UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
CENTRO DE CENCIAS AGRARIAS
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

THAYANE FERREIRA FERNANDES

COCCIDIOS EM SUINOS NATIVOS CRIADOS EXTENSIVAMENTE NA BAIXADA
MARANHENSE, BRASIL

Sao Luis-MA
2015



THAYANE FERREIRA FERNANDES

COCCIDIOS EM SUINOS NATIVOS CRIADOS EXTENSIVAMENTE NA BAIXADA
MARANHENSE, BRASIL

Dissertacdo apresentada ao programa de
Pods-graduacdo em Ciéncia Animal como
requisito parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncia Animal.

Area: Medicina Veterindria Preventiva

Orientadora: Prof®. Dra. Ana Clara Gomes
dos Santos.

Sao Luis-MA
2016






THAYANE FERREIRA FERNANDES

COCCIDIOS EM SUINOS NATIVOS CRIADOS EXTENSIVAMENTE NA BAIXADA
MARANHENSE, BRASIL

Dissertacdo apresentada ao programa de
P6s - graduacdo em Ciéncia Animal como
requisito parcial para obtencao do grau de
Mestre em Ciéncia Animal.

Dissertacao de Mestrado apresentada em 26 de Fevereiro de 2016 pela banca examinadora

composta pelos seguintes membros:

BANCA EXAMINADORA

Prof* Dra Andréa Pereira da Costa
Bolsista de Fixacdo de Doutor, BFC/CCA/UEMA

Prof* Dra Geovania Maria da Silva Braga

Prof* Adjunto IV — Diretora do curso de Medicina Veterinaria do CESI/UEMA

Prof.? Dra Ana Clara Gomes dos Santos —

(Medicina Veterindria - Parasitologia Veterinaria - Universidade Estadual do Maranhio)



A DEUS, por permitir cada
realizacdo, e a minha Mae, por
mesmo sem entender minhas
escolhas, sempre me dd incentivo.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida, for¢a e sabedoria, mesmo com os obsticulos encontrados,
sempre deu coragem para persistir e seguir adiante.

A minha mae, Marilene e meu padrasto Edilson, pelo incentivo e apoio dado
durante todos os momentos.

A Profa. Dra. Geovania Braga por insistir que fizesse o Mestrado, por incentivar,
e por estar sempre norteando desde o inicio. A ela eu agradeco e agradecerei sempre.

Aos meus amigos de Balsas e Imperatriz, por sempre estarem comigo, mesmo
longe, sdo pessoas que fazem parte da minha vida, e nos bons € maus momentos sempre estao
ao meu lado.

Aos amigos que fiz ao chegar aqui, a “Sala da Justica”, pessoas mais que
especiais, no qual irei lembrar sempre com muito carinho.

A Profa. Dra. Ana Clara Gomes dos Santos pela excelente orientagdo,
disponibilidade, apoio e incentivo, sobretudo pelos ensinamentos.

Ao Elison Macédo por ter me apresentado aos criadores e me direcionado em
como realizar as coletas.

Aos colegas que me ajudaram em todas as coletas, Fernando, Matheus, Leandro e
Igor, sem ajuda deles ndo teria conseguido, também ao Delano, Marcos e Oséias por terem me
ajudado em uma coleta.

Ao Sr. Agnaldo, uma 6tima pessoa, em todas as coletas nos levou e nos trouxe em
segurancga.

Ao Sr. Vera Cruz e Sr. Reinaldo, pela disponibilidade em nos receber para a
realizacdo das coletas.

A Universidade Estadual do Maranhdo em especial ao Programa de Pés
Graduacdo em Ciéncia Animal.

A FAPEMA pela bolsa recebida para o desenvolvimento da pesquisa e conclusdo
do curso.

A todas as pessoas que de maneira direta ou indireta contribuiram para conclusao

desta etapa em minha vida.



COCCIDIOS EM SUINOS NATIVOS CRIADOS EXTENSIVAMENTE NA BAIXADA
MARANHENSE, BRASIL

Thayane Ferreira Fernandesl; Ana Clara Gomes dos Santos?

RESUMO

Os suinos sao espécies de importancia relevante na producdo de carne para o consumo
humano, e dependendo da rentabilidade desta producdo e do grau de eficiéncia da mesma, as
doengas parasitdrias podem conduzir a perdas bastante significativas nos principais
indicadores da eficiéncia produtiva. Os oocistos do género Eimeria em suinos sao dificeis de
identificar quanto a respectiva espécie em razdo das considerdveis alteragdes morfoldgicas
encontradas em amostras de uma mesma espécie. Os oocistos de cada espécie sdo
morfologicamente diferentes, os mesmos podem ser identificados de acordo com a forma e o
tamanho, as formas mais comuns sdo esférica, oval ou elipsoide. Assim como parasitas do
género Eimeria e Cystoisospora, a criptosporidiose em animais de produgao € traduzida nao
sO pelo potencial zoonético de algumas espécies como também pela perda econdmica que esta
infeccdo promove. A principal metodologia de diagndstico utilizada, na maioria dos
laboratérios, ¢ a que permite a identificacdo da presenca de oocistos nas fezes, sem a
determinagdo da espécie de Cryptosporidium envolvida. A demonstragdo de oocistos nas
fezes € util para confirmar um diagndstico de coccidiose. Os oocistos sdo eliminados em
grandes numeros por um periodo relativamente curto de tempo, durante o primeiro ou
segundo dia de diarreia, e pode ndo estar presente no momento do exame. Os métodos
parasitolégicos qualitativos utilizados para a concentracdo de ovos e oocistos de protozodrios
através de solucdes hipersaturada de actcar e Cloreto de Sédio (NaCl) sdo utilizadas para
minimizar os debris e facilitar a visualizacdo dos oocistos, com o auxilio de centrifugas e
microscopios mais modernos que diminuem o tempo de execuc¢do dos exames e aumentam a
precisao dos resultados. O conhecimento das espécies de coccidios que acometem os suinos e
a intensidade da infeccdo adquirida por esses animais é imprescindivel para implantacdo
adequada de medidas de controle em determinada regido, bem como os fatores que interferem
no desenvolvimento dos mesmos.

