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“Todos os seres da criacdo séo filhos do Pai

e irmaos do homem...

Deus quer que auxiliemos aos animais,

se necessitarem de ajuda.

Toda criatura em desamparo tem o mesmo direito a protegéo.”

Francisco de Assis

"Chegara um dia em que o homem conhecera o intimo dos
animais e quando este dia chegar, um crime cometido contra
um animal, sera considerado um crime contra a humanidade”.

Leonardo da Vinci

“A grandeza de uma nacdo pode ser julgada
pelo modo que seus animais séo tratados”.

Mahatma Ganghi

"Quando o homem aprender a respeitar (até) o menor ser da
criagdo, seja animal ou vegetal,

ninguém precisara ensina-lo a amar seu semelhante.’
Albert Schwitzer
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OCORRENCIA E CARACTERIZAGAO MOLECULAR
DE Cryptosporidium spp. E Eimeria spp. EM CRIACOES
COMERCIAIS BRASILEIRAS DE COELHOS

RESUMO - A eimeriose € a enfermidade parasitaria importante em
coelhos, que sao hospedeiros de 11 espécies de Eimeria. A
criptosporidiose € uma zoonose que pode ser transmitida por meio de
alimentos e agua contaminados com oocistos eliminados por animais e
pessoas infectadas. O objetivo deste estudo foi verificar a ocorréncia de
Eimeria spp. e de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de coelhos,
realizar a classificagcdo molecular e relacionar a presenca dos parasitos as
diferentes categorias, em criagdes brasileiras. Amostras fecais (n = 514)
foram colhidas de 21 granjas. Os oocistos foram purificados e
visualizados por microscopia. Cinquenta e cinco amostras positivas para
Eimeria spp., pela microscopia, foram submetidas a reagdo em cadeia
pela polimerase (PCR) para amplificacado de fragmento parcial da regiao
ITS1 do gene do rRNA de Eimeria spp. e dos genes da subunidade 18S
do rRNA e da dlicloproteina GP60 de Cryptosporidium spp.. A
microscopia revelou positividade de 19,45% (100/514) para Eimeria spp. e
de 1,56% (8/514) para Cryptosporidium spp.. A PCR identificou E. exigua
(14,5%), E. flavescens (61,8%), E. intestinalis (16,36%), E. irresidua
(16,4%), E. magna (50,9%), E. media (3,6%), E. perforans (36,4%), E.
piriformis (20,0%), E. stiedai (7,3%) e E. vejdovskyi (7,3%). Maior
positividade foi observada em mini coelhos 33,17% (69/208), coelhos
jovens 46,67% (35/75) e em fémeas lactantes 24,47% (23/94). Sete
amostras foram positivas pela PCR (12,73%; 7/55) para Cryptosporidium
spp.. Pela analise molecular foi possivel identificar Cryptosporidium
cuniculus (18S rRNA) e C. cuniculus subtipo VbA21 (gp60) em coelhos
jovens e matrizes.

Palavras-Chave: coccidiose, criptosporidiose, microscopia, PCR,
sequenciamento



OCCURRENCE AND MOLECULAR CHARACTERIZATION
OF Cryptosporidium spp. AND Eimeria spp. IN BRAZILIAN RABBITS
FARMS

SUMMARY - The eimeriosis is an important parasitic disease in rabbits,
that can host 11 species of Eimeria. Cryptosporidiosis is a zoonotic
disease that can be transmitted through food, drinking water and by
contact with infected animals and people. The objective of this study was
to verify the occurrence of Eimeria spp. and Cryptosporidium spp. in fecal
samples of rabbits, perform their molecular classification and relate the
presence of the parasites to the different categories in the Brazilian farms.
Fecal samples (n = 514) were collected from 21 farms. The oocysts were
purified and visualized by microscopy. Fifty five samples positive for
Eimeria spp. using microscopy were subjected to polymerase chain
reaction (PCR) for amplification of a partial fragment of the ITS1 region of
the rRNA gene of Eimeria spp. and the 18S rRNA and the gp60
glycoprotein genes of Cryptosporidium spp.. The microscopy revealed
positivity of 19.45% (100/514) for Eimeria spp. and 1.56% (8/514) for
Cryptosporidium spp.. The PCR identified E. exigua (14.5%), E.
flavescens (61.8%), E. intestinalis (16.36%), E. irresidua (16.4%), E.
magna (50.9 %), E. media (3.6%), E. perforans (36.4%), E. piriformis
(20.0%), E. stiedai (7.3%) and E. vejdovskyi (7.3 %). Higher positivity was
observed in mini rabbits 33.17% (69/208), young rabbits 46.67% (35/75)
and in lactating females 24.47% (23/94). Seven samples were positive by
PCR (12.73%; 7/55) for Cryptosporidium spp.. Molecular analysis revealed
Cryptosporidium cuniculus (18S rRNA) and C. cuniculus subtype VbA21
(gp60) in young rabbits and in does.

Keywords: coccidiosis, cryptosporidiosis, microscopy, PCR, sequencing
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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

No Brasil, é crescente a producdo de coelhos como animais de
estimacgao ou para producéo de carne. De acordo com o CENSO Agropecuario
de 2006, existem 17.615 estabelecimentos de criacbes de coelhos no Brasil,
totalizando 294.584 cabecas e movimentagéo financeira de R$ 2.965.423,00,
no ano de 2006 (IBGE, 2009). Diversas reportagens em telejornais destacam o
crescimento da cunicultura, como a reportagem apresentada, em abril de 2012,
pelo programa Globo Rural, afirmando que o crescimento da producdo de
coelhos no estado de Sao Paulo cresceu 50% em 2012 (GLOBO RURAL,
2012).

Muitos criadores do pais ja presenciaram surtos de enfermidades na
produgcdo de coelhos, com presenca de alta mortalidade em animais de
diferentes faixas etarias, incluindo animais recém-desmamados, machos
reprodutores e matrizes, com presenga ou auséncia de sinais clinicos, sempre
associados as épocas de maior temperatura ambiental. Embora sem
confirmacéo laboratorial, ha suspeita de que esses surtos sejam causados por

uma coccidiose.

1 Infecgdo por Eimeria em coelhos

A coccidiose mais comum em coelhos é causada por protozoarios do
género Eimeria, que é o agente etiolégico mais frequente em casos de
mortalidade decorrente de infeccbes parasitarias nessa espécie animal
(COUDERT, 1976; DKHIL et al., 2013; ONCEL et al., 2011; PEETERS et al.,
1988).
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1.1 Taxonomia

Coccidios do género Eimeria pertencem ao filo Apicomplexa, classe
Sporozoa, ordem Coccidiida, subordem Eimeriidea e familia Eimeriidae (BHAT
et al, 1996; KHEYSIN, 1972; LICOIS, 2004). O filo Apicomplexa é
representado por 87 espécies, seis géneros e trés familias que incluem
Cryptosporidiidae Leger, 1911 (Cryptosporidium), Eimeriidae Minchin, 1903
(Eimeria e Isospora) e Sarcocystidae Poche, 1913 (Besnoitia, Sarcocystis e
Toxoplasma) (DUSZYNSKI; COUCH, 2013).

Os oocistos do género Eimeria sao caracterizados pela presenga de
quatro esporocistos, contendo cada um dois esporozoitos. O oocisto é a forma
evolutiva do parasito e apresenta alta resisténcia em condi¢des ambientais e a
diferentes agentes quimicos; no entanto, apresenta alta susceptibilidade ao
calor e a dessecacéo (LICOIS, 2004).

O coelho doméstico (Oryctolagus cunicullus) pode ser infectado por 11
espécies de Eimeria (Figuras 1 e 2): E. coecicola (placas de Peyer, rotundus
sacculus e apendice), E. exigua (duodeno e ileo), E. flavescens (ceco e colon),
E. intestinalis (jejuno e ileo), E. irresidua (jejuno e ileo), E. magna (duodeno,
jejuno e ileo), E. media (duodeno, jejuno e ileo), E. perforans (duodeno, jejuno
e ileo), E. piriformis (cblon), E. stiedai (figado e ductos biliares) e E. vejdovskyi
(ileo) (BHAT et al., 1996; JELINKOVA et al., 2008; LICOIS et al., 1992; LICOIS
et al., 1995; ONCEL et al., 2011; PAKANDL, 2009; PAKANDL; JELINKOVA,
2006).
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Espécies E. exigua E. perforans | E. coecicola | E.vejdovskyi |  E. stiedai

Period

Pfg’_%a?eme 7 dias 5 dias 9 dias 10 dias 14 dias

Dimensies 15.1=05x 22+£28X 345=24x 31.5+12x 369=04x

139=04 13909 19708 19109 199+05

Morfologia

do oocisto

esporulada

Espécies | E media E. magna E. piriformis | E. irresidua | E. intestinalis

ﬁfg‘_%‘;fente 5 dias 7 dias 9 dias 9 dias 9 dias 9 dias

Dimensdes | 3}-1%21x 392=18x 268=1.7x 300=22x
17.0=09 23.1=1.1 189= 09 210=10

Morfologia

do oocisto

esporulado

FIGURA 1 - Periodo pré-patente, morfometria (comprimento x largura) e
morfologia dos oocistos de Eimeria de coelhos (Adaptado de
COUDERT et al., 1995; ECKERT et al., 1995).
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N

£ paiorees E. medis, E. magna E. exigua, E. vejdovskyi
E. irresidua, E. intestinalis o o/ E. coecicola

E. flavescens E. piriformis E. stiedai

FIGURA 2 - Tropismo tecidual das espécies de Eimeria em coelhos
(COUDERT et al., 2000).

1.2 Ciclo biolégico

Parasitos do género Eimeria sao monoxenos (apenas um hospedeiro),
ou seja, apresentam alta especificidade pela espécie hospedeira. Em coelhos,
se desenvolvem nas células epiteliais do intestino ou nos ductos biliares, como
€ o caso de E. stiedai (LICOIS, 2004).

O inicio do ciclo de vida das diferentes espécies de Eimeria se da apos
ingestdao do oocisto esporulado pelo hospedeiro. A exposigdo a tripsina no
estdbmago rompe a parede do oocisto, liberando os esporozoitos (KAWAZOE,
2000). Na reprodugdo assexuada (esquizogonia ou merogonia), cada
esporozoito penetra em uma célula epitelial do intestino formando trofozoitos
unicelulares, cujo nucleo se divide formando o esquizonte multinuclear,
composto por merozoitos que sao liberados para penetrar em outras células,

originando uma segunda geracdo de esquizontes. Apds a reprodugao
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assexuada, inicia-se a reproducdo sexuada, quando o0s merozoitos se
desenvolvem em gamontes femininos (macrogametocitos) e gamontes
masculinos (microgametdcitos). Os microgametdocitos maduros sdo compostos
por microgametas, que sao liberados na luz intestinal e fecundam os
macrogrametas localizados no interior de enterdcitos, produzindo os zigotos.
Cada zigoto forma um oocisto ndo esporulado, que é eliminado pelas fezes
apo6s a ruptura das células intestinais (KHEYSIN, 1972). Quando as condigbes
ambientais sado favoraveis quanto a oxigenagao, umidade e temperatura, ocorre
meiose e mitose no oocisto ndo esporulado, que se torna esporulado e
infectante (BHAT et al., 1996) (Figura 3).

OQocisto Oocisto
Naoesporulado  Esporulado
(ndo infeccioso) (infeccioso)

Oocisto
ingerido
Oocisto . 4 Excistacao
eliminado nas :
fezes : ' | Oocistolibera
N\A vyi esporocistos ;

Esporulacdo
ocorre fora do hospedeiro ;
precisade varios dias e Esporocisto
oxigenagao libera
esporozoitos

Desenvolvimento do
Qocisto

Eimeria Ciclo de Vida

Macho e Fémea .
Gaineias . Cicloreinfectante I T ———
- \_——\l ’ invadem as
‘ células
> «®"
Merozoitos - —
liberados do esquizonte a Trofozoito
Esquizonte
ou Meronte
FIGURA° 3 - Ciclo de vida de Eimeria (Adaptado de

http://www.vuvb.utc.sk/Zoology/zoo_web/protozoa.html.

O ciclo de Eimeria de coelhos difere pouco daquele de Eimeria de outros
hospedeiros; o numero de geracdes assexuadas € fixo e caracteristico para
cada espeécie. Existem algumas peculiaridades, como a migracdo do



15

esporozoito do local de entrada para o local alvo, principalmente no ciclo de E.
coecicola e E. stiedai, que apresentam caracteristicas uUnicas. Outra
peculiaridade seria a presenca de dois tipos de merontes e de merozoitos
(PAKANDL, 2009).

1.2.1 Migracao tecidual de estagios evolutivos

A primeira geragao assexuada de E. coecicola se desenvolve no tecido
linfoide associado ao intestino e as outras fases ocorrem no epitélio do
apéndice vermiforme cecal, sacculus rotundus e placas de Peyer. Os
esporozoitos primeiro penetram nas células epiteliais do intestino delgado; 48
horas apds a inoculacdo, sao encontrados no local de multiplicacdo especifico
para cada espécie (PAKANDL et al., 1993, 1996a). Os esporozoitos de E.
coecicola aparentemente migram do intestino para outros tecidos, por meio do
sistema linfatico (PAKANDL, 2009). Apos infecgdo com E. magna (PAKANDL
et al.,, 1995), os esporozoitos migram do duodeno para o jejuno e, mais
abundantemente, para o ileo.

Drouet-Viard et al. (1994) inocularam esporozoitos de E. intestinalis em
coelhos; apdés 10 minutos, estavam presentes na mucosa duodenal e apos
quatro horas estavam localizados no ileo, o local especifico de
desenvolvimento. O percurso de migracdo de E. intestinalis e de outros
coccidios de coelho (exceto E. coecicola) é desconhecido, mas acredita-se que
diferem de E. coecicola, pois ndao foram encontrados esporozoitos de E.
intestinalis fora do intestino (PAKANDL; JELINKOVA, 2006), embora tenham
sido observados em linfocitos intraepiteliais (LICOIS et al., 1992).

