AVA
w A UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unesp “JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Aracatuba

JOSE CARLOS SOARES JUNIOR

IDENTIFICACAO DE EIMERIA NAGAMBIE, EIMERIA
ZARIA E EIMERIA SPP. GENETICAMENTE DISTINTAS
EM SISTEMAS DE CRIACAO ALTERNATIVOS DE
GALINHAS DOMESTICAS NO ESTADO DE SAO PAULO,
BRASIL

Aracatuba
2023



JOSE CARLOS SOARES JUNIOR

IDENTIFICACAO DE EIMERIA NAGAMBIE, EIMERIA
ZARIA E EIMERIA SPP. GENETICAMENTE DISTINTAS
EM SISTEMAS DE CRIACAO ALTERNATIVOS DE

GALINHAS DOMESTICAS NO
BRAS

ESTADO DE SAO PAULO,
IL

Dissertacao apresentada a
Faculdade de Medicina Veterinaria
de Aracatuba da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — UNESP, como parte dos
requisitos para obtencéo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo
Vasconcelos Meireles

Aracatuba

2023



Soares Junior, José Carlos
S676i Identificacdo de Eimeria nagambie, Eimeria zaria e Eimeria
spp. geneticamente distintas em sistemas de criacao
alternativos de galinhas domésticas no estado de Sao Paulo,
Brasil. / José Carlos Soares Junior. -- Aragatuba, 2024
27 f. : tabs.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Faculdade de Medicina Veterinaria, Aracatuba
Orientador: Marcelo Vasconcelos Meireles

1. Eimeria spp. 2. Galinha doméstica. 3. Detec¢éo molecular.
4. Brasil. I. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da
Faculdade de Medicina Veterinaria, Aracatuba. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp

Campus de Aragatuba

CERTIFICADD DE APROVAGAOD

Tiule:  Identificagdo de Eimeria nagambie, Eimeria zaria & Eimeria spp. geneficamente distintas em sistemas
de criagdo alternativos de galinhas domésficas no estado de Séo Paulo, Brasd

AUTOR: JOSE CARLOS SOARES JUMNIOR
ORIENTADOR: MARCELD VASCONCELDS MEIRELES

Aprovado como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Mestre em Ciéncia Animal,
Area: Medicinag Veterinaria Preventiva e Produgio Animal pela Comissfo Examinadora:

Prof. Dr. MARCELD VASCOMCELOS MEIRELES (Participagac Virtual)
Departamento de Clinica, Cirurgia e Reprodugdo Animal / Faculdade de Medicina Velerindria - CAmpus de
Aracatuba/UNESP

Brofa. Dra. KATIA DEMNISE SARAINA BRESCIAMN (Participagan Virtual) WM
Departaments de Produpdo & Sadde Animal / Faculdade de Medicing Vyterinana - Lampus da
Aracatuba/UNESP

Pesquisadora GIAME SERAFIM DA SILVA (Participagac Virtual)
Instituto Bioldgico, Laboraldrio de Parasiologia Animal / APTA, - Voluporanga/SP

Aracatuba, 31 de janeiro de 2023,

F pouiieis cn Madors Yelnresr - S0 B ATl
P Ciévin Pasiars, THL. TEOS0E], Arssiats - i Faula
B [ P TToE S S W ey R A TR T CHPL 530176




Sty UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp -

Campus de Aracatuba

CERTIFICADO DE APROVAGAOD

Titula: ldenﬁﬁl:a_l;iude Eimeriz nagambie, Eimeria Zara e Eimeria spp. genslicamente distintas em sisiemas
de criacdo alternativos de galinhas domésticas no estado de S50 Paulo, Brasi

AUTOR: JOSE CARLOS SOARES JUNIOR
ORIENTADOR: MARCELO VASCONCELDS MEIRELES

Aprovado coma parte das exigéncias para cblengde do Titule de Mestre em Ciéncla Animal,
area; Medicina Vetesinaria Preventiva e Produghe Animal pela Comissiio Examinadora;

Prof. Or. MARCELD YASCOMNCELOS MEIRELES (Participacac Vitual)
Departamenle de Clinica, Cirurgia e Reprodugdo Animal | Faculdade de Medicina Veterindria - Campus dé
Aracatuba/UNESP