Palavras-chave: Coccidiose; Suinos; Oocistos.



COCCIDIA IN PIGS IN NATIVE CREATED EXTENSIVELY BAIXADA
MARANHENSE, BRASIL

ABSTRACT

Pigs are species of great importance in the production of meat for human consumption, and
depending on the profitability of production and the degree of efficiency of the same, parasitic
diseases can lead to significant losses well in the main indicators of production efficiency.
The oocysts of Eimeria in pigs are difficult to identify as to their kind because of the
considerable morphological changes found in samples of the same species. The oocysts of
each species are morphologically different, they can be identified according to shape and size,
the most common shapes are spherical, oval or ellipsoid. As parasites Eimeria and
Cystoisospora gender, cryptosporidiosis in farm animals is translated not only by the zoonotic
potential of some species as well as by the economic loss that this promotes infection. The
primary diagnostic method used in most laboratories is that which allows the identification of
the presence of oocysts in the feces without the determination of the species of
Cryptosporidium involved. The demonstration of oocysts in the faeces is useful to confirm a
diagnosis of coccidiosis. The oocysts are disposed in large numbers over a relatively short
period of time during the first or second day of diarrhea, and can not be present during the
examination. Qualitative parasitological methods for the concentration of eggs and oocysts
from protozoa through Supersaturated solutions of sugar and sodium chloride (NaCl) are used
to minimize debris and facilitating the visualization of oocysts with the aid of centrifugal and
more modern microscopes that decrease of tests run time and increase the accuracy of results.
Knowledge of the species of coccidia that affect pigs and intensity of infection acquired by
these animals is essential for proper implementation of control measures in a given region, as
well as the factors that interfere with their development.

Keywords: Coccidiosis; Swine; Oocysts.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Atualmente a suinocultura ocupa importante papel na pecudria nacional, sendo
responsavel por representar para a populacdo mais uma alternativa de alimento, e por possuir
alto indice de rentabilidade. No entanto, para que essa atividade possa alcancar posicao de
destaque tanto no mercado nacional como no internacional, portanto ha necessidade de se
estudar e erradicar doencas que, de maneira clinica ou subclinica podem interferir no
desenvolvimento do rebanho suino brasileiro (GONCALVES, 2008).

As infeccdes entéricas estdo entre as doengas mais frequentes na producio
suinicola, sendo responsaveis por importantes perdas e significativo impacto econdmico no
setor. Os prejuizos sdo representados por reducdo do ganho de peso, mortalidade e gastos com
antibidtico-terapia (McORIST, 2005). Virios fatores influenciam na composi¢do parasitaria
ou no nivel de parasitismo dos animais, destacando-se o tipo de manejo, o nivel de
contaminacdo ambiental, que varia de acordo com os sistemas de produgdo, condi¢cdes de
higiene e as praticas de manejo, além da susceptibilidade individual e a idade (LEITE et al.,
2000; SCOTT & KOSKI, 2000).

As endoparasitoses, mesmo que geralmente, nao produzam sintomatologia clinica
podem acarretar diminui¢@o na produtividade do animal (perda de peso, anorexia, diminui¢dao
no indice de conversdo alimentar, producdo e reproducdo), que € traduzida em perdas
econOmicas (rejeicdo de carcacas nos matadouros). Entre as doencas causadas por
endoparasitos, se destaca a coccidiose, que no intestino dos animais provoca alteracdes
estruturais dos tecidos, afetando de maneira acentuada a atividade fisiolégica deste 6rgao e
atuando negativamente para o desenvolvimento de animais jovens e na reprodugdo dos
adultos (GONCALVES, 2008).

Nas coccidioses, uma das principais causas de perdas econdmicas provocadas por
estes € a diarreia em leitdes lactentes com lesdes extensas da mucosa intestinal, que induz a
mortalidade, com consequente perda de produtividade. Grandes extensdes da mucosa
intestinal sdo destruidas, com atrofia das vilosidades intestinais, tornando-as menores € mais
curtas e acarretando perda de superficie de absorcdo. As trés principais fungdes intestinais
(digestdo, absorcao de nutrientes e protecdo contra agentes nocivos) sdo consideravelmente

debilitadas (RAMOS et al., 2002).
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As porcas desempenham um papel epidemiolégico no processo por manter ou
multiplicar a populagdo de parasitos na baia. Apesar de ndo ocorrer perda de apetite, os leitdes
ndo ganham peso e até mesmo o perdem. Mesmo nao havendo, frequentemente, a observagao
de sinais clinicos evidentes em rebanhos nos quais os manejos empregados sdo altamente
técnicos, esses agentes causam perdas, principalmente nos leitdes em crescimento, quando
associados a outros agentes patogénicos ou a problemas nutricionais e sanitirios (NISHI et al.,

2000).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Identificar as espécies de coccidios intestinais em suinos nativos com base na
morfometria dos oocistos encontrados nas fezes de suinos criados extensivamente na Baixada
Maranhense, considerando a estagdo seca e chuvosa, e comparagdo entre técnicas na

recuperacgao de oocistos de coccidios.

2.2 Especificos

e Identificar as espécies de coccidios do género Eimeria; Cystoisospora e
Cryptosporidium;

e Estimar a prevaléncia, coeficientes especificos e dominincia de coccidios de suinos
nativos durante o periodo seco e chuvoso;

e Comparar as técnicas qualitativas, através de métodos de flutuacdo e sedimentacdo,

quanto a concentracdo de oocistos dos coccidios.