Em alguns aspectos, a migragao de esporozoitos de coccidios de coelho
se assemelha a invasao de tecidos em galinhas. Os esporozoitos de Eimeria
tenella primeiro penetram nos enterocitos do epitélio cecal e, posteriormente,
nos linfocitos intraepiteliais (PAKANDL, 2009). Os linfécitos deixam o epitélio e

0s esporozoitos sdo transportados através do epitélio das criptas (LAWN;
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ROSE, 1982). O intestino delgado, especialmente o duodeno, parece ser o
local de entrada para coccidios de coelhos, independentemente do local
especifico de seu desenvolvimento (PAKANDL, 2009).

A migracdo também ocorre com merozoitos, como encontrado por
Norton et al. (1979) e Pakandl et al. (2003), que relataram que a primeira
geracao de merontes de E. flavescens parasita o intestino delgado, enquanto o
restante do desenvolvimento enddégeno ocorre no ceco. E. stiedai se
desenvolve no epitélio dos ductos biliares, no entanto, a forma de migragcao de
seus esporozoitos ainda nao foi definida (DURR, 1972; FITZGERALD, 1970;
HORTON, 1967; PAKANDL, 2009).

1.2.2 Merozoito polinucleado

Os merozoitos polinucleados sao caracteristicos de coccidios de
coelhos, diferindo dos uninucleados pela quantidade de nucleos e presenca de
estruturas nos merozoitos recém-formados, nomeadas de complexo
membranoso inferior, roptrias e condide (DANFORTH; HAMMOND, 1972;
PAKANDL et al., 1996a) (Tabela 1, adaptado de PAKANDL, 2009). Esse
estagio se desenvolve a partr de um esporozoito com organelas
caracteristicas, como pelicula de trés camadas e complexo apical conservados,
mas com divisdo nuclear e formagado inicial de merozoitos ja iniciada
(PAKANDL, 2009).

A fase de merozoito polinucleado faz parte do ciclo de vida de Eimeria
spp. de coelhos, acreditando-se que a presenca de dois tipos de merontes
reflete o dimorfismo sexual (CHEISSIN, 1967; PELLERDY; DURR; 1970).

Streun et al. (1979) propuseram que o desenvolvimento enddgeno da
linha masculina é constituida por merontes formando merozoitos polinucleados
por endomerogonia, originando microgamontes, enquanto a linha feminina é
constituida por merozoitos uninucleados por ectomerogonia, originando

macrogamontes.



Tabela 1 - Merozoitos polinucleados em coccidios de coelhos

Espécie Estagios estudados e merozoitos polinucleados encontrados Referéncia
E. coecicola CE completo; merozoitos polinucleados encontrados somente na 3% e 4* GA Pakandl et al., 1993, 1996a
E. exigua CE completo. Jelinkova et al., 2008

CE completo; merozoitos polinucleados encontrados somente quando 5* GA se desenvolve
CE completo

E. intestinalis CE completo

Provavelmente 3* GA (5 dias ap6s inoculagdo)

Provavelmente 3* GA (4 dias ap6s inoculagdo)

E. flavescens

E. magna CE completo
CE completo

CE completo

E. media CE completo
CE completo

E. perforans CE completo
E. piriformis CE completo
E. stiedai CE completo

Provavelmente ultima GA (13 dias ap6s inoculagao)
E. vejdovskyi CE completo

Norton et al., 1979
Pakandl et al., 2003; Pakandl, 2005
Licois et al., 1992
Sénaud; Cerna, 1969
Danforth; Hammond, 1972
Ryley; Robinson, 1976
Pakand] et al., 1996b
Cheissin, 1960
Pakandl, 1988
Pakandl et al., 1996¢
Streun et al., 1979
Pakandl; Jelinkova, 2006
Pellérdy; Diirr, 1970
Cern4; Sénaud, 1971
Pakandl 1988; Pakandl; Coudert, 1999

GA: Geragao assexuada.
CE: ciclo enddgeno.
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1.3 Epidemiologia e sinais clinicos

A infeccdo por Eimeria ndo ocorre em coelhos lactentes, antes de 22
dias de idade (DURR; PELLERDY, 1969; PAKANDL; HLASKOVA, 2007).
Nessa faixa etaria, os laparos ainda se alimentam de leite e comegam a ingerir
outros alimentos, como ragao e forragens, iniciando as altera¢gdes no ambiente
intestinal. A ineficiéncia de excistagao, dentre outros fatores, como a deficiéncia
de acido para-aminobenzdico no leite materno, contribuem para a resisténcia
inata aos coccidios, em mamiferos muito jovens (ROSE, 1973).

Os coelhos adultos geralmente s&do portadores assintomaticos de
Eimeria e sao uma fonte de infecgdo em potencial para os animais mais jovens,
especialmente apds o desmame (COUDERT et al., 2000; ONCEL et al., 2011).
Em coelhos com até dois meses de idade, ha alta ocorréncia de eimeriose, que
diminui ao longo de seu crescimento (ONCEL et al., 2011). Esse fato esta
relacionado a baixa imunidade e ao tipo de alimentagcao (EBTESAM, 2008); as
taxas de morbidade e de mortalidade podem ser de 90% e 60%,
respectivamente (MENG et al., 2007). A coccidiose subclinica € comum na
industria de coelhos, que ndo apresentam sinais clinicos caracteristicos, mas
podem apresentar redu¢cdo do consumo de ragéo, piora na conversao alimentar
e no ganho de peso, resultando em perdas econdmicas (JING et al., 2012).

As condigbes climaticas, tipo de alimentagcdo, higiene, manejo e
alojamento podem favorecer a ocorréncia de eimeriose, visto que na maioria
das criagbes nao existe controle parasitario preventivo (GONZALEZ-
REDONDO et al., 2008). A enfermidade clinica ocorre com mais frequéncia em
criagbes onde o manejo higiénico sanitario é deficiente (ONCEL et al., 2011),
com maior incidéncia em épocas de calor e de alta umidade, afetando
principalmente coelhos jovens (BAO et al., 2004) e quando ha condigdes ideais
para esporulacdo dos oocistos, incluindo temperatura de aproximadamente
27°C (COUDERT et al., 1995).

As espécies de Eimeria de coelhos podem ser classificadas em relagao

aos parametros clinicos, como ganho de peso, diarreia e mortalidade (LEBAS
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et al., 1986). Ha espécies nao patogénicas (E. coecicola), pouco patogénicas
(E. exigua, E. perforans, E. vejdovskyi), patogénicas (E. irresidua, E. magna, E.
media e E. piriformis) e altamente patogénicas (E. stiedai, E. intestinalis, E.
flavescens) (COUDERT et al.,, 1995; JITHENDRAN et al., 1996; PAKANDL,
2009).

As espécies predominantes na produ¢cdo comercial de coelhos s&o as
espécies patogénicas (E. magna e E. media) e as altamente patogénicas (E.
intestinalis e E. flavescens) (FAROUGOU et al., 2005; PAKANDL, 2009; JING
et al., 2012). Giorgi (1968) e Cardoso e Guimaraes Junior (1993) afirmam que a
coccidiose de localizagao hepatica, causada por E. stiedai, € a mais importante
em coelhos, devido as altas taxas de morbidade e de mortalidade, apesar de
Bhat et al. (1996) afirmarem que infecgdes por espécies intestinais sdo mais
comuns que a coccidiose hepatica.

A prevaléncia de eimeriose em paises europeus varia de 21 a 60%, na
india de 13 a 64% (CATCHPOLE; NORTON, 1979; CHANDRA; GHOSH, 1990;
GONZALEZ-REDONDO et al., 2008) e em diferentes regides da Turquia de
13,3 a 80% (CETINDAG:; BIYIKOGLU, 1997; KARAER, 2001).

A enfermidade clinica em coelhos € caracterizada por atrofia das
vilosidades intestinais, ma absorcdo de nutrientes, desequilibrio eletrolitico,
diarreia, perda de apetite, perda de peso, anemia, hipoproteinemia,
desidratacdo e, em alguns casos, alta mortalidade (BHAT et al., 1996;
COUDERT, 1976; ONCEL et al., 2011; PATTON et al., 2000; PEETERS et al.,
1981b; PEETERS et al., 1984; SANTOS, 1984), causando perdas econémicas
na produgao (DROUET-VIARD et al., 1997a), como relatado por Arnoni (1980),
em ocorréncia de 48% de mortalidade em coelhos na cidade de Pelotas, Rio
Grande do Sul, causada por E. stiedai.

Ha poucos estudos sobre eimeriose em coelhos no Brasil. Ao analisar
criagdes no norte do Parana, Cardoso e Guimaraes Junior (1993) identificaram
oito espécies de Eimeria, por meio de analise morfométrica e morfologica de
oocistos (E. coecicola, E. flavescens, E. intestinalis, E. irresidua, E. magna, E.
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media, E. perforanse, E. stiedai), sendo que E. perforans e E. coecicola

apresentaram maior ocorréncia, 36,76% e 79,78%, respectivamente.

1.4 Profilaxia

A eimeriose em coelhos é controlada principalmente pela adigdo de
drogas anticoccidianas a ragao (PAKANDL, 2009). Trés medicamentos
anticoccidianos s&o atualmente utilizados como preventivos: salinomicina
(COUDERT, 1981; KUTZER et al., 1981; LAMMLER; HEIN 1980; PEETERS et
al., 1982; SAMBETH; RAETHER, 1980; VARGA, 1982), robenidina
(COUDERT, 1978; PEETERS et al., 1979a, 1980, 1983; PEETERS; HALEN,
1980) e metichlorpindol/methylbenzoquate (COUDERT, 1978; JOYNER et al.
1983; PEETERS et al. 1979b, 1982, 1983; VARGA 1982). Essas drogas
geralmente sdo misturadas aos pellets da ragdo de coelhos, e sua
administragcao prolongada pode resultar em resisténcia a droga (COUDERT,
1989; PEETERS et al., 1988):

Desde o final de 2008, o diclazuril (VANPARIJS et al., 1989) esta
autorizado como aditivo na alimentacéo de coelhos na Franga, Italia e Espanha
(PAKANDL, 2009). No entanto, existem outras drogas preventivas que sao
eficazes contra protozoarios de coelhos, como o decoquinato (COUDERT,
1978) e a narasina (PEETERS et al., 1981a) (PAKANDL, 2009). As
sulfonamidas, como formolsulfatiazol (COUDERT, 1978), sulfadimetoxina
(COUDERT, 1981) e sulfaquinoxalina (CHAPMAN, 1948; JOYNER et al., 1983;
KUTZER et al.,, 1981), e o toltrazurii (PEETERS; GEEROMS, 1986) sé&o
utilizados principalmente para o tratamento de coccidiose clinica (PAKANDL,
2009). No entanto, o tratamento normalmente ndo é bem-sucedido quando os
sinais clinicos da coccidiose ja estdo presentes, independentemente do
farmaco utilizado (PAKANDL, 2009).
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A robenidina (JOYNER et al., 1983; PEETERS et al., 1982) é utilizada
como medicamento preventivo em ragdes de coelhos no Brasil, porém, € mais
indicada para prevencado de infeccdo por E. stiedai e nado apresenta boa
eficiéncia contra outras espécies de Eimeira (PAKANDL, 2009).

Embora os medicamentos anticoccidianos possam assegurar o controle
da coccidiose de forma relativamente confiavel e barata, seu uso ndo é bem
aceito pelos criadores de coelhos. A administragdo dessas drogas apresenta
algumas desvantagens, tais como o impacto negativo sobre o ambiente devido
a sua excrecgao pelas fezes, que poderiam ser posteriormente utilizadas como
fertilizantes, sua absorcéao intestinal pode resultar em deposi¢cao de residuos na
carne destinada ao consumo, além da possibilidade de toxicidade para os
hospedeiros. Além disso, a resisténcia aos medicamentos anticoccidianos €
observada em protozoarios de coelhos (PAKANDL, 2009).

Embora a vacinacdo contra a eimeriose seja utilizada em galinha
doméstica e a administragdo por via oral ou via spray para dispersdo de
oocistos de Eimeria em ninhos de laparos tenha demonstrado resultados
satisfatorios (DROUET-VIARD et al.,, 1997a,b), a dificuldade de sele¢cdo de
cepas adequadas ainda impossibilita o desenvolvimento de uma vacina eficaz

na prevengao da eimeriose em coelhos (PAKANDL, 2009).

2 Infecgao por Cryptosporidium

Cryptosporidium foi descrito primeiramente em trabalhos realizados com
ratos (TYZZER, 1912). A partir de 1970, quando apareceram 0s primeiros
casos de infeccao por Cryptosporidium em humanos, as pesquisas tiveram um
foco maior em pacientes imunossuprimidos (HUNTER; THOMPSON, 2005). A
criptosporidiose foi considerada a segunda causa de diarreia e morte em
criancas da Africa e Asia (STRIEPEN, 2013); em criangas de paises
desenvolvidos, representa 20% dos casos de diarreia (MOSIER; OBERST,
2000).
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2.1 Taxonomia

Cryptosporidium pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa,
subclasse Coccidia, ordem Eucoccidiorida, subordem Eimeriina e familia
Cryptosporidiidae. Apresenta ciclo monoxeno, oocisto com 4 esporozoitos,
localizagdo principalmente no trato gastrintestinal do hospedeiro e ciclo
evolutivo de localizagéo epicelular (VALIGUROVA et al., 2008).

A classificacdo de Cryptosporidium spp. € constantemente atualizada
com o uso de métodos moleculares (XIAO; FAYER, 2008; PLUTZER;
KARANIS, 2009) que, conjuntamente com estudos morfoldgicos, biolégicos ou
de especificidade por hospedeiros auxiliam na validagao das espécies descritas
(XIAO; RYAN, 2004).

