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RESUMO

O objetivo deste estudo foi desenvolver um método de sequenciamento de nova
geracao (NGS) visando o genoma mitocondrial, para detecgao e identificagdo de
Eimeria spp. em amostras fecais de galinhas domésticas. O protocolo de PCR foi
padronizado usando primers género-especificos que anelam em sequéncias da regiao
putativa do rRNA (primer senso) e do citocromo B (primer antisenso), no genoma
mitocondrial de Eimeria spp. Os amplicons da PCR foram analisados por NGS
realizado na plataforma lllumina MiSeq, de acordo com o protocolo de metagendmica
16S da lllumina (lllumina, 2013), com leituras de 150 bp e usando o kit MiSeq™ V2
(llumina). Apds a padronizagéo, o protocolo de NGS foi validado pela analise de 91
amostras de DNA extraidas de amostras fecais de galinhas domésticas criadas em
granjas comerciais de frangos de corte (CBCF) ou em sistemas alternativos de
producao de aves (APPS), previamente examinadas para a presenga de Eimeria spp.
por NGS de amplicons do gene 18S rRNA. O NGS identificou Eimeria spp. na
seguinte ordem de prevaléncia: 1) CBCFs: Eimeria maxima (44/45; 98%); Eimeria
acervulina (39/45; 87%); Eimeria tenella (13/45; 29%); Eimeria mitis (6/45; 13%); e
Eimeria praecox (5/45; 11%). 2) APPS: E. mitis (27/46; 59%); E. acervulina (23/46;
50%); Eimeria nagambie (18/46; 39%); E. maxima (13/46; 28%); E. praecox (11/46;
23%); Eimeria lata (10/46; 22%); E. tenella (9/46; 20%); Eimeria brunetti (8/46; 17,4%);
Eimeria zaria (7/46; 15%); Eimeria sp. (6/46; 13%); e Eimeria necatrix (6/46; 13%). A
identificacdo das dez espécies de Eimeria da galinha doméstica, juntamente com uma
nova unidade taxondémica operacional (OTU) de Eimeria, demonstra que o NGS
detecta e diferencia com sucesso as espécies e novas OTUs de Eimeria em amostras
fecais de galinhas, o que é essencial para estabelecer medidas de controle para a
coccidiose na industria avicola.

Palavras-chave: avicultura; coccidiose; diagnéstico molecular.



ABSTRACT

This study aimed to develop a next generation sequencing (NGS) method for
sequencing amplicons produced via PCR that targets the mitochondrial genome,
allowing the detection and identification of Eimeria spp. in fecal samples from domestic
chickens. A PCR protocol was standardized using genus-specific primers that anneal
to putative rRNA (forward primer) and cytochrome B (reverse primer) sequences
withing the mitochondrial genome of Eimeria spp. PCR amplicons were analyzed
using NGS on the Illlumina MiSeq platform according to the lllumina 16S metagenomic
protocol (lllumina, 2013), with 150 bp paired-end reads and a MiSeq™ Reagent kit v2
(Hlumina). Following assay standardization, next generation sequencing was validated
through the analysis of 91 DNA samples extracted from fecal samples of domestic
chickens raised in commercial broiler chicken farms (CBCF) or alternative poultry
production systems (APPS), which had previously been examined for the presence of
Eimeria spp. by NGS of 18S rRNA gene amplicons. The NGS identified Eimeria spp.
in the following order of prevalence.: 1) CBCFs: Eimeria maxima (44/45; 98%); Eimeria
acervulina (39/45; 87%); Eimeria tenella (13/45; 29%); Eimeria mitis (6/45; 13%); and
Eimeria praecox (5/45; 11%). 2) APPS: E. mitis (27/46; 59%); E. acervulina (23/46;
50%); Eimeria nagambie (18/46; 39%); E. maxima (13/46; 28%); E. praecox (11/46;
23%); Eimeria lata (10/46; 22%); E. tenella (9/46; 20%) Eimeria brunetti (8/46; 17.4%);
Eimeria zaria (7/46; 15%); Eimeria sp. (6/46; 13%); and Eimeria necatrix (6/46; 13%).
The identification of the ten Eimeria species of domestic chickens, along with a novel
Eimeria operational taxonomic unit (OTU), demonstrates that NGS successfully
detects and differentiates Eimeria species and new OTUs from domestic chicken fecal
samples, which is essential for establishing control measures for coccidiosis in the
poultry industry.

Keywords: coccidiosis; molecular diagnosis; poultry farming.
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1 INTRODUGAO GERAL

A eimeriose da galinha doméstica € comumente denominada como
coccidiose aviaria, que € uma doenga que acomete o trato intestinal das galinhas
domésticas. Atualmente sdo conhecidas 10 espécies de Eimeria que 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 (Blake et al., 2021).

Os custos globais decorrentes da eimeriose sdo estimados em £10,4
bilhdes anuais (Blake et al., 2020), sendo uma das enfermidades que possui maior
impacto econdmico na avicultura comercial. Pelo fato de Eimeria spp. apresentar
tropismo por células epiteliais do intestino, a eimeriose resulta em interferéncia na
digestao e absorgao de nutrientes, além de predispor as aves a infecgdes bacterianas
secundarias (Allen; Fetterer, 2002).

Os sinais clinicos da eimeriose s&o variaveis, de acordo com o grau de
infecgcao, e sdo caracterizados por perda de peso, diarreia e mortalidade; no caso de
aves de postura e matrizes na fase de producao, ha queda na produgao de ovos
(Allen; Fetterer, 2002).