17



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Coccidiose Suina

No Brasil, as enfermidades entéricas em suinos t€ém aumentado muito nos altimos
anos devido a intensificacdo da producdo e a reducdo na idade do desmame. Isso faz com que
os profissionais da suinocultura e pesquisadores se preocupem com a identificacdo,
intervencdo e controle destas doengas (MORES & AMARAL, 2006). Os problemas sanitarios
¢ um dos maiores desafios dos pesquisadores e Veterindrios que atuam na suinocultura.
Atualmente, as principais doencgas que afetam os rebanhos suinos sao de origem multifatorial,
podendo ser viral, bacteriana e parasitiria que afetam principalmente os sistemas nervoso,
respiratorio e entérico (CAMPOS, 2012).

Os suinos podem ser afetados por diferentes doengas entéricas responsaveis por
perdas significativas para a producdo e para a sanidade, onde, parasitos localizados no trato
gastrintestinal competem, com seu hospedeiro, os nutrientes da alimentagdo consumida
causando irritacdo na mucosa do trato gastrintestinal, indigestdo, falta do apetite, ulceracdes
no intestino, assim como, espoliacdo sanguinea que interferem no ganho de peso didrio
(RAMIREZ, 2008).

Entre as enfermidades causadas por endoparasitos, a coccidiose € uma doenga
parasitdria geralmente aguda causada pela presenca e ac@o de protozodrios do género Eimeria,
Cystoisospora e Cryptosporidium nas células intestinais do hospedeiro vertebrado. Sendo, que
em Cryptosporidium suas formas evolutivas infectam as microvilosidades das células do
epitélio intestinal e/ou da traqueia de mais de 150 espécies de vertebrados (FAYER et al.,
2000). A forma aguda da doenca acomete os animais jovens, uma vez que os adultos possuem

imunidade, e, portanto seriam portadores da doenca (GRAIG, 1986).

(€N

Apds, a recuperacdo a partir de uma infeccdo coccidiana, um animal

(€N

relativamente imune a uma reinfeccdo com as mesmas espécies. Esta imunidade ndo
absoluta, tanto que o animal pode ser reinfectado novamente, mas isso ndo significa que a
infeccdo resultante serd de baixo grau (exceto, em condi¢des de estresse) e ndo ird prejudicar
o hospedeiro, tais infec¢des de baixo grau sdo extremamente comuns; assim como a presenca
nas fezes de oocistos de espécies altamente patogé€nicos de coccidios ndo significa
necessariamente que o animal tenha coccidiose clinica (LEVINE, 1963).

O protozodrio parasita células epiteliais dos intestinos de suinos — especialmente

jejuno e ileo — e produz diarreias trés a quatro dias apds a ingestdo dos oocistos. Essa diarreia
18



apresenta coloracdo amarelada e nio responde a antibidtico-terapia. Quando ocorre, atinge de
70% a 90% dos leitdes, levando a uma desidratacdo moderada e o atraso no desenvolvimento
dos suinos, com baixa mortalidade de 6% a 20% (PAIVA, 1996).

As alteracdes funcionais causadas pela coccidiose dependem da localizagao das
espécies envolvidas, e do grau de destruicao dos tecidos, podendo ser locais e/ou sist€micas.
A intensidade e abrangéncia das lesdes dependem do grau de agressdo tecidual de cada
espécie e, principalmente, da quantidade de oocistos esporulados ingeridos. Quando a
infeccdo € muito intensa ocorre destrui¢do de dreas muito extensas do intestino com
consequente desprendimento de fragmentos de mucosa e hemorragias, que podem ser
observados nas fezes (LIMA, 2004).

O numero de oocistos produzidos por um animal infectado € afetada por outros
fatores do que, apenas o isolamento do animal. Estes fatores incluem o potencial bidtico
inerente de cada espécie de reproduzir em um hospedeiro ndo imune; imunidade ou
resisténcia desenvolvida pelo hospedeiro; competicdo com outras espécies de coccidios ou
outros agentes infecciosos; nutri¢do e as diferentes cepas do hospedeiro (FAYER, 1980).

A oxigenacao e a umidade sdo fatores que também favorecem a esporulacio dos
oocistos, por isso a doenca € mais frequente nos meses quentes e imidos (MORENO et al.,
2007). Além da temperatura e umidade, o tipo de piso pode afetar a incidéncia da coccidiose.
A prevaléncia € maior quando os leitdes s@o criados em pisos sélidos, de madeira ou concreto,
comparado as criagdes sobre piso de plastico ou ferro vazado, devido a dificuldade de limpeza
(MORENQO et al., 2007; SAYD & KAWAZOE, 1996).

O Cystoisospora suis é considerado um parasita comum nas criacdes de suinos,
chegando a atingir cerca de 90% da populacdo e até 50% das leitegadas, caracterizada por
diarreia de coloracdo frequentemente amarelada que ndo responde a antibidtico-terapia. Além
disso, essa doenca € responsavel pela ocorréncia de mortalidade e efetiva reducao no ganho de
peso dos animais, refugagem intensa dos leitdes, sendo indiscutivel seu impacto econdmico
(SAYD & KAWAZOE, 1996).

A coccidiose por C. suis € a maior causa de diarreia nos leitdes, ocorrendo,
normalmente, entre os oito e os 15 dias de idade. Por outro lado, a coccidiose por Eimeria
spp. € mais comum em suinos mais velhos, surgindo j& numa fase posterior ao desmame
(MUNDT, 2005). As espécies do género Eimeria sao frequentemente encontradas nas fezes

de suinos, no entanto, pelo seu baixo potencial em induzir sintomatologia clinica aparente,
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estas sdo pouco evidenciadas quanto a estudos mais detalhados sobre suas infeccoes (ERNST,
1987). Eimeria debliecki é provavelmente a espécie mais patogénica (LEVINE, 1963).