2.2 Ciclo Biolégico

Apos ingestdo dos oocistos, ocorre a excistagao e liberagdo dos quatro
esporozoitos que, em todas as espécies de Cryptosporidium, se instalam na
superficie apical das células epiteliais do intestino (THOMPSON et al., 2005).
Seu desenvolvimento apresenta localizagdo epicelular, dentro de um
compartimento extracitoplasmatico, sobreposto pela membrana celular do
hospedeiro (THOMPSON et al., 2005) (Figura 4).
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FIGURA 4 - Interagdes do parasito com o hospedeiro (BARTA; THOMPSON,
2006).

Os esporozoitos se transformam em trofozoitos, que se diferenciam em
merontes (esquizontes) com seis ou oito merozoitos, originando dois ou trés
tipos de merontes, dependendo da espécie (ANGUS, 1983; FAYER, 2008;
LEVINE, 1985). Merontes do tipo | liberam de seis a oito merozoitos, que
infectam outras células e se desenvolvem em merontes do tipo | ou merontes
do tipo Il (FAYER, 2008; HIJJAW!I et al., 2004). Merozoitos de merontes do tipo
Il iniciam a gametogonia, se diferenciando em microgamontes (masculinos) e
macrogamontes (femininos) (FAYER, 2008). Os microgamontes s&o
multinucleados e cada nudcleo se torna um microgameta, que fertiliza o
macrogamonte uninucleado (FAYER, 2008) e forma zigotos com paredes
especializadas de protecdo (ANGUS, 1983), os oocistos (FAYER, 2008)
(Figura 5).
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FIGURA 5 - Representacdo do ciclo de vida do Cryptosporidium (FAYER,
2008).

2.3 Epidemiologia

2.3.1 Infecgao em humanos

Cryptosporidium spp. infecta hospedeiros vertebrados, incluindo o
homem, sendo assim uma importante zoonose (FAYER, 2010). Atualmente, ha
classificacdo de 27 espécies de Cryptosporidium e diversos gendtipos em
varios hospedeiros, incluindo anfibios, aves, mamiferos, peixes e répteis
(RYAN et al., 2014). Cryptosporidium apresenta transmissdo fecal-oral,
comumente pela ingestdo de agua e alimentos contaminados, ou por contato
direto ou indireto com fezes do hospedeiro infectado (THOMPSON et al.,
2005).

A importancia da criptosporidiose em animais domésticos nao esta

relacionada somente ao potencial zoondtico de algumas espécies de
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Cryptosporidium, mas também as perdas econbmicas que essa parasitose
promove na produc¢do animal (RAMIREZ et al., 2004); por esses motivos, a
caracterizagdo das espeécies e genotipos envolvidos em casos de
criptosporidiose é de extrema relevancia (XIAO; FENG, 2008).

Em humanos, a doenga € geralmente causada por Cryptosporidium
hominis e Cryptosporidium parvum e menos frequentemente por
Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium canis, Cryptosporidium felis,
Cryptosporidium cuniculus e, raramente, por outras espécies ou genotipos
(CACCIO et al., 2005; HUNTER et al., 2004; ROBINSON; CHALMERS, 2010).

A analise de casos em humanos em todo o mundo tem mostrado que C.
parvum e C. hominis sdo responsaveis por mais de 90% das infeccbes. A
propor¢ao da infecgdo por outras espécies ou gendtipos pode ser maior em
pacientes imunocomprometidos, embora sua distribuicdo varie de acordo com
caracteristicas geograficas e socioecondmicas especificas (XIAO; RYAN,
2008).

Individuos imunocompetentes apresentam manifestagdes clinicas que
envolvem diarreia, vdmito, febre, colica e dor de cabeca (CHEN et al., 2002;
FARTHING, 2000). Em grupos de risco como criangas, idosos e em pessoas
imunossuprimidas, a infeccao pode ser cronica e fatal (CACCIO; POZIO, 2006;
CHALMERS; DAVIES, 2010).

C. cuniculus foi reconhecido no Reino Unido como uma importante
causa de infecgdo intestinal no homem (ROBINSON et al., 2008), quando
houve contaminagdo com oocistos presentes em fezes de um coelho que teve
acesso a um reservatorio de agua, causando diarreia em 29 pessoas
(PULESTON et al., 2014). C. cuniculus é considerado como um patdégeno
emergente para humanos (CHALMERS et al., 2009), sendo a terceira espécie
mais frequente em infeccbes em humanos no Reino Unido, depois de C.
parvum e C. hominis (CHALMERS et al., 2011).
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2.3.2 Infecgao em coelhos

A primeira descrigdo de infecgdo natural por Cryptosporidium em
coelhos foi relatada por Inman e Takeuchi (1979), porém, sem classificacdo da
espécie. Em coelhos, ja foi identificada infeccdo natural somente por C.
cuniculus, no entanto, eles sdo susceptiveis a infeccao experimental por duas
espécies zoondticas: C. parvum e C. meleagridis (ROBINSON; CHALMERS,
2010).

O periodo pré-patente da infecgao por C. cuniculus pode variar de quatro
a sete dias e o periodo patente dura sete dias (ROBINSON et al., 2010). Os
unicos hospedeiros conhecidos de C. cuniculus sao o homem e o coelho
(HADFIELD; CHALMERS, 2012), porém, ha poucos estudos relacionados a
prevaléncia de infeccdo por essa espécie no homem ou em animais
(CHALMERS et al., 2011; NOLAN et al., 2010; ROBINSON et al., 2010; SHI et
al., 2010).

Ainda ndo ha definigdo sobre a importancia de C. cuniculus como agente
de enfermidade clinica em coelhos. Cryptosporidium sp. associado a diarreia
em coelho pode ocorrer no periodo pés desmame devido ao estresse
ocasionado pela separagédo da mae, transporte para gaiolas de alojamento
coletivo e mudanca da alimentacao (KAUPKE et al., 2014).

Os sinais clinicos de criptosporidiose em coelhos sdo mais severos entre
30 e 40 dias de idade, e a ocorréncia de Cryptosporidium sp. apos 50 dias de
idade diminui significativamente. As fontes de infec¢ao para coelhos jovens séo
as maes, que parecem excretar oocistos esporadicamente pouco antes do
parto e varios dias ap6s o parto (PAVLASEK et al., 1996; ROBINSON;
CHALMERS, 2010).

O gene da glicoproteina GP60 ¢é utilizado para realizar a classificagao
molecular de C. cuniculus, com o objetivo de relacionar a presenga de subtipos
genéticos dessa espécie a caracteristicas epidemiolégicas e clinicas desta
infeccao. Em coelhos, ja foi relatada a presencga de subtipos das familias Va e
Vb (CHALMERS et al.,, 2009). Sete subtipos Va e 13 subtipos Vb foram
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encontrados em coelhos selvagens e domésticos, mas sem associagcdo com
diarreia (CHALMERS et al., 2009; NOLAN et al., 2010; ROBINSON et al., 2010;
SHI et al., 2010; ZHANG et al., 2012). O subtipo Va é o mais encontrado em
humanos e em amostras de agua; ocasionalmente é encontrado em coelhos. O
subtipo Vb é encontrado mais em coelhos, mas também foi encontrado em
humanos (CHALMERS et al., 2009; NOLAN et al., 2010; ROBINSON et al.,
2010; SHI et al., 2010; ZHANG et al., 2012). A importancia de se definir os
diferentes subtipos reside no fato de que existem diferengas clinicas e na
viruléncia entre os subtipos de diferentes espécies (FENG et al., 2012).

Em coelhos selvagens da Australia, Nolan et al. (2010) encontraram
6,8% (12/176) de infecgéo para os subtipos VbA23R3 e VbA26R4. SHIIBASHI
et al. (2006) encontraram indices de prevaléncia de Cryptosporidium de 19%
(13/66) e 3,3% (1/30), respectivamente em coelhos de estimagdo com e sem
diarreia; todos os animais que apresentavam diarreia vieram a 6bito. Na China,
SHI et al. (2010) relataram a presenca dos subtipos VbA29, VbA35 e VbA36 de
C. cuniculus em 3,4% (37/1081) das amostras fecais. Esses resultados
evidenciam a provavel participagdo dos coelhos na epidemiologia da
criptosporidiose humana.

Existem poucos trabalhos publicados sobre Cryptosporidium e Eimeria
em coelhos no Brasil, particularmente sobre sua caracterizagdo molecular. Em
decorréncia da escassez de literatura relacionada a uma espécie animal que
tem importancia crescente como animal doméstico e como uma espécie de
interesse zootécnico, pesquisas sdo necessarias visando ao esclarecimento de
aspectos relacionados a epidemiologia, sinais clinicos e etiologia de infec¢des
por Cryptosporidium e Eimeria nessa espécie animal.

O objetivo do trabalho foi verificar a ocorréncia de infecgdo por Eimeria
spp. e Cryptosporidium spp. em amostras fecais de coelhos em granjas
brasileiras, realizar sua classificacdo molecular para determinacdo das
espécies e subtipos do parasito e relacionar a presenca dos parasitos as

condi¢des de manejo e as diferentes categorias de animais.
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CAPITULO 2 - CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE Cryptosporidium
spp. EM CRIAGOES COMERCIAIS BRASILEIRAS DE COELHOS

RESUMO - A criptosporidiose € uma importante zoonose que pode ser
transmitida por meio de alimentos, agua de bebida e por contato com animais e
pessoas infectadas. Além disso, doenga clinica ou subclinica é frequente em
diversas espécies de animais, incluindo coelhos domésticos. O objetivo deste
estudo foi determinar a ocorréncia de Cryptosporidium spp., realizar sua
classificagdo molecular e relacionar a presenca do parasito as diferentes
categorias animais em criagdes brasileiras de coelhos, por meio da analise de
amostras fecais de coelhos de 21 granjas localizadas nos estados de Minas
Gerais, Mato Grosso do Sul, Pernambuco, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande
do Sul e S&o Paulo. Quinhentas e catorze amostras de fezes foram colhidas e
armazenadas a solugédo de dicromato de potassio 5%. Os oocistos foram
purificados por centrifugo-flutuagdo em solugao de Sheather e visualizados por
microscopia utilizando a coloragdo negativa com verde malaquita. Cinquenta e
cinco amostras foram submetidas a reacdo em cadeia pela polimerase e
sequenciamento de fragmentos amplificados, referentes aos genes da
subunidade 18S do rRNA e da glicloproteina GP60, visando a caracterizagao
molecular de Cryptosporidium spp.. Oito amostras foram positivas para
Cryptosporidium spp. pela microscopia (1,56%; 8/514) e sete foram positivas
pela PCR (12,73%; 7/55). Pela analise molecular foi possivel identificar
Cryptosporidium cuniculus (18S rRNA) e C. cuniculus subtipo VbA21 (gp60) em

coelhos jovens e matrizes.

Palavras-Chave: Brasil, coccidiose, classificacao molecular, PCR, subtipo.
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ABSTRACT - Cryptosporidiosis is an important zoonotic disease that can be
transmitted via water, food and contact with infected animals and people.
Furthermore, clinical and subclinical disease occur in many animal species,
including the domestic rabbit. The objective of this study was to determine the
occurrence of Cryptosporidium spp., perform its molecular classification and
correlate the presence of the parasite to the different animal categories in
Brazilian rabbits farms. A total of 514 fecal samples from 21 rabbits farms
located in the states of Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Pernambuco,
Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul and Sdo Paulo were collected and
stored at 5% potassium dichromate. Fecal samples were purified by centrifugal-
flotation in Sheather solution and screened for Cryptosporidium spp. oocysts
using the negative malachite green staining. Aiming the molecular
characterization of Cryptosporidium spp., nested PCR targeting the 18S rRNA
gene and gp60 gene followed by sequencing of amplified fragments were
accomplished in 55 samples. Eight samples were positive for Cryptosporidium
spp. by microscopy (1.56%; 8/514) and seven samples were positive by PCR
(12.73%; 7/55). Molecular analysis revealed Cryptosporidium cuniculus for the
18S rRNA gene and C. cuniculus subtype VbA21 for the gp60 gene in kits and

does.

Keywords: Brazil, Cryptosporidium, molecular classification, rabbits, subtype.
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Introducgao

Cryptosporidium é um protozoario apicomplexa, que acomete seres
humanos e animais, e esta associado a sinais clinicos relacionados ao sistema
gastrintestinal, na dependéncia da idade e estado de saude do hospedeiro, da
espécie do parasito e da dose infectante (XIAO; FAYER, 2008).

Na Africa e na Asia, a criptosporidiose foi considerada a segunda maior
causa de diarreia e morte em criangas com menos de cinco anos de idade
(STRIEPEN, 2013), sendo responsavel por 20% das causas de diarréia em
criangas de paises em desenvolvimento (MOSIER; OBERST, 2000) e por
748.000 casos anuais de diarreia nos Estados Unidos (SCALLAN et al., 2011).

Aproximadamente 20 espécies e diversos genaotipos de Cryptosporidium
ja foram encontrados em humanos, incluindo C. hominis, C. parvum, C.
meleagridis, C. felis, C. canis, C. cuniculus, C. ubiquitum,C. viatorum, C. muris,
C. suis, C. fayeri, C. andersoni, C. bovis, C. scrofarum, C. tyzzeri, C. erinacei e
0s gendtipos cavalo, gamba, macaco e esquilo | (CAMA et al., 2003; FAYER,
2010; FENG et al.,, 2007; LIU et al.,, 2014; PLUTZER; KARANIS, 2009;
ROBINSON et al., 2008; XIAO et al., 2004; XIAO, 2010; XIAO; FAYER, 2008).

Os coelhos eram considerados como o unico hospedeiro de C.
cuniculus, até o surto de criptosporidiose em humanos ocorrido no Reino Unido
(CHALMERS et al., 2009). A crescente aquisicdo de coelhos como animais de
estimacdo enfatiza a necessidade de monitoramento de infeccbes por
Cryptosporidium e sua importancia em saude publica (SHIIBASHI et al., 2006).
Os coelhos também podem ser infectados por C. parvum e C. meleagridis, que
também sao espécies consideradas patogénicas para humanos (DUSZYNSKI;
COUCH, 2013).