Prota, Dra, KATIA DENISE SARAINVA BRESCIAN| (Paricipacas Virual)
Depariamente de Produgdc e Saide Animal ! Faculdade de Medicina Veterinaria - Cadmpus de
AracatubalUNESP a4

Pesquisadora GIANE S FAFIM DA SILVA (Panticipagao Virual)
Insiituto Biolagics, Laboratdrio de Parasitclagia Asimal | APTA - Violuporanga/SP

Aragatuba, 31 de janeiro de 2023,

Fint ki 38 Wbaaona Vemrrdre - Carped O A SR -
Flan CMern Peslasa. 193 15050680 Arncatubs - Gie Pavo
e s B A Do RO TR R b ToHP i




AGRADECIMENTOS

Diante da intensa jornada, durante todos os processos de pés-graduacao,
é impossivel imaginar que conseguiria chegar ao final sozinho. Caminhar ao lado
de quem amamos faz com que a caminhada fique mais leve, mais tranquila e
tenha a forca renovada.

Das inumeras companhias dessa caminhada, agradeco em especial a
minha esposa Fernanda, ao meu irm&o Juliano e aos meus pais Marcilene e
Carlos.

Agradeco também aos amigos que colaboraram com o trabalho que me e
socorreram durante as dificuldades na execucéo do experimento, em ressalva,
Camila e Débora, que sempre se mostraram dispostas a ajudar.

Dentre os pesquisadores, com muito carinho agradeco ao Professor Dr.
Marcelo Vasconcelos, que mesmo com toda a experiéncia e anos de atuacéo,
ainda mantém vivida a chama da educacéo e o prazer por ensinar.

Existe uma frase citada por Paulo Freire, a qual diz “Educacdo nao
transforma o mundo. Educacdo muda as pessoas. Pessoas transformam o
mundo”. Portanto hoje, agradeco especialmente ao menino do interior, filho de
operarios, sem uma boa casa ou dinheiro para se vestir e comer, mas que
estranhamente tinha o sonho de salvar vidas que ndo podiam ser salvas;
agradeco por ter acreditado que poderia, por ter ficado diversas noites em claro,
trabalhado, estudado, se formado e caminhado mesmo que esgotado até aqui.
Talvez a maior gratiddo desse momento seja poder olhar para tras e saber que
deixei 0 menino voar.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de

Financiamento 001



SOARES JUNIOR, J. C. Identificacédo de Eimeria nagambie, Eimeria zaria e
Eimeria spp. geneticamente distintas em sistemas de criagcao alternativos
de galinhas domésticas no estado de Sdo Paulo, Brasil. 2023. 27 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2022.

RESUMO

Coccidiose é o termo usado para a infec¢éo por Eimeria spp. e representa uma
das enfermidades de maior importancia econémica para a industria avicola.
Apresenta alta prevaléncia em cria¢des industriais de frangos de corte, onde ha
uma alta probabilidade de infeccdo por pelo menos uma espécie de Eimeria.
Além das sete espécies de Eimeria jA conhecidas, recentemente foram
identificadas trés novas espécies que parasitam a galinha doméstica: Eimeria
lata, Eimeria hagambie e Eimeria zaria, que inicialmente foram denominadas
como unidades taxondmicas operacionais (OTU) X, Y e Z, respectivamente.
Diante da auséncia de estudos atualizados realizados no Brasil referentes a
essas novas espécies, o objetivo deste trabalho foi identificar E. lata, E.
nagambie e E. zaria em galinhas criadas em sistemas extensivo e semi-intensivo
no estado de Sdo Paulo. Foram utilizadas 93 amostras de DNA gendmico
extraido de fezes de galinhas domésticas de 35 criacbes semi-intensivas e 58
criacdes extensivas localizadas em 12 municipios de diversas regides do Estado
de Sao Paulo. Essas amostras foram classificadas como grupo 1 (G1) e estavam
armazenadas por aproximadamente quatro anos. Adicionalmente, foram
utilizadas 168 amostras fecais colhidas no ano de 2021 em criacdes de galinhas
domésticas de sistemas extensivos (143) e semi-intensivos (25), classificadas
como grupo 2 (G2), em sete municipios do Estado de Sao Paulo. As amostras
do G2 foram submetidas ao exame microscoépico direto; aquelas negativas e
todas as amostras do G1 foram examinadas por PCR género-especifica. As
amostras positivas para Eimeria spp. foram examinadas por PCR espécie-
especifica (E. lata, E. nagambie e E. zaria) seguida de clonagem molecular e
sequenciamento genético. Os resultados confirmaram, pela primeira vez em
territorio brasileiro, a presenca de E. nagambie (15/79; 18,9%), E. zaria (19/79;
24%) e de novas variantes genéticas relacionadas a E. lata e E. maxima (6/79;
7,6%) em galinhas domésticas.