Outra forma de diarreia é causada pelo C. spp., o quadro clinico causado pela
infeccdo € raro e, quando presente, ¢ uma diarreia ndo hemorragica profusa (ENEMARK et
al., 2003). Os primeiros casos de Criptosporidiose suina foram relatados em 1977, onde se
observou uma inflama¢do moderada associada a presenca do protozodrio nas células epiteliais
do intestino grosso de trés suinos durante uma necropsia, porém sem sinais de enterite
(KENNEDY et al., 1977).

Algumas espécies de coccidios podem ser identificadas a partir de seus oocistos
esporulados, portanto, o estudo dos mesmos € sempre realizado. Os oocistos podem ser
colocados para esporulacdo através da homogeneizacao de fezes em solucdo de dicromato de
potassio a 2,5%, apds colocando o homogeneizado em camada fina em placa de Petri e
deixando-se repousar durante duas semanas ou mais, dependendo das espécies. O dicromato
de potéssio impede o crescimento bacteriano que pode matar os protozodrios, e a camada fina
€ necessdrio de forma que o oxigénio alcance os oocistos (LEVINE, 1963).

A maioria das produgdes comerciais de suinos fornece condi¢des excelentes para
que os oocistos se desenvolvam. O controle da coccidiose em suinos € realizado através da
higiene adequada, associadas aos programas de limpeza e desinfeccdo eficientes (CAMPOS,
2012). O controle do microclima das instalacdes, temperatura e umidade, sdo pontos
importantes para o controle da Coccidiose. O manejo de limpeza, quando realizado de
maneira correta, pode interromper a transmissdo dos oocistos (LANGKJAER &

ROEPSTOREFF, 2008).

3.2 Espécies do Género Eimeria, Cystoisospora e Cryptosporidium

As espécies do género Eimeria e Cystoisospora apresentam um grau de
especificidade elevada para com o seu hospedeiro, o que ndo € observado em nenhum outro
agente infeccioso. Possuem ndo sé especificidade ao hospedeiro, como também, de 6rgaos.
Muitos sdo tecido-especificos porque s parasitam &reas particulares do intestino, chegando
inclusive a ter especificidade de localizagdo dentro das células infectadas (HOEFLING,
1981). A base para a especificidade ao hospedeiro tem sido considerada por alguns, por

estarem relacionado a imunidade do animal (FAYER, 1980).
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A patogenicidade do Cryptosporidium spp. varia com a espécie deste coccidio e a
espécie de animais, idade e estado imune do hospedeiro. As infec¢des, geralmente, ndo estao
associadas com sinais clinicos, porém em ruminantes e aves ocorreram casos agudos, nos
quais os animais apresentaram depressdo, letargia, anorexia, tosse, dispnéia, conjuntivites,
desidratacio, queda de peso, febre e inapeténcia (SRETER & VARGA, 2000).

As caracteristicas morfoldgicas e bioldgicas sdo utilizadas para diferenciar as
espécies de coccidios. Ambas, as fases enddgenas e exdgenas do ciclo de vida podem diferir
morfologicamente. No entanto, uma vez que as fases enddgenas de muitas espécies sdao
desconhecidas, a estrutura do oocisto € mais utilizada. Um segundo grupo de critérios € a
localizacdo das fases enddgenas no hospedeiro, a especificidade do hospedeiro é um terceiro
critério, isto varia de acordo com o género do protozodrio e, em certa medida, com as
espécies. Estudos da imunidade cruzada sao também utilizados para diferenciar os coccidios
de uma espécie de um determinado hospedeiro. A infeccdo de um animal com uma espécie de
coccideo produz imunidade contra essa espécie, mas niao contra outras espécies que ocorrem
no mesmo hospedeiro (LEVINE, 1963).

As caracteristicas dos oocistos sdo consideradas de grande importancia na
diferenciacdo de certos géneros de coccidios. Na diferenciacdo das espécies quando se utiliza
a morfologia do oocisto e esporocisto, devem ser consideradas as seguintes caracteristicas:
presenca ou auséncia de estruturas como corpo de “Stieda”, corpos residuais do oocisto e
esporocisto, presenga ou auséncia de capuz micropilar na regido polar do oocisto, medida do
didmetro maior e menor, além do indice morfométrico (CAVALVANTE, 1996).

Atualmente, a morfologia, especialmente a morfometria dos oocistos, representa o
alicerce para taxonomia dos protozodrios pertencentes ao Filo Apicomplexa, onde a estrutura
de oocistos é usualmente uma das exigéncias para estabelecimento de espécies ja

consolidadas e de novas espécies (XIAO et al., 2004),

3.2.1 Eimeria spp.

Reino: Protista

Sub-reino: Protozoa

Filo: Apicomplexa Levine, 1970
Classe: Conoidasida Levine, 1988
Subclasse: Coccidiasina Leuckart, 1879
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Ordem: Eucoccidiorida Léger e Duboscq, 1910
Subordem: Eimeriorina Léger, 1911
Familia: Eimeriidae Minchin, 1903

Género: Eimeria Schneider, 1875

Coccidios do género Eimeria sdao parasitas intracelulares obrigatérios de células
do hospedeiro, auséncia de organelas de fixacdo, com apenas um hospedeiro no qual realizam
tanto a multiplicagdo assexuada (esquizogonia) quanto sexuada (gametogonia). Concentra a
maior parte dos oocistos de importancia para os suinos (AGUIAR, 2009). As espécies sao de
distribuicao cosmopolita e, estdo intimamente relacionadas como potencial agente etioldgico
de doenca, responsavel por lesdes da mucosa e submucosa intestinal dos animais (NISHI et
al., 2000). Os coccidios deste género tem menor patogenicidade nos suinos, pois as infec¢oes
naturais sdo relacionadas a doenca clinica apenas esporadicamente (DAUGSCHIES et al.,
2004).