Nos coelhos, a infecgdo por Cryptosporidium muitas vezes nédo é
detectada devido a baixa prevaléncia e ao fato de que a infeccao muitas vezes
€ subclinica (SHI et al.,, 2010; ZHANG et al., 2012). No entanto, quando
submetidos a condi¢des estressantes, coelhos portadores de Cryptosporidium

podem desenvolver diarréia, cuja gravidade vai depender da idade,
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alimentacdo e estado imunologico dos animais (KAUPKE et al., 2014). A
diarréia associada a criptosporidiose pode resultar em mortalidade e ocorre
principalmente no periodo pos-desmame, quando ha estresse associado a
separagao da mae, transporte para gaiolas de engorda e mudanga de
alimentacao (KAUPKE et al., 2014; SHIIBASHI et al., 2006).

No Brasil, ndo ha trabalhos relacionados a caracterizacdo molecular de
Cryptosporidium em coelhos. Em outros paises, ha diversos relatos de
identificacdo de C. cuniculus e de seus subtipos relacionados ao gene da
glicoproteina GP60 (CHALMERS et al., 2009; KAUPKE et al., 2014; NOLAN et
al., 2010; RYAN et al., 2003; SHI et al., 2010; ZHANG et al., 2012).

Este trabalho visou a determinagdo da ocorréncia de Cryptosporidium
spp. em amostras fecais de coelhos em granjas brasileiras, sua caracterizagao
molecular para determinacio da espécie e do subtipo do parasito e relacionar a
presenga do parasito as diferentes categorias animais em criagdes brasileiras

de coelhos.

Material e Métodos

Colheita e Processamento das Amostras Fecais

As amostras fecais foram colhidas em 21 criagdes comerciais de
coelhos, que tem como objetivo a comercializacdo de animais de estimacéo,
para pesquisa, abate para consumo ou reproducdo. As criagdes se localizam
nos municipios de Bambui (MG), Sado Jodo Batista da Gléria (MG), Campo
Grande (MS), Jaboatdo dos Guararapes (PE), Curitiba (PR), Teresépolis (RJ),
Eldorado do Sul (RS), Porto Alegre (RS), Santa Maria (RS), Aragatuba (SP),
Araraquara (SP), Botucatu (SP), Campinas (SP), Guariba (SP), Jaboticabal
(SP), Praddpolis (SP), Ribeirdo Pires (SP) e Ribeirao Preto (SP).

Foram colhidas 514 amostras constituidas por aproximadamente 30 g de

fezes, diretamente no interior das gaiolas, no piso embaixo das gaiolas ou em
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bandejas coletoras localizadas embaixo das gaiolas, e armazenadas em
frascos de plastico contendo dicromato de potassio 5%, a 4° C.

As amostras foram classificadas de acordo com a idade, sexo e estado
reprodutivo dos animais: fémeas vazias, fémeas gestantes, fémeas lactantes,
filhotes de 31 a 50 dias de idade, filhotes de 51 a 80 dias de idade e machos
adultos. As amostras de filhotes foram constituidas por um pool de amostras
fecais referentes a varios animais alojados em uma mesma gaiola, enquanto
que as amostras de coelhos adultos foram individuais.

As amostras fecais foram coadas em peneira de plastico descartavel e
submetidas a concentracdo e purificagdo por centrifugo-flutuagdo em solugéo
de Sheather acrescida com 0,1% de Tween 20. O sedimento resultante do
processo de purificacdo foi diluido em solugdo salina fosfatada (PBS) com
antibidticos (100 U penicilina/ml + 100 pg gentamicina/ml + 100 pg

estreptomicina/mL + 0,25 ug anfotericina B/mL) e armazenado a 4° C.

Exame Microscopico

A pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp. foi realizada no
sedimento resultante do processo de purificacdo das 514 amostras, utilizando a

coloragao negativa com verde malaquita (ELLIOT et al., 1999).

Extragdo do DNA

Os microtubos contendo o sedimento resultante da purificacdo foram
centrifugados a 12.000 g, por 3 minutos, com descarte do sobrenadante. O
sedimento foi diluido em 600 uL de tampdo L1 (24g de isotiocianato de
guanidina; 20 mL de Tris-HCL 0,1M pH 6,4; 4,4 mL de EDTA 0,2M pH 8,0; 0,5
mL de triton X-100 e polivinilpirrolidona 1%). Apds adi¢ao de 20 pL de alcool

isoamilico e 200 mg de pérolas de vidro de 0,45 pm, o microtubo foi submetido



50

a agitagdo por 2 minutos, em velocidade maxima, no Mini-Beadbeater
(Biospec), com incubagao a 60°C por 2 horas e agitacédo periodica a 1.000 rpm
por 5 segundos, a cada 5 minutos, e centrifugacédo a 12.000 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi homogeneizado com 300 pL de isopropanol e transferido para
uma coluna de silica (Zymo-Spin™ IIIC — Thermo Scientific) previamente
inserida em um tubo coletor de 2 mL. O tubo foi centrifugado a 16.100 g por um
minuto, com descarte da solugédo. 600 uL de tampéo L2 (24 g de tiocianato de
guanidina; 20 mL de 0,1M Tris-HCL pH 6,4; 4,4 mL de EDTA 0,2M pH 8,0)
foram adicionados a coluna de silica, com centrifugagdo a 16.100 g, por um
minuto, e descarte da solugdo. 600 pL de tampao L3 (etanol 70% em solugdo
de NaCl 10mM, Tris-HCL 10mM e EDTA 0,5mM, pH 7,5) foram adicionados por
duas vezes seguidas, com centrifugacdo a 16.100 g por um minuto e descarte
da solucédo do microtubo. Apds transferéncia da coluna de silica para um tubo
de 1,5 mL, 50 pyL de solucdo de eluicao (Tris 10mM, EDTA 0,5mM, pH 9),
previamente aquecida a 56°C, foi adicionada a coluna de silica, com
centrifugacédo a 16.100 g por um minuto, colheita do DNA eluido na coluna de

silica e armazenamento do DNA a -20°C.

PCR e sequenciamento

Para identificacdo da espécie de Cryptosporidium, 55 amostras foram
selecionadas, incluindo as positivas pela microscopia, de forma que cada
categoria de animais fosse representada, para realizagdo da nested PCR
(nPCR) seguida de sequenciamento dos fragmentos amplificados (nPCR/S).
Dessa forma, foram selecionadas amostras correspondentes a: cinco fémeas
vazias, 10 fémeas gestantes, 12 fémeas lactantes, 14 filhotes de 31 a 50 dias,
oito filhotes de 51 a 80 dias e seis machos adultos.

A nPCR foi realizada para amplificacdo de fragmentos do gene da
subunidade 18S do RNA ribossémico (18S rRNA), com os oligonucleotidos
iniciadores 5" TTC TAG AGC TAATACATGCG 3 e 5 CCCATTTCC TTC
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GAA ACA GGA 3’ para a reagao primaria (1325 pb) e 5 GGA AGG GTT GTA
TTT ATT AGATAAAG 3 e 5 AAG GAG TAA GGA ACAACC TCC A3’ para
a reagao secundaria (826-840 pb) (XIAO et al., 2000), nas seguintes condi¢des
de reacao: preparacgao de 25 pL de solugédo contendo 2,5 pL de tampéo para
PCR 10 x, 2,0 mM MgCl, 0,5 U de Tag DNA polimerase, 200 uM de cada
desoxiribonucleotideo, 100 nM de cada oligonucleotideo iniciador e 2,5 yL de
DNA alvo. As amostras foram submetidas a desnaturagao inicial do DNA a
94°C por 3 minutos, seguida de 39 ciclos, cada um consistindo em
desnaturacao a 94°C por 45 s, 45 s de anelamento a 55°C e 60 s de extensao
a 72°C, com extenséo final a 72°C por 7 min.

Visando a subtipagem de C. cuniculus, as amostras positivas pela
NPCR/S para o gene 18S rRNA foram submetidas a nPCR/S para amplificacao
e sequenciamento de fragmento parcial do gene da glicoproteina GP60,
utilizando os oligonucleotideos iniciadores 5° ATAGTCTCCGCTGTATTC 3’
e 5° GGAAGGAACGATGTATCT 3’ para a reagao primaria (909 bp) e 5
TCCGCTGTATTCTCAGCC 3 e 5 GCAGAGGAACCAGCATC 3° para a
reacao secundaria (875 pb) (ALVES et al., 2003).

Como controle positivo da nPCR foram utilizados DNA gendmico de
Cryptosporidium serpentis (18S rRNA) e de C. parvum (GP60). Agua ultrapura
foi utilizada como controle negativo. Os fragmentos amplificados foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de
etidio.

Os fragmentos resultantes da nPCR para os dois genes foram
purificados utilizando-se o QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) e submetidos
ao sequenciamento bidirecional no Centro de Sequenciamento e Gendmica
Funcional da UNESP, Campus de Jaboticabal, utilizando o “ABI Prism® Dye
Terminator 3.1” (Applied Biosystems), em sequenciador automatico ABI
3730XL (Applied Biosystems).

A determinacdo da sequéncia consenso foi realizada por meio do
software Codoncode Aligner v. 1.5.2. (CodonCode Corporation). Somente

foram considerados nucleotideos com valores de qualidade de sequenciamento
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maior ou igual a 20. Apds determinagdo da sequéncia consenso dos
fragmentos amplificados por PCR, elas foram alinhadas com auxilio dos
programas Clustal W (THOMPSON et al., 1997) e BioEdit Sequence Alignment
Editor (HALL, 1999), tomando-se como base sequéncias homodlogas
disponiveis no GenBank.

A anadlise estatistica descritiva foi efetuada para avaliacdo dos

resultados.

Resultados e Discussao

Pela microscopia e pela nPCR foi observada positividade para
Cryptosporidium spp. de 1,56% (8/514) e 12,73% (7/55), respectivamente.
Dentre as amostras positivas pela microscopia, sete foram positivas pela
nPCR. Positividade para Cryptosporidium foi encontrada em cinco granjas,
sendo trés em amostras de filhotes de coelhos entre 31 e 50 dias, nas cidades
de Campo Grande, Curitiba e Ribeirdao Preto, duas de filhotes entre 51 e 80
dias, em Jaboticabal, uma de uma fémea gestante e uma em uma fémea
lactante, em Ribeirdo Preto (Tabela 1). A analise molecular revelou C.
cuniculus para o gene 18S rRNA e C. cuniculus subtipo VbA21 para o gene

GP60, com 100% de similaridade genética para ambos os genes.

Tabela 1 - Identificagdo das amostras positivas pela nPCR em relagdo a
categoria animal

Categoria % (positivas/total)
Fémea vazia 0 (0/5)
Fémea gestante 10 (1/10)
Fémea lactante 8,33 (1/12)
Filhote 31-50 dias 21,43 (3/14)
Filhote 51-80 dias 25 (2/8)

Machos 0 (0/6)
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A criptosporidiose em coelhos geralmente se caracteriza por auséncia
de sinais clinicos e baixo numero de oocistos em fezes (COX et al., 2005;
INMAN; TAKEUCHI, 1979; PAVLASEK et al, 1996; PEETERS, 1988;
SHIIBASHI et al., 2006). A criptosporidiose clinica ocorre com mais
frequéncia em coelhos entre 30 e 40 dias de idade e a fonte de infecgao para
os coelhos jovens s&o as mées que excretam oocistos pouco antes do parto e
varios dias depois do parto (PAVLASEK et al., 1996). Esses fatores podem
explicar a ocorréncia de C. cuniculus apenas em filhotes e em fémeas
gestantes e lactantes, como ocorrido no presente estudo.

Ocorréncia semelhante a encontrada neste trabalho (1,56%; 8/514) foi
observada no unico trabalho desenvolvido no Brasil (1,66%; 2/120), utilizando o
exame microscopico para pesquisa de Cryptosporidium spp. em coelhos, no
Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2006).

Em outros paises, os valores de ocorréncia de Cryptosporidium em
coelhos também sao semelhantes ao encontrado neste estudo, porém com
identificacdo de outros subtipos (CHALMERS et al., 2009; NOLAN et al., 2010;
SHI et al.,, 2010;). Zhang et al. (2012) relataram a presenca dos subtipos
VbA21e VbA32 e prevaléncia de Cryptosporidium spp., pela microscopia, de
2,38% (9/378). Shi et al. (2010) relataram prevaléncia de 3,4% (37/1081) na
China, sendo de 10,9% (27/249) para coelhos jovens e de 0,92% (7/761) para
coelhos adultos. Neste trabalho, ocorréncia de 22,73% (5/22) foi encontrada
para os coelhos jovens e de 5,71% (2/35) para coelhos adultos. Ocorréncia
mais alta em coelhos jovens (19,7%; 13/66) também foi identificada no Japao,
por Shiibashi et al. (2006).