Palavras-chave: Eimeria spp.. Galinha domeéstica. Detec¢do molecular. Brasil.
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and genetically diverse Eimeria spp. in alternative poultry production
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ABSTRACT

Coccidiosis is the term used for infection by Eimeria spp. and represents one of
the most economically important diseases for the poultry industry. It has a high
prevalence in industrial broiler chicken farms, where there is a high probability of
infection by at least one species of Eimeria. In addition to the seven species of
Eimeria already known, three new species from domestic chicken were recently
identified: Eimeria lata, Eimeria hagambie, and Eimeria zaria. Given the lack of
updated studies carried out in Brazil regarding these new species, this study
aimed to identify E. lata, E. nagambie and E. zaria in chickens reared from
extensive and semi-intensive systems in the state of Sdo Paulo. Ninety-three
samples of genomic DNA extracted from feces of domestic chickens from 35
semi-intensive and 58 extensive farms located in 12 municipalities in different
regions of the State of Sdo Paulo were classified as group 1 (G1) and have been
stored at -20°C for approximately four years. Additionally, 168 fecal samples
classified as group 2 (G2) were collected in the year 2021 from domestic chickens
raised in extensive (143) and semi-intensive (25) systems, in seven municipalities
in the State of Sdo Paulo. Samples from G2 were submitted to Eimeria oocyst
screening by microscopic examination; those negative and all samples from G1
were examined by genera-specific PCR. Positive samples for Eimeria spp. were
examined by species-specific PCR (E. lata, E. nagambie, and E. zaria) followed
by molecular cloning and genetic sequencing. The results confirmed, for the first
time in Brazilian territory, the presence of E. nagambie (15/79; 18.9%), E. zaria
(19/79; 24%) and new genetic variants related to E. lata and E. maxima (6/79;
7.6%) in domestic chickens.

Keywords: Eimeria spp.. Domestic chicken. Molecular detection. Brazil.
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1 INTRODUCAO

A coccidiose, denominagdo usada para a enfermidade causada por
protozoarios do género Eimeria, é uma das enfermidades de maior importancia
econdmica para a industria avicola, com prejuizo global anual estimado em mais de 3
bilhdes de ddlares (DALLOUL; LILLEHOJ, 2006). Blake et al. (2020) estimaram
prejuizo global anual de 10,4 bilhdes de libras esterlinas, considerando os valores de
2016, ao analisar os dados do Brasil, Egito, Estados Unidos, Guatemala, india,
Nigéria, Nova Zelandia e Estados Unidos.

O prejuizo econbmico da infeccdo por Eimeria spp. € decorrente de lesGes
intestinais, caracterizadas por encurtamento das vilosidades intestinais, com
consequente diminuicdo da absorcao de nutrientes, lise de enterécitos, aumento da
permeabilidade intestinal, perda de fluidos e eletrélitos e aumento da susceptibilidade
a outras doencas. Em infeccfes por espécies de maior patogenicidade, como Eimeria
necatrix e Eimeria tenella, ha lesdes graves na mucosa intestinal, com ocorréncia de
hemorragia e alta mortalidade (ALLEN; FETTERER, 2002; LILLEHOJ, H.; LILLEHOJ,
E., 2000).

