foi diagnosticada somente em criagcbes extensivas e semi-
intensivas no estado de Sdo Paulo (Soares Junior et al., 2023). Todas as amostras foram
negativas para a presenca de E. nagambie, que j& havia sido identificada na Australia em
frangos de corte (Godwin & Morgan, 2015; Morgan & Godwin, 2017), Nigéria (Jatau et al.,
2016), Estados Unidos (Hauck et al., 2019). No Brasil, o primeiro relato da presenca de E.
nagambie em galinhas domésticas foi feito em criagGes extensivas e semi-intensivas no estado
de S&o Paulo (Soares Junior et al., 2023).

Em relagdo as criagdes comerciais de frangos de corte, neste trabalho foram

identificadas as espécies previamente identificadas em cria¢cbes comerciais em outros trabalhos
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realizados no Brasil e em outros paises, com maior frequéncia para E. acervulina, E. maxima e
E. praecox. A alta prevaléncia encontrada em ambos os estados onde as amostras foram
colhidas ja foi relatada em outros trabalhos realizados no Brasil (Mcdougald et al., 1987; Terra
et al., 2001; Moraes et al., 2015; Balestrin et al., 2021). As taxas de positividade entre as
diferentes espécies diferem entre os diferentes trabalhos, sendo que, como esperado, foi
observada maior positividade para as espécies mais comuns de Eimeria em frangos de corte: E.
acervulina, E. maxima E. tenella.

As taxas de prevaléncia de sete espécies de Eimeria determinadas pela nested PCR e
sequenciamento de nova geracdo apresentam frequéncias similares as de trabalhos realizados
com técnicas similares em NCFC no estado de Santa Catarina. Balestrin et al. (2021) relataram
maior frequéncia de E. acervulina, E. maxima e E. tenella, menor frequéncia de E. brunetti e
E. mitis e auséncia e E. necatrix e E. praecox em frangos de corte; a excecdo foi E. tenella, que
ndo foi detectada neste trabalho. Em outro trabalho realizado em Santa Catarina, com amostras
colhidas de agosto de 2011 a fevereiro de 2012, Moraes et al. (2015) identificaram taxas de
prevaléncia mais altas para E. mitis (38.6%), E. praecox (25.1%), E. necatrix (24.3%) e E.
brunetti (13.1%). Os resultados de Carvalho et al. (2011) também contrastam com nossos
resultados, pois os autores relataram frequéncia de 93,3% para E. mitis e E. necatrix e de 100%
para E. maxima e E. praecox, em frangos de corte no estado da Bahia. As diferencas na
frequéncia de cada espécie de Eimeria em diferentes trabalhos podem refletir diferengas
relacionadas ao método de diagnostico, ao clima, manejo e ao anticoccidiano utilizado. Porém,
no trabalho mais atual (Balestrin et al., 2021), realizados no estado de Santa Catarina, 0s
resultados sdo similares aos deste trabalho, exceto pela prevaléncia de E. tenella.

Em criag¢bes industriais de galinha doméstica no Brasil, h4 informagdes referentes a
ocorréncia de sete espécies de Eimeria: E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis, E.
necatrix, E. praecox e E. tenella (Terra et al., 2001; Santos et al, 2003; Meireles et al., 2004;
Luchese et al., 2007; Moraes et al., 2015). Porém, nesses trabalhos néo foi avaliada a presenca
das trés especies classificadas recentemente por Blake et al. (2021a) ou de eventuais variantes
genéticas de Eimeria spp. A identificacdo da espécie de Eimeria pode ser presumida por anélise
da morfologia e morfometria dos oocistos e das lesdes macroscopicas (Long & Joyner, 1984;
Castaiion et al., 2007) No entanto, essas caracteristicas sdo subjetivas e podem resultar em
diagnosticos equivocados, principalmente pelo fato de que a maioria das infecgbes esta
relacionada a multiplas espécies e, mais recentemente, a trés novas espécies de Eimeria (Haug
et al., 2008; Frolich et al., 2013; Blake et al., 2021b). Neste trabalho, foi utilizado pela primeira
vez em NCFC no Brasil um protocolo de diagnostico que identifica E. lata, E. nagambie e E.
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zaria, 0 que justifica a falta de informagdes sobre essas espécies em trabalhos publicados

anteriormente.
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3 CONCLUSAO

Foi identificada elevada prevaléncia de Eimeria spp. em nucleos comercias de frango
de corte NCFC) da regido oeste do Estado de Santa Catarina. Houve maior prevaléncia de E.
acervulina e E. maxima, menor prevaléncia de E. mitis e E. praecox e auséncia de E. brunetti,
E. lata, E. nagambie, e E. necatrix/tenella e E. zaria. Houve menor positividade para Eimeria

spp. em lotes tratados com nicarbazina.
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The process of review of manuscripts adopted by the journal is anonymous peer review
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References
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figures.

Technical article
Technical articles should present the development of new methodologies and/or
techniques that can be applied to improve poultry production. These should follow the editorial

norms including all sections of the scientific article.

Guest Editorial and Invited Review
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Both Guest Editorial and Invited Review will be published by invitation only. The
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for publication. publication.The author(s) will be charged US$ 500,00 (five hundred dollars)
per edited article, and the payment should be made before publication. The fees are destined to
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the link of the article DOI by the end of the reference.
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7. Scientific names of microorganisms: Must follow Berg’s Manual recommendation.

8. Manuscript Proof: Will be sent to the corresponding author, who should be
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