O subtipo VbA21 encontrado neste trabalho também foi encontrado por
Zhang et al. (2012) em granjas de coelhos na China. No entanto, ndo ha relatos
quanto a infeccao pelo subtipo VbA21 em humanos, apesar de outros subtipos
de C. cuniculus terem sido relatados em humanos: os subtipos VaA9, VaA11,
VaA18, VaA19, VaA21, VaA22, VaA23, VaA32, VbA20, VbA22, VbA25,
VbA26,VbA28, VbA29,VbA30, VbA32, VbA33, VbA34, VbA36,VbA37 (BOUZID
et al., 2010; CHALMERS et al., 2009; ROBINSON; CHALMERS, 2010).
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Neste trabalho, foi demonstrado que C. cuniculus subtipo VbA21 esta
presente em criacbes de coelhos no Brasil, em fémeas gestantes, fémeas
lactantes e em filhotes. Apesar da ocorréncia de infecgéo por C. cuniculus em
criacbes brasileiras de coelhos pesquisadas neste experimento ser baixa e
semelhante a observada em outros paises, a possibilidade de transmissao de
um agente zoonotico para o homem deve ser considerada, particularmente em
pessoas que apresentam contado direto ou indireto com coelhos domésticos.
Por outro lado, a infecgao por C. cuniculus deve ser considerada no diagndstico
diferencial de enfermidade clinica relacionada ao sistema gastrintestinal em

coelhos domésticos.
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CAPITULO 3 — CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE Eimeria spp. EM
CRIAGOES BRASILEIRAS DE COELHOS

RESUMO - A eimeriose € a enfermidade parasitaria mais importante em
coelhos, que sao hospedeiros de 11 espécies de Eimeria. Ha relatos de alta
mortalidade em criagbes industriais de coelhos, relacionada a presenga de
infeccdes unicas ou multiplas por Eimeria spp.. O objetivo desta pesquisa foi
verificar a ocorréncia de Eimeria spp. em amostras fecais de mini coelhos e de
coelhos de corte de diferentes idades, realizar sua classificagdo molecular e
relacionar a presenca do parasito as diferentes categorias de animais, em
criagcdes brasileiras. Amostras fecais (n = 514) foram colhidas de 21 criagdes
de coelhos nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Pernambuco,
Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sao Paulo e examinadas por meio
de microscopia, para visualizagcdo de oocistos de Eimeria spp.. Cinquenta e
cinco amostras positivas pela microscopia foram submetidas a reagcdo em
cadeia pela polimerase (PCR) para amplificagdo de fragmento parcial da regido
ITS1 do gene do rRNA, para identificagdo espécie-especifica. A microscopia
revelou positividade de 19,45% (100/514). A PCR realizada em 55 amostras
positivas pela microscopia possibilitou a identificagdo de E. exigua (14,5%), E.
flavescens (61,8%), E. intestinalis (16,36%), E. irresidua (16,4%), E. magna
(50,9%), E. media (3,6%), E. perforans (36,4%), E. piriformis (20,0%), E. stiedai
(7,3%) e E. vejdovskyi (7,3%). Maior positividade foi observada em mini
coelhos 33,17% (69/208), coelhos jovens 46,67% (35/75) e em fémeas
lactantes 24,47% (23/94). Amostras fecais provenientes de granjas que
utilizam vassoura de fogo como técnica de desinfeccdo apresentaram menor

ocorréncia de Eimeria.

Palavras-chave: coccidiose, cunicultura, eimeriose, microscopia.
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ABSTRACT - The eimeriosis is the most important parasitic disease in rabbits.
There are 11 valid Eimeria species infecting rabbits. There are several reports
of high mortality in rabbits farms, in many cases related to the presence of
single or multiple infections with Eimeria spp.. The objective of this research
was to verify the occurrence of Eimeria spp. in fecal samples of mini rabbits and
meat rabbits of different ages, accomplish the its molecular classification and
correlate the presence of the parasite to the different animal categories, in
Brazilian rabbits farms. Fecal samples (n = 514) were collected from 21 rabbits
farms in the states of Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Pernambuco, Parana,
Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul and S&o Paulo, and screened for Eimeria
spp. oocysts using microscopy. Fifty-five samples positive by microscopy were
subjected to species-specific polymerase chain reaction (PCR) targeting the
ITS1 rRNA gene aiming Eimeria species identification. Microscopy revealed
positivity in 19.45% (100/514) of the samples. The species-specific PCR
enabled the identification of E. exigua (14.5%), E. flavescens (61.8%), E.
intestinalis (16.3%), E. irresidua (16.4%), E. magna (50.9%), E. media E (3.6%),
E. perforans (36.4%), E. piriformis (20.0%), E. stiedai (7.3%) and E. vejdovskyi
(7.3%). Higher positivity was observed in mini rabbits (33.17%; 69/208), young
rabbits (46.67%; 35/75) and lactating females (24.47%; 23/94). Fecal samples
from farms that use fire broom as disinfection technique showed lower

occurrence of Eimeria.

Keywords: Brazil, coccidiosis, Eimeria, microscopy, rabbit production.
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Introducgao

A coccidiose em coelhos € causada por protozoarios do género Eimeria,
€ responsavel por alta morbidade e mortalidade e, consequentemente, por
perdas econdmicas (BHAT et al., 1996; DKHIL et al., 2013; DROUET-VIARD et
al,, 1997; ONCEL et al., 2011; RAZAVI et al., 2010; YAN et al., 2013). Os
filhotes sdo mais susceptiveis a eimeriose, no entanto, os adultos infectados
sdo portadores e fonte de infecgdo para outros animais (COUDERT et al.,
2000; ONCEL et al., 2011).

Os sinais clinicos da eimeriose em coelhos sao diarreia, perda de
apetite, perda de peso, desidratacdo, septicemia secundaria e Obito
(COUDERT, 1976; PATTON et al., 2000; PEETERS et al., 1984; SANTOS,
1984; VITOVEC; PAKANDL, 1989). E comum os coelhos apresentarem
coccidiose subclinica, caracterizada por redu¢éao do consumo de ragao, piora
na conversao alimentar e no desempenho, resultando em perdas econémicas
para a cunicultura (JING et al., 2012).

Onze espécies de Eimeria infectam coelhos: E. coecicola, E. flavescens,
E. intestinalis, E. irresidua, E. exigua, E. magna, E. media, E. perforans, E.
piriformis, E. stiedai e E. vejdovskyi (KVICEROVA et al., 2008; LICOIS, 2009;
PAKANDL, 2009). A identificagdo das espécies comumente é realizada por
meio de analise morfologica e morfométrica de oocistos, esporocistos e
esporozoitos (EI-SHAHAWI et al.,, 2012; LI et al.,, 2010). No entanto, ha
sobreposicdao de dados morfolégicos e morfométricos entre as diferentes
espécies, o que dificulta sua identificacdo precisa somente por microscopia
(LICOIS, 2004; LONG; JOYNER, 1984; OLIVEIRA et al., 2011). Dessa forma,
técnicas moleculares foram desenvolvidas como método de deteccdo e
identificacdo de Eimeria spp. em coelhos (NIEPCERON et al., 2009; OLIVEIRA
et al., 2011; SU et al., 2003), visto que existem diferencas quanto a

patogenicidade entre as espécies do parasito.
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Existem poucos trabalhos utilizando técnicas de biologia molecular para
identificacdo das espécies de Eimeria em coelhos, sendo este o primeiro
trabalho realizado no Brasil.

O objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia de infecgao por
Eimeria spp., realizar a classificagdo molecular da espécie do parasito e
relacionar a presenga de infecgdo por Eimeria spp. com as diferentes

categorias animais, em criag¢des brasileiras de coelhos.

Material e Métodos

Colheita e microscopia das amostras fecais

Amostras fecais de coelhos foram colhidas em criagcbes comerciais
brasileiras destinadas a venda como animais de estimacao, pesquisa, abate,
matrizes e filhotes, sendo animais abaixo ou acima de quatro meses de idade
considerados como jovens ou adultos, respectivamente.

Um total de 514 amostras foram coletadas em 21 granjas, no interior das
gaiolas, no piso ou em bandejas coletoras localizadas embaixo das gaiolas.
Cada amostra, constituida por aproximadamente 30g de fezes, foi coletada em
frascos plasticos e armazenada em dicromato de potassio 5%.

As criagdes se localizam nos municipios de Bambui (MG), Sao Joao
Batista da Gléria (MG), Campo Grande (MS), Jaboatdo dos Guararapes (PE),
Curitiba (PR), Teresopolis (RJ), Eldorado do Sul (RS), Porto Alegre (RS), Santa
Maria (RS), Aracatuba (SP), Araraquara (SP), Botucatu (SP), Campinas (SP),
Guariba (SP), Jaboticabal (SP), Praddpolis (SP), Ribeirdo Pires (SP) e Ribeirao
Preto (SP).

As amostras foram colhidas em diferentes categorias, de acordo com o
tipo de criagao, idade, sexo e fase reprodutiva, como descrito a seguir: fémea

vazia, fémea vazia mini coelho, fémea gestante, fémea gestante mini coelho,
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fémea lactante, fémea lactante mini coelho, filhotes de 31 a 50 dias de idade,
filhotes de mini coelhos de 31 a 50 dias de idade, filhotes de 51 a 80 dias de
idade, macho adulto e macho mini coelho. As amostras de coelhos de 31 a 50
dias foram constituidas por um pool de amostras fecais referentes a varios
animais alojados em uma mesma gaiola, enquanto que as amostras de coelhos
adultos foram individuais.

As amostras foram mantidas por 48 h em frasco aberto, em temperatura
ambiente, para aeragdo e esporulacdo dos oocistos de Eimeria, e
posteriormente coadas e centrifugadas a 2.000 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento diluido em solugdo de Sheather e
centrifugado a 800 g por 10 minutos. Dez mL do sobrenadante foram
homogeneizados com 40 mL de Tween 20 0,1%, seguindo-se centrifugagao
por 10 minutos, a 2.000 g, com posterior descarte do sobrenadante e
transferéncia de 2 mL do sedimento para um microtubo de 2 mL, para lavagem
por centrifugagao, a 2.000 g, por 3 minutos, até retirada total do dicromato de
potassio. O sedimento resultante foi diluido em solugéo salina fosfatada (PBS)
com antibidticos (100 U penicilina/mL + 100 pg gentamicina/mL + 100 ug

estreptomicina/mL + 0,25 ug anfotericina B/mL) e armazenado a 4° C.

Exame Microscopico

A pesquisa de oocistos de Eimeria foi realizada no sedimento resultante
do processo de purificacdo das 514 amostras.

A avaliacdo semiquantitativa da presenca de oocistos seguiu a seguinte
nomenclatura: negativo, 0; grau 1, de 1 a 10 oocistos na lamina; grau 2, de 1 a
5 oocistos por campo em objetiva de 20x; grau 3, de 5 a 20 oocistos por campo
em objetiva de 20x; e grau 4, acima de 21 oocistos por campo em obijetiva de
20x (FERES et al., 2009).
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Extracdo do DNA

Com o objetivo de identificar as espécies de Eimeria, amostras positivas
a microscopia foram selecionadas de modo a realizar a reagao em cadeia pela
polimerase (PCR) em amostras representativas de todas as granjas, estado
reprodutivo e faixas etarias. Dessa forma, foram selecionadas de 20 a 100%
das amostras positivas pela microscopia, em cada categoria, 0 que resultou um
total de 55 amostras para exame pela PCR: trés fémeas vazias, duas fémeas
vazias de mini coelho, cinco fémeas gestantes, cinco fémeas gestantes de mini
coelho, cinco fémeas lactantes, sete fémeas lactantes de mini coelho, cinco
machos, um macho de mini coelho, trés filhotes de 31 a 50 dias, 11 filhotes de
31 a 50 dias de mini coelho e oito filhotes de 51 a 80 dias.

As amostras foram centrifugadas a 12.000 g, por 3 minutos, e o
sobrenadante  foi descartado. O  sedimento, correspondente a
aproximadamente 100 mg, foi diluido em 600 uL de tampdo L1 (24g de
tiocianato de guanidina; 20 mL de Tris-HCL 0,1M pH 6,4; 4,4 mL de EDTA
0,2M pH 8,0; 0,5 mL de triton X-100 e polivinilpirrolidona 1%), adicionado com
20 pL de isopropanol e 200 mg de pérolas de vidro (0,45 um) e submetido a
agitacdo em velocidade maxima, por 2 minutos, em Mini-BeadBeater
(Biospec®). O microtubo foi incubado a 60°C por 2 horas, com agitacao
periodica a 1.000 rpm, por 5 segundos, a cada 5 minutos, seguindo-se
centrifugacédo do microtubo a 12.000 g, por 5 minutos. O sobrenadante foi
homogeneizado com 300 uL de isopropanol e o conteudo transferido para uma
coluna de silica (Zymo-Spin™ IlIC — Thermo Scientific) e centrifugado a 16.100
g, por um minuto, com descarte da solu¢gao do microtubo. 600 yL de tampéo L2
(24 g de tiocianato de guanidina; 20 mL de 0,1M Tris-HCL pH 6,4; 4,4 mL de
EDTA 0,2M pH 8,0) foram adicionados e centrifugados a 16.100 g, por um
minuto, com descarte da solugdo do microtubo. 600uL do tampao L3 (etanol
70% em solugao de NaCl 10mM, Tris-HCL 10mM e EDTA 0,5mM, pH 7,5)
foram adicionados por duas vezes seguidas, com centrifugacéo a 16.100 g, por

um minuto, e descarte da solucdo do microtubo. Apés transferéncia da coluna
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de silica para um tubo de 1,5 mL, 50 pL de solucédo de eluicdo (Tris 10mM,
EDTA 0,5mM, pH 9), previamente aquecida a 56°C, foi adicionada e o tubo foi
centrifugado a 16.100 g, por um minuto, com colheita do DNA eluido da coluna

de silica e armazenamento a -20°C.