Sete espécies de Eimeria sdo reconhecidas como parasitos da galinha
doméstica: Eimeria acervulina, Eimeria brunetti, Eimeria mitis, Eimeria maxima,
Eimeria necatrix, Eimeria praecox e Eimeria tenella (VRBA; POPLSTEIN; PAKANDL,
2011). No entanto, estudos moleculares revelaram a ocorréncia de diversidade
genética em populacdes de Eimeria em diferentes paises (CLARK; TOMLEY; BLAKE,
2017; MORRIS et al., 2007), particularmente com o uso da reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) e sequenciamento genético de amplicons referentes aos genes
ITS1-5S-ITS2, COX1 e 18S rRNA (CLARK; TOMLEY; BLAKE, 2017; SCHWARZ et
al., 2009).

As variantes genéticas (pX e pY) de Eimeria foram descritas em frangos de
corte previamente vacinados contra a coccidiose, usando a eletroforese capilar de
amplicons obtidos por PCR (gene ITS2) (MORRIS et al., 2007). Posteriormente, trés
variantes genéticas de Eimeria foram detectadas em diversos paises, principalmente
no hemisfério sul, e foram denominadas como unidades taxonémicas operacionais
(OTUs) X, Y e Z (CANTACESSI et al., 2008).
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As trés OTUs ja foram observadas em criagdes comerciais na Nigéria (CLARK
et al., 2016), enquanto em criacdes comerciais na Zambia, Tanzania e Gana houve
deteccdo das OTUs X e Z (FORNACE et al., 2013). A OTU Y ¢é a variante genética
mais frequente na Australia, onde também foi relatada alta prevaléncia de infeccéo
pelas OTUs X e Z em frangos de corte (GOODWIN; MORGAN, 2015; MORGAN;
GODWIN, 2017).

A rapida disseminacao das trés OTUs e a falta de informacdes referentes a sua
patogenia e epidemiologia suscitou preocupacdes em relacdo a prevaléncia e
importancia epidemioldgica dessas variantes genéticas, inclusive sobre a efetividade
das atuais medidas de controle contra a coccidiose, particularmente sobre a
efetividade dos esquemas de vacinacdo contra a eimeriose (VENKATAS; ADELEKE,
2019), pois as vacinas disponiveis contra a eimeriose aviaria ndo contém as trés OTUs
ja descritas, as quais apresentam reconhecida capacidade de infectar aves
previamente vacinadas contra a eimeriose (BLAKE et al., 2021; GODWIN; MORGAN,
2015).

As OTUs X, Y e Z ja foram relacionadas a problemas econémicos relacionados
a queda de parametros produtivos em frangos de corte e de postura em Gana,
Tanzéania e Zambia (FORNACE et al., 2013) e a mortalidade em frangos de corte
previamente vacinados contra a eimeriose (MORRIS et al., 2007). Apesar de ainda
serem escassas as informacgdes relacionadas as trés OTUs, todas elas apresentam
tropismo pela parte média do duodeno até a parte distal do ileo (BLAKE et al., 2021;
CANTACESSI et al., 2008). Na dependéncia do numero de oocistos inoculados, a
reducdo no ganho de peso pode chegar a 28,8% e 31,1% em infeccdes pelas OTUs
X e Z, respectivamente (BLAKE et al., 2021).

Blake et al. (2021), ap0s realizar infeccdo experimental com diferentes isolados
das OTUs X, Y e Z, analisar o tropismo tecidual, a patogenicidade, os dados
morfologicos e morfométricos dos oocistos e realizar a analise filogenética das trés
OTUs, sugeriram a classificacao de trés novas espécies correspondentes as OTUs X,
Y e Z como, respectivamente, Eimeria lata, Eimeria nagambie e Eimeria zaria.

O controle da coccidiose em criagbes de frangos é realizado pela adigdo na
racao de drogas anticoccidianas a racao ou pela administracdo de vacinas contendo
as espécies mais importantes para cada tipo de criacdo. Atualmente, observa-se no
mercado consumidor de produtos de origem animal a crescente demanda por

produtos livres de qualquer produto quimico, o que podera resultar em banimento do
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uso de anticoccidianos em ragdes, levando a substituicdo do uso de medicagdes pela
vacinacgdo, como observado nos Estados Unidos (BLAKE; MARUGAN-HERNANDEZ;
TOMLEY, 2021).