Espécies do género Eimeria tém sido encontrado em diversas partes do mundo,
Gomes (2009) analisou 24 criacdes de suinos no Distrito de Evora, em Portugal, onde os
animais foram divididos em trés grupos: “Reprodutores”, ‘“Recria” e “Engorda”, foram
avaliados 180 reprodutores, 2780 animais de recria e 2440 animais de engorda. Nas 24
exploracdes avaliadas, o género Eimeria apresentou 79% de prevaléncia, o grupo dos
reprodutores, recria e engorda apresentou prevaléncia de 53,6%, 77%, e 60%,
respectivamente. Na Polonia, Balicka-Ramisz (1995) relatou um estudo em 125 granjas com
diferentes niveis sanitdrios e de higiene. A infeccdo por Eimeria foi observada em 28% de
todas as granjas estudadas. Hoff (2005) pesquisou a prevaléncia de endoparasitas em grupos
de suinos com diferentes idades em trés granjas de suinos, duas no municipio de Sao Carlos e
uma no municipio de Sul Brasil, na regido Oeste do Estado de Santa Catarina, encontraram
31% de prevaléncia para Eimeria. Santos e Lopes (1994), em estudo realizado em cria¢des de
suinos localizadas nos municipios de Itaguai, Paracambi e Pirai, no Estado do Rio de Janeiro,
identificaram diversas espécies do género Eimeria.

O género Eimeria possui um oocisto tipico das espécies. A parede do oocisto pode
ter um micrépilo, que pode ser coberta por uma tampa micropilar. Dentro do oocisto neste
género possui quatro esporocistos, cada um contendo dois esporozoitos. Pode haver um
granulo polar retritil no oocisto, residuo de oocistos ou um residuo do esporocisto, estas sao

compostas de material que sobra apds a formagdo dos esporocistos e esporozoitos. O
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esporocisto pode ter um botdo, o corpo Stieda, numa extremidade. Os esporozoitos sdo
geralmente em forma de linguica ou virgula, e pode conter um ou dois glébulos claros
(LEVINE, 1963). O capuz micropilar € comum em Eimeria, mas incomum ou ausente em
outros géneros (BERTO et al. 2014).

O oocisto eliminado no ambiente pode ser esférico, subesférico, ovoide, elipsoide,
variando de tamanho conforme a espécie. Sua parede é formada por duas camadas
(membranas) geralmente transparentes, sendo que algumas espécies podem apresentar
estriacdes na superficie. A membrana externa € proteica e a interna é formada por associacao
de lipideos e proteinas (SOULSBY, 1968).

A morfologia dos oocistos, esporocistos, a espécie hospedeira, as estruturas dos
estagios endogenos, e sua localizagdo no hospedeiro € utilizada na diferenciacdo das espécies.
Entretanto, o critério de identificagdo mais comumente utilizado na separagdo das vdrias
espécies € realizado através das caracteristicas morfolégicas dos oocistos (FAYER, 1980).
Diferencas na forma dos oocistos podem ser resultantes de infecgdes macicas. No entanto, o
tamanho do oocisto, ndo € necessariamente constante podendo variar de acordo com o periodo
de paténcia do protozoario (LONG & JOYNER, 1984). Além disso, € relevante considerar
que o tamanho e a forma do oocisto ndo sdo necessariamente constantes podendo variar de
acordo com o estado de laténcia, grau de infeccdo e estado imunoldgico do animal (JOYNER,
1982).

Os animais parasitados eliminam nas fezes os oocistos na forma nao esporulada e,
portanto nao infectantes. No ambiente o oocisto passa por uma divisdo assexuada
(esporogonia) e sd@o formados quatro esporocistos contendo dois esporozoitos em cada um
deles no seu interior (oocisto esporulado) que é a forma infectante para os animais. Os
oocistos esporulados quando ingeridos, junto com dgua ou alimentos contaminados, por um
hospedeiro susceptivel vao liberar os esporozoitas que irdo invadir as células epiteliais do
trato digestivo. Ao penetrarem nas células intestinais, os esporozoitas sd3o denominados
trofozoitas, que apds sucessivas divisdes passa a ser denominado de esquizonte. A célula
hospedeira entdo se rompe e libera 0s merozoitas, que penetram em novas células intestinais e
produzem novas divisdes esquizogOnicas. Mais de uma esquizogonia podem ocorrer
dependendo da espécie. Os merozoitas, formados ao final das divisdes esquizogodnicas se
diferenciam em microgametas (masculino) e macrogameta (feminino), iniciando a reproducao
sexuada. Os microgametas rompem a cé€lula hospedeira e vdo a uma célula contendo

macrogameta e o fecundam. Apds a fecundacdo se inicia a formacdo do oocisto. Os o0ocistos
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formados rompem a célula hospedeira e sdo eliminados nas fezes na forma de oocisto ndo

esporulado, continuando o ciclo (SEQUEIRA & AMARANTE, 2001).

3.2.2 Cystoisospora suis

Reino: Protista

Sub-reino: Protozoa

Filo: Apicomplexa Levine, 1970

Classe: Conoidasida Levine, 1988

Ordem: Eucoccidiorida Léger & Duboscq, 1910
Familia: Sarcocystidae Minchin, 1903
Sub-familia: Cystoisosporinae

Género: Cystoisospora Frenkel, 1977

O C. suis apresenta estagios de desenvolvimento no hospedeiro e no ambiente. No
hospedeiro, o 6rgdo mais afetado € o intestino delgado, especificamente os enterdcitos. Os
estdgios de desenvolvimento produzem um ovo microscopico, que possui forma esférica e
mede aproximadamente 20um de didmetro, denominado oocisto (MUNDT & KOUDELA,
2005). Existem também estdgios extra intestinais, que ocorrem no baco, no figado e nos
linfonodos do suino, podendo voltar a invadir a mucosa intestinal e causar sintomatologia
(URQUHART et al., 2001).