Reacédo em cadeia pela polimerase

Inicialmente, foi realizada a PCR género-especifica para determinagao
presuntiva de quais oligonucleotideos iniciadores seriam utilizados na PCR
espécie-especifica, a partir da analise do tamanho do fragmento amplificado
(Figura 1). A PCR género-especifica foi realizada utilizando oligonucleotideos
iniciadores para amplificacdo de fragmento parcial da regido espacadora
interna (ITS1) do gene do rRNA, ITS1-F 5’ GGGAAGTTGCGTAAATAGAS e
ITS1-R 5°CTGCGTCCTTCATCGAT 3" (OLIVEIRA et al., 2011). As condigbes
do ciclo compreenderam uma desnaturagao inicial por 5 min a 95°C, 30 ciclos
de 45 s a 95°C, 45 s a 54°C e 1 min a 72°C, e extensao final por 7 min a 72°C.
Os fragmentos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 2% corado com brometo de etidio. De acordo com o tamanho do
fragmento de DNA amplificado, a amostra foi submetida a PCR espécie-
especifica (Tabela 1 (OLIVEIRA et al., 2011) e Figura 2).
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Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para identificacao espécie-
especifica de Eimeria em coelhos, utilizando a PCR

Espécie de Eimeria

Oligonucleotideo

Sequéncia 5- 3’

iniciador
. Ecoe-ITS1-F AGCTTGGTGGGTTCTTATTATTGTAC
E. coecicola
Ecoe-ITS1-R CTAGTTGCTTCAACAAATCCATATCA
E. exigua Eexi-ITS1-F GAATAAGTTCTGCCTAAAGAGAGCC
’ Eexi-ITS1-R TATATAGACCATCCCCAACCCAC
Efla-ITS1-F GAATATTGTTGCAGTTTACCACCAA
E. flavescens
Efla-ITS1-R CCTCAACAACCGTTCTTCATAATC
. L Eint-ITS1-F TGTTTGTACCACCGAGGGAATA
E. intestinalis )
Eint-ITS1-R AACATTAAGCTACCCTCCTCATCC
E irresidua Eirr-ITS1-F TTTGGTGGGAAAAGATGATTCTAC
’ Eirr-ITS1-R TTTGCATTATTTTTAACCCATTCA
E. magna Emag-ITS1-F TTTACTTATCACCGAGGGTTGATC
’ Emag-ITS1-R CGAGAAAGGTAAAGCTTACCACC
E media Emed-ITS1-F GATTTTTTTCCACTGCGTCC
’ Emed-ITS1-R TTCATAACAGAAAAGGTAAAAAAAGC
E. perforans Eper-ITS1-F TTTTATTTCATTCCCATTTGCATCC
’ Eper-ITS1-R CTTTTCATAACAGAAAAGGTCAAGCTTC
. . Epir-ITS1-F ACGAATACATCCCTCTGCCTTAC
E. piriformis .
Epir-ITS1-R ATTGTCTCCCCCTGCACAAC
E stiedai Esti-ITS1-F GTGGGTTTTCTGTGCCCTC
' Esti-ITS1-R AAGGCTGCTGCTTTGCTTC
, . Evej-ITS1-F GTGCTGCCACAAAAGTCACC
E. vejdovskyi _
Evej-ITS1-R GCTACAATTCATTCCGCCC

Sequenciamento dos fragmentos amplificados pela PCR

Como os oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCR espécie-

especifica haviam sido utilizados somente em amostras puras de Eimeria spp.

de coelhos (OLIVEIRA et al.,, 2011), para confirmagédo da especificidade da

PCR espécie-especifica em amostras fecais os fragmentos de DNA

amplificados foram purificados com o QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) e

submetidos ao sequenciamento bidirecional no Centro de Sequenciamento e

Genbmica Funcional da UNESP, Campus de Jaboticabal, utilizando o “ABI

Prism® Dye Terminator

3.17

(Applied Biosystems), em sequenciador
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automatico ABI 3730XL (Applied Biosystems). As reagdes de sequenciamento
foram realizadas nas duas diregbes, com os oligonucleotideos iniciadores da
PCR espécie-especifica.

As sequéncias consenso foram determinadas utilizando o software
CodonCode Aligner v. 2.04 (CodonCode Corporation, Dedham,
Massachusetts, USA), considerando-se somente o0s nucleotideos com
qualidade acima de 20, e alinhadas com sequéncias homologas publicadas no
GenBank, utilizando o software Clustal X (THOMPSON et al. 1997) e o Bioedit
Sequence Alignment Editor (HALL, 1999).

Clonagem molecular

A clonagem molecular de fragmentos de DNA amplificados pela PCR
espécie-especifica foi realizada quando nao foi possivel a identificacdo da
espécie pelo sequenciamento, em fungdo da pequena quantidade de DNA
amplificado.

Bactérias liofilizadas (E. coli JM 107; Thermo Scientific®) foram
ressuspendidas em dois mililitros de meio SOC Medium (Sigma-Aldrich®). Para
transforma-las em bactérias competentes, foi utilizado o TransformAid Bacterial
Transformation Kit (Thermo Scientific®), seguindo o seguinte protocolo: 100 uL
de meio SOC, contendo as bactérias, foram adicionados a dois mililitros de
meio C-Medium, com incubagéao por 18 horas, a 37°C, a 150 rpm. Apds, 150 uL
da cultura de bactérias foram adicionados a 1,5 mL de meio C-Medium e
incubadas a 37°C por 30 minutos. O material foi centrifugado a 12.000 g por
um minuto e o sobrenadante foi descartado. Assim, as células bacterianas
foram ressuspendidas em 300 uL de solugéo-T e incubadas por cinco minutos
em gelo. Apés este periodo, foram centrifugadas novamente a 12.000 g, por
um minuto, com descarte do sobrenadante. Nova ressuspensao das células foi
realizada em 120 puL de solugédo-T com subsequente incubagdo, durante cinco

minutos, em gelo. Nesse momento, as bactérias ja estavam competentes e o
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vetor contendo o inserto foi adicionado (cinco pL do inserto + vetor para cada
50 uL de preparado de bactérias), com incubagdo em gelo, por sete minutos.
ApoOs esse periodo, houve plaqueamento em meio Luria-Bertani solido (meio
LB) (Sigma-Aldrich®).

A ligacao do inserto no vetor foi realizada utilizando-se o CloneJET PCR
Cloning Kit (Thermo Scientific®), adicionando sete microlitros do produto de
PCR, 10 uL de 2x tampao de reagao e um microlitro de DNA blunting enzyme.
As amostras foram agitadas brevemente em vortex e incubadas a 70°C, por
cinco minutos, seguindo-se a incubacdo em gelo até a proxima etapa, quando
foram adicionados, a cada reagcdo, um microlitro de PJET 1.2/blunting Cloning
Vector (50 ng/uL) e um microlitro de T4 ligase, totalizando 20 uL de volume
final. Os microtubos contendo a solugao do inserto e vetor foram novamente
agitados brevemente em vortex e incubados, em temperatura ambiente, por 30
minutos, até o momento de serem adicionados as bactérias competentes.

Apés transformacdo das bactérias e insercdo do vetor contendo o
inserto, elas foram plaqueadas em meio LB sdlido enriquecido com ampicilina
(50 mg/ml) e a cultura foi incubada por 18 h, para crescimento das colbnias.
Apos esse periodo, observou-se o0 crescimento de coldnias na placa e elas
foram selecionadas (uma colénia por tubo, cinco colénias de cada amostra), as
quais foram ressuspendidas novamente em 400 uL de meio Luria-Bertani
liquido (LB broth) (Sigma-Aldrich®) com ampicilina (50 mg/mL) e incubadas a
37°C por quatro horas.

A analise da presenga e orientacdo do inserto de DNA no vetor foi
realizada por meio de PCR realizada diretamente da col6nia presente em meio
sélido, utilizando 12,5 uL de JumpStart® Taq ReadyMix® (Sigma-Aldrich), os
oligonucleotideos iniciadores (pJET 1.2 Forward Sequencing Primer e pJET 1.2
Reverse Sequencing Primer) presentes no CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo
Scientific®), na concentragado de 10 pmol/uL. Uma coldnia de cada amostra foi
ressuspendida em 20 uL dessa solugdo. O ciclo utilizado para amplificagéo

consistiu em desnaturagao inicial do DNA a 95°C por trés minutos, seguida de
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25 ciclos, cada um consistindo em desnaturagado a 94°C por 30 segundos, 30
segundos de anelamento a 60°C e 30 segundos de extensdo a 72°C, com
extenséo final a 72°C, por trés minutos. O produto da reacao foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 3% corado com brometo de etidio.

A identificagcdo da espécie de Eimeria foi realizada por sequenciamento
do plasmideo, nas duas diregdes, com os oligonucleotideos iniciadores
fornecidos com o CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific®).

Analise estatistica

A analise estatistica descritiva foi efetuada para o calculo de
porcentagem e Teste de Qui Quadrado para verificar associagédo entre as
variaveis. Os testes de Kruskal-Wallis e comparagcao multipla de Dunn foram
utilizados para a avaliacdo semiquantitativa e do tipo de infecgdo. O nivel de
significancia adotado foi de 5% e as analises foram realizadas no programa
GraphPad Prisma 6 e SAS 9.0.

Resultados e Discussao

A ocorréncia de Eimeria spp., determinada por meio da microscopia, foi
de 19,45% (100/514) considerando todas as amostras, sendo de 33,17%
(69/208) em mini coelhos e 10,13% (31/306) em coelhos de porte médio e
grande, com diferenca estatisticamente significativa entre as duas categorias
(X? = 41,96; p < 0,001). Este fato provavelmente esta relacionado as condigdes
de manejo empregadas, visto que, em criagdes de mini coelhos, que
apresentam numero menor de animais, a utilizacdo de vassoura de fogo e a
limpeza dos ninhos nao sao feitas de forma rotineira. Em criagdes comerciais
de animais de corte sdo comuns o uso de vassoura de fogo e a retirada do

ninho para lavagem. Jing et al. (2012) também observaram que em granjas
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com numero menor de animais foi observada alta prevaléncia (61,4%; 43/70)
de infeccdo por Eimeria, quando comparadas as granjas maiores (34,2%;
41/120).

Foram observadas diferengas significativas na ocorréncia de Eimeria
entre coelhos adultos (14,81%; 65/439) quando comparados aos coelhos
jovens (46,67%; 35/75) (X? = 41,49; p < 0,0001) (Tabela 2). Diferencas
significativas também foram encontradas em Taiwan, China e Arabia Saudita,
com prevaléncia para adultos de 27,9% a 48,5%, enquanto para coelhos jovens
a prevaléncia foi de 32,24% a 97,6% (AL-MATHAL, 2008; JING et al., 2012; LI
et al., 2010; QIAO et al., 2012).

Tabela 2 - Ocorréncia de oocistos de Eimeria em amostras fecais de coelhos
de acordo com a idade e sexo

Idade Sexo N° de Positivos a Positivos/total Positivos/total por
amostras Microscopia (n) examinados (%) faixa etaria (%)
Adulto Macho 112 6 6/112 (5,36)A a
Adulto Fémea 327 59 59/327 (18,04)B 65/439 (14.81)
Jog’ggisazte 55 27 27/55 (49,09)
Jovens de 35/75 (46,67)"
51-80 dias 20 8 8/20 (40)
Total 514 100

Sobrescritos minusculos indicam diferengas significativas (p< 0,0001) entre coelhos adultos (>
4 meses) e jovens (< 4 meses).
Sobrescritos maiusculos indicam diferengas significativas (p = 0,001) entre machos e fémeas.

A maior suscetibilidade de animais mais jovens ou a imunidade adquirida
por animais mais velhos (PAKANDL et al., 2008) estdo provavelmente
relacionadas as diferencas na prevaléncia de eimeriose entre diferentes faixas
etarias (JING et al., 2012; QIAO et al., 2012). Nenhuma diferenca significativa
foi observada entre coelhos com idade inferior a 50 dias ou com idade entre 51
a 80 dias (X°=0,49; p = 0,48).

Li et al. (2010) ndo observaram diferengas na ocorréncia de infecgao por
Eimeria spp. em relagéo ao sexo, diagnosticando 28% (26/96) de positividade

em machos e 34,4% (32/93) em fémeas, diferindo desta pesquisa, que mostrou
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diferencga significativa entre machos (5,36%; 6/112) e fémeas (18,04%; 59/327)
(X?=10,64; p = 0,001). Na india, Arabia Saudita e Ird a prevaléncia encontrada
para machos foi de 20,25% a 44,2% e para fémeas de 30,97% a 55,8%(AL-
MATHAL, 2008; HIRANI; SOLANKI, 2010; YAKHCHALI; TEHRANI, 2007).

Ao comparar cada categoria reprodutiva presente nas granjas, também
foram observadas diferengas significativas (X° = 54,21; p < 0,0001). Maior
ocorréncia foi observada em coelhos jovens e fémeas lactantes (46,67%
(35/75) e 24,47% (23/94), respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 - Ocorréncia de oocistos de Eimeria e distribuicdo dos escores de
eliminacdo de oocistos em amostras fecais de coelhos de acordo
com a categoria animal

Escore de eliminacao fecal de oocistos*

N° Positivos a

Categoria amostras  microscopia 0 1 2 3 4
Macho” 112 6 (5,36)° 106 5 0 1 0

Fémea vazia™® 45 5(11,11)® 40 3 2 0 0
Fémea gestante®° 188 31(16,49)° 157 22 4 5 0
Fémea lactante® 94 23 (24,47)° 71 18 0 4 1
Filhotes até 50 dias® 55 27 (49,09)° 28 9 5 5 8
Filhotes de 51-80 dias® 20 8 (40)° 12 3 0 2 3
Total 514 100 414 60 11 17 12

Sobrescritos minusculos indicam diferengas significativas ao teste de Qui Quadrado.
Sobrescritos mailsculos, na categoria, indicam diferengas significativas pelo teste de Qui
Quadrado para a avaliagdo semiquantitativa dos oocistos.

*Numero de amostras classificadas por escore de eliminacdo de oocistos. Negativo: 0; 1 a 10
oocistos na lamina: 1; 1 a 5 oocistos por campo na objetiva de 20x: 2; 5 a 20 oocistos por
campo na objetiva de 20x: 3; acima de 21 oocistos por campo na objetiva de 20x: 4.

Existe um padrao na excregao de oocistos em coelhas utilizadas para
reproducao (POLOZOWSK, 1993), com ocorréncia de dois picos apds o parto,
sendo o primeiro no periodo perinatal e o segundo no periodo que antecede o
desmame dos filhotes, o que explica a alta positividade encontrada neste
experimento, em fémeas lactantes (24,47%) e em fémeas gestantes (16,49%),
enquanto que em fémeas vazias a positividade foi de 11,11% (Tabela 3).
Papeschi et al. (2013) também avaliaram a excre¢ao de oocistos em fémeas ao

primeiro e segundo parto, que ocorreu do 6° ao 12° dia pds-parto e do 18° ao
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24° dia pés-parto, enquanto no segundo parto a excregao iniciou ao 7° dia pos-
parto. A maior excrecdo de oocistos em fémeas pds-parto € devida as
condicbes de estresse e mudangas hormonais que ocorrem durante os
periodos de gestacdo, parto e lactacdao, que podem levar a queda na
resisténcia as infec¢des por parasitas (MARAI et al., 2010).