A mudanca de realidade que o mercado vem apresentando, enfatiza a
importancia de pesquisas que determinem a prevaléncia das diferentes espécies e
variantes genéticas de Eimeria spp. uma vez que, para a prevencao da eimeriose por
meio de vacinacao, é fundamental conhecer as espécies de Eimeria presentes nas
diferentes regides e tipos de criacdo, ja que a resposta imune induzida contra Eimeria
spp. é espécie-especifica (McDONALD; SHIRLEY, 2009).

E evidente a necessidade de pesquisas que abordem a prevaléncia das
diferentes espécies de Eimeria, assim como de suas variantes genéticas em territorio
nacional. Da mesma forma, informacfes atualizadas sobre a prevaléncia das
diferentes espécies de Eimeria em criacdes industriais e alternativas séo
fundamentais.

Portanto, este trabalho teve como objetivo pesquisar a ocorréncia da infeccao
por E. lata, E. nagambie e E. zaria em galinhas domésticas criadas em sistemas de

alternativos (extensivos e semi-intensivos) no estado de S&o Paulo.
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2 MATERIAL E METODOS

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

Foram avaliadas 261 amostras originarias de sistemas de criagdo alternativos
de galinhas (extensivos: 101 amostras; semi-intensivos: 60 amostras). Do total, 93
amostras eram de DNA gendmico armazenadas a -20°C por aproximadamente quatro
anos, que foram utilizadas em pesquisa prévia relacionada a Cryptosporidium spp.
(SANTANA et al., 2018). Essas amostras foram extraidas de fezes de galinhas
domésticas, colhidas por conveniéncia e de acordo com a disponibilidade, de sistemas
de producédo extensivos (58) e semi-intensivos (35) localizados em doze municipios
de diferentes regifes do estado de Sao Paulo. Por sua vez, as demais 168 amostras
tratava-se de fezes colhidas em criacdes de galinhas domésticas criadas em sistemas
de producdo extensivos (143) e semi-intensivos (25) em sete municipios do Estado
de S&o Paulo, em 2021. Essas amostras foram constituidas por um pool de fezes
recém-eliminadas, de até cinco aves, colhidas com o auxilio de espéatula de madeira
descartavel e preservadas em dicromato de potassio 2,5% a 4°C.

As amostras de fezes foram submetidas ao exame microscopico direto sem
purificacdo prévia. Aquelas positivas para Eimeria spp. foram submetidas ao processo
de concentracdo e purificacdo dos oocistos por centrifugo-flutuacdo em solucao de
Sheather. O sedimento resultante do processo de purificacéo foi submetido a extracdo
de DNA usando o GenElute® Stool DNA Isolation Kit (Sigma Aldrich). 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) e o Jumpstart® Tagq ReadyMix
(Sigma Aldrich), no termociclador SimpliAmp® (Thermo Fisher Scientific), nas
seguintes condi¢cfes: desnaturacéo inicial do DNA a 94° C por 2 minutos, seguida de
35 ciclos, cada ciclo consistindo em desnaturagédo a 94° C por 30 segundos,
anelamento a 55°C por 30 segundos e extensao a 72°C por 1 minuto, com um ciclo
de extensao final a 72°C por 7 minutos. Como controle positivo, foi usado o DNA
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gendmico extraido de oocistos de Eimeria provenientes da vacina comercial Bio-
Coccivet R (Biorad). Agua ultrapura foi usada como controle negativo.

Em todas as amostras positivas pela PCR género-especifica ou pelo exame
microscopico, foi realizada a PCR para amplificacdo de um fragmento da regido ITS2
do gene do RNA riboss6mico, usando os primers descritos por Fornace et al. (2013),
para deteccéo especifica de E. lata (134 pb), E. nagambie (347 pb) e E. zaria (154
pb). Cada reacéo foi constituida por um volume total de 20 ul contendo 10 ul de
JumpsStart Taqg ReadyMix (Sigma Aldrich), 2 ul de DNA alvo, 200 nM de primers e
agua ultrapura, nas condi¢des de desnaturacao inicial do DNA a 94° C por 2 minutos,
seguida de 39 ciclos, cada ciclo consistindo em desnaturagdo a 94° C por 30
segundos, anelamento a 60° C por 30 segundos, extenséo a 72° C por 30 segundos
e extensdo final a 72° por 7 minutos.