Calderaro et al. (2001) verificaram a frequéncia de agentes -etiologicos
bacterianos, virais e parasitirios em fezes de leitdes com diarreia em sistemas de produgao de
suinos do Estado de S@o Paulo, no qual examinaram 174 leitdes com idade entre um a 38 dias
provenientes de 21 sistemas de produgao, destes, 10,9% foram encontrados parasitados por C.
suis. Aliaga-Leyton (2011), ao determinar a prevaléncia de C. suis em suinos de 50 fazendas e
709 leitdes em Ontario, Estados Unidos, encontrou positividade em 70% das fazendas e 187
leitdes parasitados por C. suis. Sartor et al. (2007) estudaram a prevaléncia das espécies de
Eimeria e Cystoisospora de suinos do municipio de Videira, Santa Catarina, examinando
1150 animais, destes, 39,51% apresentaram oocistos do género Cystoisospora.

Os oocistos do C. suis possuem forma esférica a subesférica, medindo de 19,4 a

22,5um de didmetro, com uma cépsula lisa e de camada Unica, com espessura de 1,5um. Os

24



oocistos contém dois esporocistos (dispdricos) com quatro esporozoitos cada (tetrazdicos)
(GONCALVES, 2008).

O ciclo de vida do C. suis pode ser dividido em trés fases distintas: esporogonia,
encistacdo e desenvolvimento enddgeno. A esporulagcdo (esporogonia) € o processo pelo qual
0 oocisto ndo infectante (imaturo), ao ser eliminado com as fezes, passa a serem infectante
sob certas condicdes de temperatura, oxigenacdo e umidade (PAIVA, 1996), ao longo desta
fase os oocistos desenvolvem dois esporocistos cada um contendo quatro esporozoitos
(RADOSTITS et al., 2007). A excistagdo ocorre imediatamente apds a ingestdo dos oocistos
infectantes. A passagem pelo estdmago altera a parede do oocisto e, posteriormente, permite
que os sais biliares e enzimas digestivas ativem os esporozoitos, deixando os livres no limen
intestinal. Os esporozoitos penetram nos enterdcitos e iniciam a etapa de desenvolvimento
endogeno (PAIVA, 1996).

No estagio de desenvolvimento enddgeno, durante a multiplicacio do parasita,
cada esporozoito € capaz de penetrar as células do intestino do hospedeiro, onde se dividem
varias vezes (reprodugdo assexuada), produzindo vérios descendentes denominados merontes,
que também destroem os enterdcitos. Este estagio € caracterizado pela multiplicacdo rapida do
parasita, culminando com grande nimero de enterdcitos destruidos. Em seguida, as células
sao sexualmente diferenciadas em machos (microgametas) e fémeas (macrogametas). A
interacdo entre o gameta masculino e feminino produz o oocisto que, apés ruptura dos

enterdcitos, € eliminado para o ambiente através das fezes MUNDT & KOUDELA, 2005).

3.2.3 Cryptosporidium spp.

Reino: Protista

Sub-reino: Protozoa

Filo: Apicomplexa Levine, 1970

Classe: Coccidia Levine, 1988

Subclasse: Coccidiasina Leuckart, 1879
Ordem: Eucoccidiorida Léger e Duboscq, 1910
Subordem: Eimeriorina Léger, 1911

Familia: Cryptosporidiidae Léger, 1911
Género: Cryptosporidium Tyzzer, 1907
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A maioria das espécies de Cryptosporidium ¢é identificada de acordo com
caracteristicas morfologicas dos oocistos € com a habilidade de infectar um hospedeiro
especifico/dominante (XIAO et al., 2004).

Membros de género Cryptosporidium spp. diferem dos outros coccidios por ndo
invadirem células epiteliais das vilosidades intestinais, mas por aderir a regido das
microvilosidades e, a partir dai, formam um vactolo parasitéforo localizado entre o
citoplasma e a membrana celular que por ocasido do seu rompimento, provoca a morte dos
enterdcitos (SOBESTIANSKY, 1999).

Hamnes et al. (2007) examinou amostras fecais de 684 leitdes em fase de
amamentacdo de 100 rebanhos suinos de todas as regides da Noruega, para verificar a
presenca de Cryptosporidium spp., onde 31% do rebanho, com 8,3% dos leitdes foram
positivos para o parasita. Matos (2009) investigou a ocorréncia de Cryptosporidium spp. em
leitdes com 45 dias de idade em suinoculturas do Municipio de Aracgatuba, Sdao Paulo, Brasil.
Amostras fecais de 107 leitdes foram colhidas, a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium
spp., foi observada em 4,7% dos animais. Ryan et al. (2003) coletaram um total de 646
amostras de fezes de suinos pertencentes a 22 fazendas de criagdo com sistemas de criagdo
ristica e de confinamento no interior do Oeste da Austrdlia, para verificar a presenca de
Cryptosporidium spp. e sua prevaléncia, tendo como resultado uma prevaléncia de 6,03%, e
observaram ainda que Cryptosporidium foi mais comum nas amostras oriundas dos rebanhos
criados de maneira rustica (17,2%), do que os criados no sistema de confinamento (0,5%).

Os oocistos sdo pequenos, esféricos, com tamanhos variando de 4 a 6um de
diametro, variando de acordo com a espécie. Apresentam membrana externa fina, citoplasma
finamente granulado, e no seu interior sdo observados quatro esporozoitos livres em forma de
“C”, com um nucleo localizado centralmente (FAYER et al., 2004). Na parede do oocisto,
tem uma leve estrutura, por onde sairdo os esporozoitos durante a encistacio (GONCALVES,
2008). Esses oocistos mantém sua infectividade no ambiente externo por varios meses,
principalmente em dguas e ambientes com elevado grau de umidade (SUNNOTEL et al.,
2006).