Com base nesses fatores, € de suma importancia o conhecimento sobre a
etiologia, epidemiologia, o diagndstico, a profilaxia e o controle da eimeriose em

criagdes industriais de galinhas domésticas no Brasil.

1.1 ETIOLOGIA

Os coccidios causadores da eimeriose aviaria sdo classificados no Filo
Apicomplexa, classe Conoidasida, subclasse Coccidea, ordem Eucoccidiorida,
subordem Eimeriorina, familia Eimeriidae e género Eimeria (Burrel et al., 2020).
Dentre as 10 espécies de Eimeria da galinha domésticas, trés foram recentemente
identificadas: Eimeria lata, Eimeria nhagambie e Eimeria zaria (Blake et al., 2021).
Todas as 10 espécies ja foram identificadas no Brasil, inclusive as trés novas espécies
recentemente classificadas (ltoyama, 2025; Soares Junior et al., 2023).
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1.2 CICLO BIOLOGICO E PATOGENIA
O ciclo biolégico de Eimeria spp. inicia com a ingestdo de oocistos
esporulados. O esporozoito presente dentro dos esporocistos penetram nos

enterocitos, onde ocorrem as fases assexuada (esquizogonia) e sexuada

(gametogonia) (Figura 1), que resultam em lise celular.

Figura 1 - Ciclo biolégico de Eimeria spp.
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Fonte: Itoyama, 2025.

O tropismo tecidual varia de acordo com a espécie de Eimeria: duodeno:
E. acervulina e E. praecox; jejuno e ileo: E. maxima, E. mitis e E. necatrix; ileo e reto:
E. brunetti; e ceco: E. necatrix e E. tenella. Eimeria necatrix possui uma particularidade
em seu ciclo bioldgico, pois a sua fase assexuada ocorre no jejuno e ileo e a fase
sexuada ocorre no ceco (Bafundo; McCullough, 2025).

A lise celular, a inflamacao e a disbiose decorrentes da infec¢ao por Eimeria
resultam em ma absorcgéo de nutrientes, queda de ganho de peso, diarreia, e eventual
mortalidade. Ha também predisposicdo a infecgdes concomitantes, sendo a mais
relevante a enterite necrética causada por Clostridium perfringens (Mathis et al.,
2025).
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1.3 DIAGNOSTICO

Os métodos usados para o diagndstico espécie-especifico da eimeriose
variam desde o0 exame microscopico, para a detecgéo de oocistos (Long et al., 1976),
a analise de lesbes macroscopicas e do tropismo tecidual (Johnson; Reid, 1970), e o
uso de técnicas moleculares, que identificam o género e a espécie de Eimeria (Fatoba;
Adeleke, 2018; Vrba; Blake; Poplstein, 2010).

O diagnéstico espécie-especifico de Eimeria spp. em galinhas domésticas
€ realizado comumente por PCRs espécie-especificas (Blake et al., 2021; Vrba et al.,
2010). Mais recentemente, o sequenciamento de nova geragao tem sido usado para
o diagnéstico espécie-especifico e para a detec¢ao de variantes genéticas e de novas
unidades taxondmicas operacionais (OTUs) de Eimeria spp. (Hauck et al., 2019; Hinsu
etal., 2018).

1.4 PREVENCAO E TRATAMENTO

O principal método de profilaxia contra a coccidiose aviaria € o uso de
anticoccidianos na ragao, desde o primeiro dia de vida, com retirada do produto da
racao considerando o periodo de caréncia antes do abate (Chapman, 2009; Chapman;
Rathinam; 2022). No entanto, esse método de profilaxia tem sido questionado em
funcao da eventual presenca de residuos na carne de frango ou pelo desenvolvimento
de resisténcia as drogas, além da pressdo de consumidores por produtos livres de
medicamentos (Blake; Marugan-Hernandez; Tomley, 2021; Shirlei; Smith; Blake,
2007).

As vacinas para a profilaxia da coccidiose, compostas por cepas
patogénicas (selvagens) ou por cepas de Eimeria que apresentam um ciclo mais curto,
denominadas como cepas precoces, sao usadas principalmente em aves
reprodutoras (bisavos, avos e matrizes), em sistemas alternativos de produgéo (free-
range e cage-free) e em algumas criagdes de aves de postura comercial mantidas em
gaiolas (Chapman et al., 2002). Em frangos de corte, principalmente no Brasil, o uso

de vacinas ainda é restrito a algumas empresas.
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1.5 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVO

No Brasil, as vacinas contra a eimeriose sdo utilizadas principalmente em
aves de vida longa, particularmente em aves reprodutoras (bisavos, avos e matrizes).
Apesar de os anticoccidianos ainda serem predominantes na profilaxia da coccidiose
em frangos de corte, ha uma pressao crescente de paises importadores em relagéo 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 exportacdo e ao consumo interno e na substituigdo do uso de
anticoccidianos pela vacinagao, como observado nos Estados Unidos (Blake et al.,
2021). Essa nova realidade do mercado enfatiza a importancia de pesquisas que
determinem a prevaléncia das diferentes espécies e potenciais novos unidades
taxonOdmicas operacionais de Eimeria para sua futura inclusdo em vacinas. Portanto,
este trabalho teve como objetivo desenvolver um novo protocolo de NGS para
deteccao e identificacdo de Eimeria spp. e de eventuais novas OTUs de Eimeria da

galinha doméstica.
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