Adicionalmente, as amostras positivas pela PCR espécie-especifica para E.
lata pelo protocolo de Fornace et al. (2013) foram submetidas a outro protocolo de
PCR espécie-especifica para E. lata (1018 pb), usando os primers OTU-Xf2 e OTU-
Xr2 (BLAKE et al., 2021), nas seguintes condi¢des de reacao: desnaturagao inicial do
DNA a 94° C por 2 minutos, seguida de 39 ciclos, cada ciclo consistindo em
desnaturacdo a 94° C por 30 segundos, anelamento a 58° C por 30 segundos,
extensdo a 72° C por 60 segundos e um ciclo de extenséo final a 72° por 7 minutos.

Como controle positivo das reacdes foi usado o DNA genbémico extraido de
amostras previamente diagnosticadas como positivas para a PCR espécie-especifica
para E. lata, E. nagambie e E. zaria. As reacfes foram realizadas no termociclador
SimpliAmp® (Thermo Fisher Scientific), em microtubos de PCR de 0,2 ml. Agua
ultrapura foi usada como controle negativo.

Os amplicons provenientes das PCRs para E. lata (FORNACE et al., 2013) e
E. zaria, com tamanho de 134 pb e 154 pb, respectivamente, foram purificados usando
0 QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) e clonados usando o TransformAid® Bacterial
Transformation Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) e o CloneJET PCR
Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). Os amplicons referentes a E.
zaria, com tamanho de 347 pb, foram submetidos ao sequenciamento direto.

Os produtos das PCRs e os plasmideos purificados usando o ExXoSAP-IT®
PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific) e 0 GenElute® HP Five-
Minute Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich), respectivamente, e sequenciados nas

duas dire¢des usando o ABI Prism® Dye Terminator 3.1, no sequenciador automatico
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ABI 3730XL (Applied Biosystems), no Centro de Sequenciamento e Gendmica
Funcional da UNESP, Campus de Jaboticabal. As sequéncias foram analisadas
utilizando o CodonCode Aligner versdo 9.0.1 (CodonCode Corporation), o BioEdit
Sequence Alignment Editor (HALL, 1999) e o Basic Local Alignment Search Tool -
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast).
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3 RESULTADOS

A PCR género-especifica revelou que 33,3% (31/93) das amostras de DNA
gendmico eram positivas para Eimeria spp., enquanto o exame microscépico das 168
amostras de fezes resultou em 29,2% (48) de positividade para oocistos de Eimeria
spp. Todas as amostras positivas para Eimeria spp. por microscopia ou PCR género-
especifica foram analisadas pelas PCRs espécie-especificas e seus resultados estdo
apresentados na Tabela 1.
Todas as amostras positivas para E. lata pelo protocolo de Fornace et al.
(2013) (6/79; 7,5%) foram negativas quando submetidas a outro protocolo especifico
para E. lata (BLAKE et al., 2021). Portanto, essas amostras foram classificadas como
Eimeria sp.
O sequenciamento genético dos plasmideos das PCRs especificas para
E. lata (FORNACE et al.,, 2013) e E. zaria identificou, respectivamente, quatro
sequéncias distintas que apresentaram maior similaridade genética com E. maxima,
E. lata ou com diversas sequéncias de Eimeria sp., e duas sequéncias com 100% de
similaridade genética com sequéncias de E. zaria (Tabela 2). Os amplicons da PCR
especifica para E. nagambie apresentaram duas sequéncias genéticas distintas: uma
com similaridade genética de 98,27%, classificada como Eimeria sp., e outra com

similaridade genética de 100%, classificada como E. nagambie (Tabela 2).
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Tabela 1. Pesquisa de Eimeria spp., Eimeria lata, Eimeria nagambie e Eimeria zaria em
amostras de galinha doméstica provenientes de sistemas de cria¢do alternativos no estado
de Sao Paulo*.