O ciclo bioldgico € monoxeno, a principal forma de infec¢do ocorre pela ingestao
dos oocistos vidveis presentes na dgua ou alimentos contaminados. Apds a ingestdo os
oocistos desencistam e os esporozoitos sdo liberados no intestino delgado e parasitam as
células epiteliais do trato gastrintestinal. Nestas c€lulas os parasitos realizam reproducao

assexuada (esquizogonia ou merogonia) e em seguida a reproducdo sexuada (gametogonia),
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produzindo macrogametas e microgametas. Apds a fecundacdo dos macrogametas pelos
microgametas, os oocistos se desenvolvem e esporulam no hospedeiro infectado. Dois
diferentes tipos de oocistos sdo produzidos: oocistos de parede espessa, que comumente Sao
eliminados nas fezes do hospedeiro e oocistos de parede fina que estdo envolvidos com a

autoinfeccdo do hospedeiro (PUTIGNANI & MENCHELLA, 2010).

3.3 Patogenia

A diarreia caracteristica da coccidiose comecga com fezes aquosas e fétidas — as
vezes com odor rancoso ou azedo. Apds trés a quatro dias, a producdo de fezes amolecidas ou
pastosas ou até a ocorréncia de tenesmo. Os leitdes infectados apresentam-se desidratados,
com pelos arrepiados e com definhamento, resultando na dificuldade se movimentar. A
mortalidade € varidvel, podendo chegar a 20%. Além da diarreia, outros sinais clinicos sdo a
perda de peso, a inapeténcia e o retardo no crescimento. A diarreia € a manifestagcdo clinica
comum a diferentes doencgas causadas por bactérias (Escherichia coli, Salmonella sp. etc.),
virus (Enterovirus, Rotavirus, Adenovirus etc.) e diversos protozodrios, entre os quais o C.
suis. No caso de infeccdo por C. suis, a diarreia é causada pela destruicdo das células do
epitélio intestinal (PAIVA, 1996).

Alguns estudos t€ém demonstrado que a manuten¢do da morfologia e funcdo da
mucosa intestinal depende basicamente do suprimento continuo de nutrientes e do
crescimento e proliferagdo de agentes patogénicos no intestino (MORES & AMARAL, 2006).
O C. suis é responsével por lesdes principalmente no jejuno e ileo, mas pode afetar também o
ceco e o coldn dos animais. Durante o desenvolvimento intracelular, as células intestinais sdo
destruidas (MUNDT & KOUDELA, 2005).

A estrutura dos vilos é fortemente alterada, microscopicamente, observando-se
reducdo na altura das vilosidades, fusdo de vilosidades, necrose focal no dpice das
vilosidades, metaplasia epitelial e hiperplasia das criptas. Nos enterdcitos, muitas formas
endégenas dos coccidios podem ser encontradas, principalmente, merozoitos e merontes,
oocistos maduros raramente estdo presentes (MORENO et al., 2007).

Como resultado, a funcdo digestiva das secOes afetadas do intestino ¢é
consideravelmente alterada, devido ao quadro de inflamagdo e necrose intestinal que se
estabelecem. Tanto a digestdo, quanto a absor¢do de nutrientes sdo alteradas. A mucosa

7z

intestinal se regenera relativamente rdpido, quando a infec¢do € controlada, entretanto os
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animais apresentam ganho de peso inferior aos animais nao infectados. As células epiteliais
tornam-se planas devido a descamacdo apds a infeccdo com C. suis (VANNUCCI &
GUEDES, 2009).

A severidade das lesdes microscopicas depende da quantidade de oocistos
ingerida pelo animal. Os leitdes de cinco a 20 dias de idade sdo os que apresentam sinais
clinicos da doenga. As manifestagdes clinicas sdo mais precoces em leitdes que ingerem altas
doses de oocistos esporulados (PAIVA, 1996). Muito poucos oocistos sdo necessirios para
infectar os leitdes. Os oocistos sao extremamente resistentes € podem sobreviver por meses ou
anos. Apenas 100 oocistos esporulados causam doenca severa — em animais suficientemente
jovens. O fator determinante € a idade dos leitdes — quanto mais jovens, mais susceptiveis eles
sdo e, portanto mais severo € o quadro clinico. Apds a terceira semana de vida, a doenga nao é

mais clinicamente relevante (MUNDT & DAUGSCHIES, 2004).

28



CAPITULO 2

EIMERIOSE EM SUINOS NATIVOS DE CRIACAO EXTENSIVA NO MARANHAO,
BRASIL

EIMERIOSIS IN PIGS NATIVES EXTENSIVE CREATING MARANHAO, BRAZIL
Thayane Ferreira Fernandesz; Ana Clara Gomes dos Santos>