Quanto a avaliagdo semiquantitativa da eliminagdo de oocistos (Tabela
3), observa-se que a maioria dos animais positivos apresentaram de 1 a 10
oocistos por amina (grau 1) (X? = 18,64; p = 0,009). Fémeas gestantes,
lactantes e filhotes sd@o as categorias que apresentaram mais oocistos (X? =
110,55; p < 0,0001).

A partir dos 22 dias de idade, os laparos se tornam susceptiveis a
infeccdo por Eimeria (PAKANDL, 2009; PAKANDL; HLASKOVA, 2007). Nessa
fase, os coelhos comegam a consumir alimentos sélidos (PAKANDL, 2009),
iniciando as alteragdes no ambiente intestinal e aumentando a capacidade dos
esporozoitos de penetrarem nas células hospedeiras (PAKANDL, 2009;
PAKANDL; HLASKOVA, 2007). A excrecdo de oocistos em filhotes se inicia no
39° dia de idade e termina entre 81 e 109 dias de idade (PAPESCHI et al.,
2013).

A ocorréncia de eimeriose em amostras fecais de coelhos providos de
criatérios que nao utilizavam a vassoura de fogo (42,86%; 96/224) foi
estatisticamente superior (X? = 138,8; p < 0,0001) a diagnosticada nos animais
onde era empregada esta técnica de desinfecg¢ao (1,38%; 4/290).

Das 100 amostras positivas a microscopia, 55 foram analisadas pela
PCR, para identificacdo das espécies de Eimeria. A Figura 1 apresenta o
resultado da PCR género-especifica utilizada como triagem para realizagao
posterior da PCR espécie-especifica, de acordo com o numero de pares de
base (pb) dos fragmentos amplificados. Os produtos da amplificagdo variam de
400 pb a 600 pb (OLIVEIRA et al., 2011).
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FIGURA 1 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% de fragmentos amplificados pela
PCR para deteccdo de Eimeria spp. em amostras fecais de coelhos,
utilizando oligonucleotideos iniciadores género-especificos. A, B, C, D,
E,F,G HIJ K L M,N: 450 a 500 pb (E. exigua, E. flavescens, E.
intestinalis, E. magna, E. media, E. perforans ou E. piriformis). F e |: >
500 pb (E. coecicola ou E. stiedai) B e M: < 450 pb (E. irresidua ou E.
vejdovskyi).

E. flavescens
E. media

E. irresidua
E. vejdovskyi
E. media

FIGURA 2 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% de fragmentos amplificados pela
PCR para deteccdao de Eimeria em amostras fecais de coelhos,
utilizando oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos.

A PCR espécie-especifica resultou na identificacao de todas as espécies
que parasitam coelhos, com excec¢ao de E. coecicola. As espécies identificadas
foram as pouco patogénicas E. exigua (7,27%; 7/55), E. perforans (36,36%;
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20/55) e E. vejdovskyi (7,27%; 7/55); as patogénicas E. irresidua (16,36%;
9/55), E. magna (50,91%; 28/55), E. media (3,64%; 2/55) e E. piriformis (20%;
11/55) e as altamente patogénicas E. flavescens (61,82%; 34/55), E.
intestinalis (16,36%; 9/55) e E. stiedai (7,27%; 7/55) (Tabela 4, Figura 2).

Tabela 4 - Espécies de Eimeria identificadas de acordo com o local de origem

das amostras fecais de coelhos

% positivas

Estado Cidade (positivas/examinadas) Eimeria spp.
MG Bambui 0 (0/5)
Séao Jodo Batista da
MG Gléria 0 (0/5)
MS Campo Grande 5 (1/20) E. flavescens, E. magna
PE Jaboatdo dos Guararazes 12,5 (1/8) E. media
PR Curitiba Granja 1 0 (0/29)
E. exigua, E. flavescens, E.
PR Curitiba Granja 2 20 (1/5) intestinalis, E. magna, E. media, E.
perforans, E. stiedai
RJ Teresopolis 0 (0/19)
RS Eldorado do Sul 12,5 (1/8) E exigua, E. flavescens, E.
perforans.
E. flavescens, E. intestinalis, E.
RS Porto Alegre 4,3 (1/23) magna
RS Santa Maria Granja 1 4,3 (1/23) E. exigua, E. magna
RS Santa Maria Granja 2 0 (0/6)
SP Aragatuba 50 (2/4) E. exigua, E. intestinalis, E. magna
SP Araraquara Granja 1 25 (2/8) E. magna
SP Araraquara Granja 2 0 (0/4)
SP Botucatu 0 (0/76)
SP Campinas 0 (0/76)
. E. flavescens,E. magna, E.
SP Guariba 11,8 (2/17) perforans
. E. flavescens, E. irresidua, E.
SP Jaboticabal 42,86 (9/21) magna, E. perforans, E. stiedai
E. exigua, E. flavescens, E.
. intestinalis, E. irresidua, E. magna,
sP Pradopolis 87.5(718) E. perforans, E piriformis, E. stiedai,
E. vejdovskyi
SP Ribeirao Pires 0 (0/3)
E. flavescens, E. intestinalis, E.
SP Ribeirdo Preto 49,3 (72/146) irresidua, E. magna, E. perforans,
E. piriformis E. stiedai, E. vejdovskyi
Total 21 19,5 (100/514)
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Diferentes ocorréncias foram verificadas no Brasil e no mundo que
podem estar relacionadas ao tipo de técnica utilizada para identificagcao,
manejo local, clima e alimentagdo. No Brasil, alguns autores relataram a
ocorréncia de Eimeria spp. utilizando analise morfolégica de oocistos, com
positividade variando de 71,22 a 94,16% (ARNONI, 1980; MUNDIN; BARDON,
1989; SANTOS, 1984; SILVA et al., 2006). Cardoso e Guimaraes Junior (1993)
identificaram, no norte do Parana, as espécies E. coecicola, E. flavescens, E.
intestinalis, E. irresidua, E. magna, E. media, E. perforans e E. stiedai, com
72,78% (79/109) das amostras positivas para pelo menos uma dessas
especies.

Em paises como Benin, China, india, Ir4, Quénia e Taiwan, a
positividade para oocistos de Eimeria variou de 29 a 85%, valores mais altos
que o encontrado no presente estudo (FAROUGOU et al.,, 2004; HIRANI;
SOLANKI, 2010; JING et al. 2012; LI et al. 2010; OKUMU et al., 2014;
YAKHCHALI; TEHRANI, 2007).

A espécie E. coecicola, que nao foi encontrada neste trabalho, foi
relatada em diversos paises como Benin, india, China, Taiwan e Quénia
(FAROUGOU et al., 2004; HIRANI; SOLANKI, 2010; JING et al., 2012; LI et al.,
2010; OKUMU et al., 2014). As espécies pouco patogénicas, E. exigua e E.
perforans, também foram encontradas em Benin, China, Taiwan, Quénia e Ir3,
sendo que E. exigua nao foi encontrada no Quénia e no Irda (FAROUGOU et al.,
2004; JING et al., 2012; LI et al.,, 2010; OKUMU et al., 2014; YAKHCHALI;
TEHRANI, 2007). A espécie E. vejdovskyi foi encontrada também, além deste
trabalho, somente em Benin (FAROUGOU et al., 2004).

As espécies patogénicas E. irresidua, E. magna, E. media e E. piriformis
foram todas encontradas em Benin, China e Ird; E. magna e E. piriformis foram
encontradas também na india, Taiwan e Quénia e E. media nesses paises,
exceto Quénia (FAROUGOU et al., 2004; HIRANI; SOLANKI, 2010; JING et al.,
2012; LI et al.,, 2010; OKUMU et al.,, 2014). Todas as espécies altamente
patogénicas E. flavescens, E. intestinalis e E. stiedai foram encontradas em

Benin e na China, enquanto E. flavescens também foi relatada no Quénia, E.
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intestinalis na india e Quénia e E. stiedai no Ird (FAROUGOU et al., 2004;
HIRANI; SOLANKI, 2010; JING et al., 2012; LI et al., 2010; OKUMU et al.,
2014).

Infeccdo mista ocorreu em 10 granjas (47,62%) (Tabela 4). Em uma
mesma granja foram observados coelhos com infecgbes duplas, triplas,
quintuplas, séxtuplas e sétuplas. A maioria das granjas apresentou animais
com infecgdes individuais, duplas ou triplas, dados também encontrados por Li
et al. (2010). O presente trabalho mostra a evidéncia de que infecgdes mistas
por Eimeria ocorrem principalmente em granjas cujo manejo sanitario é
precario e onde ndo existe uso de vassoura de fogo, que € indicada para
eliminagao de coccidios do ambiente.

A presenca de trés a seis espécies por amostra também foi verificada no
norte do Parana por Cardoso e Guimaraes Junior (1993). Na China, Arabia
Saudita e Ird, a maioria das infeccbes encontradas foram duplas, triplas,
quadruplas e quintuplas (ABDEL-BAKI; AL-QURAISHY, 2013; JING et al.,
2012; YAKHCHALI; TEHRANI, 2007).

Os grupos que apresentaram maior numero de espécies nas amostras
fecais sdo os filhotes e as fémeas lactantes (Tabela 5). Houve diferengas

significativas entre os tipos de infecgdo (X? = 26,37; p < 0,001).
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Tabela 5 - Ocorréncia de infecgdo mista pelas diferentes espécies de Eimeira

diagnosticadas em amostras fecais de coelhos

Categoria animal Infecgao
Individual Dupla Tripla Quintupla Séxtupla Sétupla

Fémea vazia 2 1 0 0 0 0
Fémea vazia mini 1 0 1 0 0 0
Fémea gestante 1 3 1 0 0 0
Fémea gestante mini 1 3 1 0 0 0
Fémea lactante 1 1 2 0 1 0
Fémea lactante mini 6 1 0 0 0 0
Filhote mini 31-50 dias 4 2 3 1 0 1
Filhote 31-50 1 1 1 0 0 0
Filhote 51-80 dias 1 1 3 1 0 2
Macho 0 4 0 1 0 0
Macho mini 0 1 0 0 0 0
Total 18%° 18° 12°%° 3> 1° 3

Sobrescritos minusculos indicam diferengas significativas pelo teste de Dunn (p < 0,001).

Potozowsk (1993) encontrou nove espécies de Eimeria em amostras

fecais de coelhos jovens com até trés meses de idade e trés espécies em

coelhos em idade reprodutiva. Neste estudo, foi verificado que os coelhos

jovens com até trés meses de idade estavam infectados com 10 espécies de

Eimeria; as fémeas lactantes com oito espécies, as fémeas gestantes com

cinco espécies e os machos com sete espécies (Tabela 6).
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Tabela 6 - Identificagdo de Eimeria sp. pela reagcédo em cadeia da polimerase espécie-especifica, de acordo com as categorias

de coelhos
% (amostras positivas/ amostras examinadas pela PCR)
Fémea Fémea Fémea
Eimeria Fémea vazia Fémea gestante Fémea lactante Filhote mini  Filhote Filhote Macho
spp. vazia mini gestante mini lactante mini 31-50 dias 31-50 dias 51-80 dias Macho mini Total
E. exigua 33,33 (1/3) 0 0 0 0 0 9,09 (1/11) 0 37,5 (3/8) 40 (2/5) 0 7
E. flavescens 0 20 (1/5) 80(4/5) 80 (4/5) 60 (3/5) 42,86 (3/7) 54,54 (6/11) 33,33 (1/3) 87,5(7/8) 80 (4/5) 100 (1/1) 34
E. intestinalis 0 20 (1/5) 0 0 20 (1/5) 0 18,18 (2/11) 33,33 (1/3) 75(6/8) 20 (1/5) 0 12
E. irresidua 33,33 (1/3) 0 0 20 (1/5) 40 (2/5) 28,57 (2/7) 27,27 (3/11) 0 0 0 0 9
E. magna 66,66 (2/3) 20 (1/5) 40 (2/5) 0 20 (1/5) 42,86 (3/7) 72,72 (8/11) 100 (3/3) 62,5(5/8) 20 (1/5) 0 26
E. media 0 20 (1 0 0 0 0 9,09 (1/11) 0 0 0 0 2
E. perforans 0 0 80 (4/5) 80 (4/5) 60 (3/5) 0 18,18 (2/11) 0 75 (6/8) 20 (1/5) 0 20
E. piriformis 0 0 0 0 60 (3/5) 0 0 0 37,5(3/8) 20 (4/5) 100 (1/1) 11
E. stiedai 0 0 0 0 20 (1/5) 0 27,27 (3/11) 0 25(2/8) 20 (1/5) 0 7
E. vejdovskyi 0 0 0 20 (1/5) 20 (1/5) 0 9,09 (1/11) 33,33 (1/3) 12,5 (1/8) 0 0 5
Total de
amostras 40 5 104 84 45 49 33 22 20 75 37 514
Total de
amostras
positivas 3 2 6 25 5 18 23 4 8 5 1 100
pela
microscopia
% 7,50 40,00 5,77 29,76 11,11 36,73 69,70 18,18 40,00 6,67 2,70 19,45
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Conclusoes

Foram identificadas 10 espécies de Eimeria em granjas brasileiras de
coelhos. Em 10 criagdes foram diagnosticadas infecgdes mistas com diferentes
espécies de Eimeria em um mesmo animal. A maior ocorréncia para Eimeria foi
encontrada em fémeas gestantes, lactantes e em filhotes. Granjas que utilizam

vassoura de fogo apresentam menor positividade para Eimeria spp..

REFERENCIAS

ABDEL-BAKI, A-A. S.; AL-QURAISHY, S. Prevalence of coccidia (Eimeria spp.)
infection in domestic rabbits, Oryctolagus cuniculus, in Riyadh, Saudi Arabia.
Pakistan Journal of Zoology, v. 45, n. 5, p. 1329-1333, 2013.