PCR género-especifica

. h PCR espécie-especifica
ou microscopia

Eimeria spp. Eimeria sp.* E. nagambie E. zaria
Amostras positivas/total Amostras positivas/total Amostras positivas/ total Amostras positivas/ total de
de amostras (% positivas)  de amostras (% positivas)  de amostras (% positivas) amostras (% positivas)
79/261 (30,7) 6/79 (7,5) 15/79 (18,8) 19/79(24)

* Amostras positivas para E. lata pelo protocolo de (Fornace et al., 2013), porém negativas para E. lata pelo
sequenciamento genético e pelo protocolo de PCR espécie-especifica de Blake et al. (2021b). As amostras foram
classificadas como Eimeria sp.
Fonte: Elaboracéo do autor.

Tabela 2. Similaridade genética das sequéncias do gene ITS-1 de Eimeria identificadas em
galinhas domésticas neste estudo com sequéncias de Eimeria spp. publicadas no GenBank.

Sequéncias deste estudo Similaridade genética com sequéncias publicadas no

Espécie alvo da PCR Espécie GenBank
(Fe;fﬁgéi-giz?uggﬁ) identificada por 'igg;%;ocgis Espécie Cadigo no Similaridade
v sequenciamento . Lo GenBank genética (%0)
. identificadas
genético
E. lata Eimeria sp. 1 Eimeria sp. LN609848 99,35
2 Eimeria sp. LN609922 97,81
3 E. lata AM922252 98,81
4 E. maxima FJ230377 98,54
E. nagambie E. nagambie 1 E. nagambie AM922253 100
Eimeria sp. 2 E. nagambie AM922253 98,27
E. zaria E. zaria 1 E. zaria HE997165 100
2 E. zaria LT549041 100

Fonte: Elaboracéo do autor.

Dentre as 79 amostras positivas para Eimeria spp., 55/79 (69,6%) foram
colhidas em sistemas de criacdo extensivos e 24/79 (30,4%) foram colhidas em
sistemas semi-intensivos. A presenca de infeccdo por mais de uma espécie de Eimeria
foi diagnosticada pela PCR espécie-especifica em 2/15 (13,3%) e 8/25 (32%) sistemas

de producgéo semi-intensivos e extensivos, respectivamente.
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4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos evidenciam, pela primeira vez, a presenca de Eimeria
sp., E. nagambie e E. zaria em cria¢cGes de galinhas domésticas no Brasil e a deteccéo
de E. nagambie na América do Sul, continente em que Clark et al. (2016) relataram a
infeccéo por E. lata e E. zaria, mais precisamente na Venezuela. A infeccao por E.
lata e E. zaria ja havia sido reportada em alguns paises da Africa (CLARK et al., 2016)
e nos Estados Unidos (HAUCK et al., 2019; TERRA et al., 2021).

Neste trabalho, optou-se somente pela pesquisa de espécies de Eimeria que
ainda nao foram detectadas no Brasil, ja que a ocorréncia das demais espécies ja foi
documentada em diversos trabalhos realizados em sistemas de criagao industriais e
alternativos (CARVALHO et al., 2011; LUCHESE et al., 2007; MEIRELES; ROBERTO;
RIERA, 2004; MORAES et al., 2015; SANTOS et al; 2003; TERRA et al., 2001). No
entanto, é importante frisar que outras espécies de Eimeria estavam presentes nos
lotes pesquisados, pois a positividade para Eimeria spp. foi de 30,3% (79/261),
incluindo nesse resultado as amostras positivas para E. lata, E. zaria e E. nagambie,
e de 50,7% (40/79) em amostras que nado foram positivas pelas PCRs espécie-
especificas.

O protocolo de PCR espécie-especifica para E. lata descrito por Fornace et al.
(2013) resultou em 6/79 (7,6%) amostras positivas. No entanto, 0 sequenciamento
genético dessas amostras identificou possiveis novas variantes genéticas
geneticamente similares a E. maxima, E. lata e Eimeria sp. (Tabela 2), o que evidencia
amplificacdo inespecifica. Para confirmar que essas amostras de fato néo
correspondiam a E. lata, elas foram submetidas a PCR especifica para E. lata descrita
por Blake et al. (2021) e todas foram negativas, o que confirma a identificacdo de
variantes genéticas relacionadas a E. maxima e E. lata e a auséncia, ou presenca
abaixo do limiar de deteccdo da PCR, de E. lata nas amostras. Da mesma forma, uma
sequéncia amplificada pela PCR espécie-especifica para E. nagambie apresentou
98,27% de similaridade genética com outra sequéncia dessa espécie (AM922253).