AL-MATHAL, E. M. Hepatic Coccidiosis of the Domestic Rabbit Oryctolagus
cuniculus domesticus L. in Saudi Arabia. World Journal of Zoology, v. 3, n. 1,
p. 30-35, 2008.

ARNONI, J. V.; RANIER, D. S. S.; COIMBRA, A. M. Eimeria spp. em coelhos
domésticos (Oryctolagus cunicullus). In: SEMINARIO BRASILEIRO DE
MEDICINA VETERINARIA, 17., Fortaleza. Anais... Brasilia: EMBRAPA, 1980.
p. 310.

BHAT, T. K.; JITHENDRAN, K. P.; KURADE, N. P. Rabbit coccidiosis and its
control: A review. World Rabbit Science, v. 4, p. 37-41, 1996.

CARDOSO, M. A.; GUIMARAES JUNIOR, J. S. Ocorréncia de Eimeria spp. em
coelhos domésticos (Oryctolagus cuniculus) em quatro municipios no norte do

Parana. Semina: Ciéncia Agrarias, Londrina, v. 14, p. 12-16, 1993.



81

COUDERT, P. Intestinal coccidial infections in the rabbit: Comparison of the
pathogenicity of Eimeria spp. Comptes Rendus Hebdomadaires de Séances
de L’Académie de Sciences, v. 282, n. D24, p. 2219-2222, 1976.

COUDERT, P.; LICOIS, D.; DROUET-VIARD, F. et al. Coccidiosis. In: ROSELL
J. M. (Ed.). Enfermedades del conejo. Madrid: Mundi-Prensa, v.II, 2000.
p.219-234.

DKHIL, M. A.; AL-QURAISHY, S.; ABDEL-BAKI, A-A.; DELIC, D;
WUNDERLICH, F. Eimeria coecicola: Spleen response of Oryctolagus
cuniculus. Experimental Parasitology, v. 133, p. 137-143, 2013.

DROUET-VIARD, F.; COUDERT, P.; LICOIS, D.; BOIVIN, M. Acquired
protection of the rabbit (Oryctolagus cuniculus) against coccidiosis using a
precocious line of Eimeria magna, effect of vaccine dose and age at

vaccination. Veterinary Parasitology, v. 69, p. 197-201, 1997.

EL-SHAHAWI, G. A.; EL-FAYOMI, H. M.; ABDEL-HALEEM, H. M. Coccidiosis
of domestic rabbit (Oryctolagus cuniculus) in Egypt: light microscopic study.
Parasitology Research, v. 110, p. 251-258, 2012.

FAROUGOU, S.; KOUTINHOUIN, B.; KPODEKON, M.; DOUGNON, P
DJAGO, Y.; ADEHAN, R.; AHLINCOU, F. Gastro-intestinal and external
parasitose of rabbit in Benin. In:. WORLD RABBIT CONGRESS, 8., 2004,
Puebla, Mexico. Anais... Puebla, 2004. p. 532-539.

FERES, F. C.; LOMBARDI, A. L.; CARVALHO, M. P. P.; MENDES, L. C. N;
PEIRO, J. R.; CADIOLI, F. A.; MEIRELES, M. V.; PERRI, S. H. V.; FEITOSA, F.
L. F. Ocorréncia e caracterizacdo molecular de Cryptosporidium em cordeiros.
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 61, n. 4, p. 1002-
1005, 2009.



82

HALL, T. A. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and
analysis program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series,
v. 41, p. 95-98, 1999.

HIRANI, N. D.; SOLANKI, J. B. Prevalence of coccidia in rabbit in middle
Guijarat. Indian Journal of Field Veteterinarians, v. 5, n. 3, p. 37-38, 2010.

JING, F.; YIN, G.; LIU, X.; SUO, X.; QIN, Y. Large-scale survey of the
prevalence of Eimeria infections in domestic rabbits in China. Parasitology
Research v. 110, 1495L 500, 2012.

KVICEROVA, J.; PAKANDL, M.; HYPSA, V. Phylogenetic relationships among
Eimeria spp. (Apicomplexa, Eimeriidae) infecting rabbits: evolutionary
significance of biological and morphological features. Parasitology, v. 135, p.
443-452, 2008.

LI, MING-HSIEN; HUANG, HAI-I; OOIl, HONG-KEAN. Prevalence, infectivity
and oocyst sporulation time of rabbit-coccidia in Taiwan. Tropical
Biomedicine, v. 27, n. 3, p. 424-429, 2010.

LICOIS, D. Comments on the article of Ming-Hsien Li and Hong-Kean Ooi Fecal
occult blood manifestation of intestinal Eimeria spp. infection in rabbit.
Veterinary Parasitology, v. 161, p. 327-329, 2009.

LICOIS, D. Domestic rabbit enteropathies. In: WORLD RABBIT CONGRESS,
8., 2004, Puebla, Mexico. Anais... Puebla, 2004. p. 385-403.

LONG, P. L.; JOYNER, L. P. Problems in the identification of species of
Eimeria. Journal Protozoology, v. 31, p. 535-541, 1984.



&3

MARAI I. F. M.; ASKAR, A. A.; MCKROSKEY, R. A.; TENA, E. Replacement in
rabbit herds. Tropical and Subtropical Agroecosystems, v. 12, p. 431-444,
2010.

MUNDIN, M. J. S.; BARDON, E. Avaliacdo semestral de coccidios intestinal em
coelhos domésticos (Oryctolagus cuniculus) com diferentes condicbes de
manejo e faixa etaria, em Uberlandia, Minas Gerais. In:. CONGRESSO
BRASILEIRO DE PARASITOLOGIA VETERINARIA, 6., 1989, Bagé. Anais...

Bagé: Colégio Brasileiro de Parasitologia Veterinaria, 1989. p. 117.

NIEPCERON, A.; AUDINET-POUVREAU, B.; GARRIDO, S.; LICOIS, D.
Développement d’'un outil de diagnostique sensible (PCR) pour détecter
spécifiquement Eimeria intestinalis. In: JOURNEES DE LA RECHERCHE
CUNICOLE, 13., 2009, Le Mans, France. 2009. Anais... Le Mans, 2009. p. 211-
214,

OLIVEIRA, U. C.; FRAGA, J. S;; LICOIS, D.; PAKANDL, M.; GRUBER, A.
Development of molecular assays for the identification of the 11 Eimeria
species of the domestic rabbit (Oryctolagus cuniculus). Veterinary
Parasitology, v. 176, p. 275-280, 2011.

ONCEL, T.; GULEGEN, E.; SENLIK, B.; BAKIRCI, S. Intestinal coccidiosis in
Angora rabbits (Oryctolagus cuniculus) caused by Eimeria intestinalis, Eimeria
perforans and Eimeria coecicola. YYU Veteriner Fakultesi Dergisi, v. 22, n. 1,
p. 27-29, 2011.

OKUMU, P. O.; GATHUMBI, P. K.; KARANJA, D. N.; MANDE, J. D;
WANYOIKE, M. M.; GACHUIRI, C. K.; KIARIE, N.; MWANZA, R. N.; BORTER,
D. K. Prevalence, pathology and risk factors for coccidiosis in domestic rabbits
(Oryctolagus cuniculus) in selected regions in Kenya. Veterinary Quarterly, v.
34, n. 4, p. 205-210, doi: 10.1080/01652176.2014.978044, 2014.



84

PAKANDL, M. Coccidia of rabbit: a review. Folia Parasitologica, v. 56, n. 3, p.
153-166, 2009.

PAKANDL, M.; HLASKOVA, L. The reproduction of Eimeria flavescens and
Eimeria intestinalis in suckling rabbits. Parasitology Research, v.101, p.1435-
1437, 2007.

PAKANDL, M.; HLASKOVA, L.; POPLSTEIN, M.; CHROMA, V.; VODICKA, T.;
SALAT, J.; MUCKSOVA, J. Dependence of the immune response to coccidiosis
on the age of rabbit suckling. Parasitology Research, v. 103, p. 1265-1271,
2008.

PAPESCHI, C.; FICHI, G.; PERRUCCI, S. Oocyst excretion pattern of three
intestinal Eimeria species in female rabbits. World Rabbit Science, v. 21, p.
77-83, 2003.

PATTON, N. M.; HAGEN, K. W.; GORHAM, J. R.; FLATT, R. E. Domestic
Rabbits: Diseases and Parasites. \Washington: USDA, 2000, p. 490.

PEETERS, J. E.; POHL, P.; CHARLIER, G. Infectious agents associated with
diarrhoea in commercial rabbits. Annales de Recherches Veterinaires,
Brussels, v. 15, n. 3, p. 335-340, 1984.

POLOZOWSKI, A. Coccidiosis of rabbits and its control. Wiadomosci
Parazytologiczne, v. 39, p. 13-28, 1993.

QIAO, J.; MENG, Q. L.; CAIl, X. P.; TIAN, G. F.; CHEN, C. F.; WANG, J. W ;
WANG, W. S.; ZHANG, Z. C.; CAI, K. J.; YANG, L. H. Prevalence of coccidiosis
in domestic rabbits (Oryctolagus cuniculus) in Northwest China. Journal of
Animal and Veterinary Advances, v. 11, n. 4, p. 517-520, 2012.



85

RAZAVI, S. M.; ORYAN, A.; RAKHSHANDEHROO, E.; MOSHIRI, A;
MOOQOTABI, A. A. Eimeria species in wild rabbits (Oryctolagus cuniculus) in Fars
province, Iran. Tropical Biomedicine, v. 27, n. 3, p. 470-475, 2010.

SANTOS, M. J. Frequéncia e identificagao de coccidios em coelhos
domeésticos (Oryctolagus cuniculus) em quatro localidades do estado de
Minas Gerais. Dissertacao (Mestrado) Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, 1984, 64p.

SILVA, A. S.; CEOLIN, L. V.; MONTEIRO, S. G. Endoparasitoses de coelhos
criados em diferentes sistemas de manejo. Revista da FZVA, Uruguaiana,
v.13, n.2, p. 127-136, 2006.

SU, Y. C.; FEI, A. C.; TSAI, F. M. Differential diagnosis of five avian Eimeria
species by polymerase chain reaction using primers derived from the internal
transcribed spacer 1 (ITS1) Sequence. Veterinary Parasitology, v. 117, p.
221-227, 2003.

VITOVEC, J.; PAKANDL, M. The pathogenicity of rabbit coccidium Eimeria
coecicola Cheissin, 1947. Folia Parasitologica (Praha), v. 36, p. 289-293,
1989.

YAN, W.; WANG, W.; WANG, T.; SUO, X.; QIAN, W.; WANG, S.; FAN, D.
Simultaneous identification of three highly pathogenic Eimeria species in rabbits
using a multiplex PCR diagnostic assay based on ITS1-5.8S rRNA-ITS2
fragments. Veterinary Parasitology, v. 193, p. 284-288, 2013.

YAKHCHALI, M.; TEHRANI, A. A. Eimeriosis and pathological findings in New
Zealand white rabbits. Journal of Biological Science, v. 7, p. 1488-1491,
2007.



86

CAPITULO 4 - IMPLICAGOES

O diagnostico de todas as espécies de coccidios presentes em coelhos
no Brasil € muito importante, visto que existem diferencas em relacdo a
patogenicidade de cada espécie de Eimeria e a criptosporidiose causada por C.
cuniculus é uma zoonose.

As espécies de Eimeria de alta patogenicidade (E. flavescens, E.
intestinalis e E. stiedai) estdo presentes em quase todas as granjas positivas
neste trabalho, principalmente em fémeas lactantes e filhotes, explicando
assim, a alta mortalidade observada em laparos infectados por Eimeria, em
diferentes regides brasileiras.

Neste trabalho, ficou evidente que infecgdes mistas por Eimeria ocorrem
principalmente em granjas cujo manejo sanitario € precario e onde nao existe
uso de vassoura de fogo, que € indicada para eliminacdo de coccidios do
ambiente.

O unico coccidiostatico utilizado como profilaxia em coelhos é a
robenidina presente em ragdes comerciais. Atualmente, essa droga ja nao
apresenta a mesma eficacia, em fungdo da resisténcia adquirida pelas
especies de Eimeria de coelhos. No Brasil, somente uma empresa alterou
recentemente o uso de robenidina para diclazuril, em ragées de coelhos.

A detecgdo de espécies de Eimeria patogénicas encontradas neste
trabalho ressalta a importancia de reavaliagdo, por parte das empresas
produtoras de ragdes comerciais, da eficacia dos agentes anticoccidianos
adicionados as racgdes de coelhos, no Brasil. Da mesma forma, os produtores
preocupados com a mortalidade de laparos, sua fonte de renda, devem ter
consciéncia de que apenas realizar o tratamento apdés uma ocorréncia de
mortalidade por eimeriose ndo é suficiente para evitar prejuizos econémicos.
Outras medidas relacionadas a prevencado de eimeriose devem ser adotadas,

principalmente aquelas relacionadas as boas condigdes de higiene.
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Sabe-se que é quase impossivel remover todos os oocistos de Eimeria
do ambiente, porém, a reducao significativa da contaminagdo ambiental pode
reduzir a dose infectante e, portanto, os sinais clinicos da doenca. Além disso,
a exposig¢ao a uma quantidade menor de oocistos resulta em desenvolvimento
de imunidade precoce.

Muitos subtipos de Cryptosporidium cuniculus ja foram encontrados em
humanos (20 subtipos) e devemos estar cientes de que alguns ainda néo
encontrados em humanos, como o subtipo VbA21, também podem emergir
como novos patdégenos, quando fatores socioeconémicos e as alteragdes
ambientais favorecerem a transmissao.

Tanto a eimeriose quanto a criptosporidiose podem resultar em perdas
econdmicas nas granjas de coelhos a partir do momento em que a produgao é
prejudicada por redugéo no desempenho dos animais e mortalidade. Por outro
lado, maior atengdo se torna necessaria em relagdo a criptosporidiose em

coelhos, como uma zoonose importante em saude publica.