O gene ITS2 apresenta polimorfismo intra-espécies e a ndo ha uma definicdo
precisa da diferenca entre duas sequéncias para realizar a classificagdo como
espécie ou uma possivel variante genética, particularmente em fragmentos com um
pequeno numero de bases. A similaridade genética de 98,27% nao exclui a

possibilidade de que essa sequéncia seja de E. nagambie, no entanto, também néo é
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possivel afirmar a identificagdo dessa espécie somente pela comparagédo genética da
regido amplificada.

Em criacdes industriais de galinha domeéstica no Brasil, ha informacdes
referentes a ocorréncia das sete espécies de Eimeria que sdo reconhecidas como
validas: E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox e E.
tenella (LUCHESE et al., 2007; MEIRELES; ROBERTO; RIERA, 2004; MORAES et
al., 2015; SANTOS et al; 2003; TERRA et al., 2001). Porém nesses trabalhos néo foi
avaliada a presenca das trés espécies classificadas recentemente por Blake et al.
(2021b). Em nosso trabalho, realizado em criagbes semi-intensivas e extensivas,
houve a deteccédo de Eimeria sp., E. nagambie e E. zaria, com ocorréncia de 4,3%
(6/141), 10,7% (15/141) e 12,8 (18/141), respectivamente. E. lata, E. nagambie e E.
zaria foram identificadas em criagdes semi-intensivas nos Estados Unidos por Terra
et al. (2021), sendo a primeira descricdo em sistemas de criacdo desse tipo; em
criacdes industriais, também nos Estados Unidos, essas trés espécies foram
identificadas anteriormente por Hauck et al. (2019).

Com os resultados da PCR espécie-especifica, foi possivel identificar que,
dentre as amostras positivas, 9/79 (11,9%) testaram positivo para mais de uma
espécie, reforcando a afirmacéo feita por Carvalho et al. (2011), de que € frequente a
ocorréncia de infeccdes por Eimeria em galinha doméstica por varias espécies
simultaneamente.

A identificacdo da espécie de Eimeria pode ser presumida por andlise da
morfologia e morfometria dos oocistos e das lesbes macroscopicas, porém a
identificacdo definitiva da espécie s6 é possivel por PCR espécie-especifica ou por
PCR género-especifica seguida de sequenciamento genético. Neste trabalho, foram
utilizados, pela primeira vez, em amostras provenientes de criacbes brasileiras,
protocolos de PCR espécie-especificos para E. lata, E. nagambie e E. zaria, o que
justifica a falta de informacdes sobre essas espécies em trabalhos publicados
anteriormente.

Este trabalho é pioneiro na identificacdo de E. nagambie, E. zaria e Eimeria sp.
em territério brasileiro. Considerando a importancia econémica da coccidiose em
criacoes de galinhas domeésticas, os resultados obtidos nos levam a concluir que
pesquisas adicionais, relacionadas a prevaléncia da infec¢ao por E. lata, E. nagambie
e E. zaria em criagGes de galinha doméstica, em especial em cria¢des intensivas, séo

necessarias, visto que essas trés novas espécies de Eimeria, assim como as outras
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espécies da galinha doméstica, podem representar importantes perdas econémicas
para a industria avicola.

Este trabalho apresenta como limitacdo a auséncia de um controle positivo da
PCR para E. lata. Inicialmente foi usado DNA identificado como proveniente de E. lata
pela PCR desenvolvida por Fornace et al. (2013). Posteriormente, algumas dessas
essas amostras foram identificadas como Eimeria sp. Portanto, a PCRs para E. lata
foram realizadas sem um controle positivo, 0 que limita conclusdes definitivas sobre o

resultado dessas reacoes.
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5 CONCLUSAO

Eimeria nagambie, E. zaria e sequéncias genéticas de Eimeria spp.
geneticamente relacionadas a E. lata e E. maxima foram identificadas pela primeira
vez no Brasil em sistemas de criacdo semi-intensivos e extensivos de galinhas

domésticas.
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