RESUMO

Os suinos podem ser acometidos por uma variabilidade de enfermidades entéricas como a
eimeriose € a cistoisosporose, que sdo doengas responsaveis por causar enteropatias, atuando
negativamente para o desenvolvimento dos animais. A pesquisa teve como objetivo
determinar a prevaléncia e identificar as espécies do género Eimeria € Cystoisospora que
acometem suinos nativos de ambos o0s sexos e diferentes idades, criados extensivamente no
Maranhdo, durante o periodo seco e chuvoso. A pesquisa foi realizada no municipio de
Bacurituba, na Baixada Maranhense. Os suinos foram escolhidos aleatoriamente, 180
amostras fecais foram coletadas diretamente da ampola retal; em seguida refrigerados e
transportados em caixas isotérmicas, com gelo, até o Laboratério de Parasitologia, da
Universidade Estadual do Maranhdo. Realizou-se exames coproparasitoldgicos, para o
diagnéstico de oocistos nas fezes, utilizando-se as técnicas de Willis-Mollay (1921) e de
Sheather (1923) e o método Hoffman, Pontes e Jane (1934) e andlise em microscopia dptica
em 100x e 400x. Realizado a contagem de oocistos por grama de fezes (OoPG) pelo método
de Gordon Whitlock (1939) modificado e Figueiredo (1982). As amostras positivas que
apresentaram >500 oocistos foram acondicionadas, individualmente, em placas de Petri
identificadas, com solucdo de Dicromato de Potédssio 2,5% e mantidas em bancada em
ambiente de laboratorio, afericdo didria por termohigrometro (27 + 2°C, 70£10%UR) e
escotofase, para a esporulacdo dos oocistos. Apds, os oocistos foram concentrados pela
técnica de centrifugo-flutuagdo de Sheather (1923) e identificados com base nas estruturas
morfométricas dos oocistos esporulados, conforme descrito por Levine (1963), Soulsby
(1987), Reboucgas (1992), Gongalves (2008) e Filho (2004). As espécies identificadas foram
Eimeria debliecki, Eimeria scabra, Eimeria perminuta, Eimeria porci, Eimeria. polita, e
Cystoisospora suis. Houve maior prevaléncia de parasitismo em suinos durante o periodo
seco. Concluimos que os suinos apresentam infeccdo por Eimeria e Cystoisospora sob a
forma subclinica, sendo mais prevalente durante o periodo seco. E, a espécie Eimeria scabra
foi mais prevalente em ambos os periodos.

Palavras-chave: Coccidios; Suinos; Baixada Maranhense.
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ABSTRACT

Pigs may be affected by variability of enteric diseases such as eimeriosis and cistoisosporose,
which are responsible for causing disease enteropathy, acting negatively to the development
of the animals. The research aimed to determine the prevalence and identify the species of the
genus Eimeria and Cystoisospora affecting native pigs of both sexes and different ages,
created extensively in Maranhdo, during the dry and rainy season. The survey was conducted
in the citie of Bacurituba in Baixada Maranhense. The pigs were randomized, 180 fecal
samples were collected directly from the rectum; then refrigerated and transported in cool
boxes with ice, to the Parasitology Laboratory of the State University of Maranhdo. Was
performed fecal examinations for diagnosis of oocysts in the feces, using the techniques of
Willis-Mollay (1921) and Sheather (1923) and methof Hoffman, Pontes and Janne (1934) and
optical microscopy analysis 100x and 400x. Held oocyst count per gram feces (OoPG) by the
method of Gordon Whitlock (1939) and modified Figueiredo (1982). Positive samples with
>500 oocysts were placed individually in Petri dishes identified with dichromate solution
Potassium 2.5% and maintained bench in a lab environment, daily verification by
thermohygrometer (27+2°C,70+10%RH) and scotophase for the sporulation of oocysts. After,
the oocysts were concentrated by the technique of centrifugal flotation Sheather (1923) and
identified based on morphological structures of oocysts as described by Levine (1963),
Soulsby (1987), Rebougas (1992), Gongalves (2008) and Filho (2004). The identified species
were Eimeria debliecki, Eimeria scabra, Eimeria perminuta, Eimeria porci, Eimeria polita,
and Cystoisospora suis. There was a higher prevalence of parasites in swine during the dry
season. We conclude that the pigs have Eimeria infection and Cystoisospora under the
subclinical form, being more prevalent during the dry season. And the species Eimeria scabra
was more prevalent in both periods.

Keywords: Coccidia; swine; Maranhense lowered.
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1 INTRODUCAO

A coccidiose é uma doenca parasitaria, frequentemente diagnosticada, os surtos da
doenca ocorrem em zonas tropicais e temperadas. Os oocistos esporulados sao o estado
infectante da doenca, logo a sua esporulacdo e liberagdo para o meio ambiente sdo
determinantes (DENIZ, 2008). A maioria dos coccidios € especifica para cada espécie de
hospedeiro e infecta apenas o seu hospedeiro natural. Coccidios em suinos pertencem tanto ao
género Eimeria quanto Cystoisospora, a espécie Cystoisospora suis é considerado o patégeno
primdrio em suinos (SCHWARTZ, 2002).

Existe um grande nimero de espécies de Eimeria, no entanto, estas apresentam
grande especificidade em relacdo ao hospedeiro. A patogenicidade depende da espécie e
poucas sdo consideradas suficientemente patogénicas, para desencadearem manifestacoes
clinicas da doenca. As infec¢des envolvem geralmente uma variabilidade de espécies, ou seja,
em casos clinicos de coccidiose € comum a presengas de mais de uma espécie que interagem
para produzir as alteragdes patolégicas observadas (LIMA, 2004). As infeccdes podem
manifestar-se pela existéncia de diarreia, com fezes aquosas e amareladas (FRONTERA et al.
2007).

Os oocistos do género Eimeria em suinos sdo dificeis de identificar quanto a
respectiva espécie em razdo das considerdveis alteracdes morfoldgicas encontradas em
amostras de uma mesma espécie (IMAROM, 1997). Os oocistos de cada espécie sdao
morfologicamente diferentes, mas essencialmente t€m caracteristicas andlogas (FORTES,
2004), os mesmos podem ser identificados de acordo com a forma e o tamanho. As formas
mais comuns sdo esférica, oval ou elipsoide, e o tamanho das espécies comuns varia de 15 a
50 um. O tempo gasto para que ocorra esporulagdo em condi¢des normais também pode ser
usado como parametro para identificacdo (URQUHART et al., 1998).

Os oocistos sdo considerados estruturas muito resistentes (LIMA, 2004). Quando
esporulados podem permanecer vidveis e infectantes por relativamente longos periodos de
tempo, podendo sobreviver no ambiente durante meses ou até mais de um ano (FAYER,
1980). Animais infectados geralmente desenvolvem uma importante imunidade com o
aumento da idade (REHMAN et al., 2011). Esta imunidade € espécie-especifica, mas ndo €
absoluta, pois os animais recuperados frequentemente se reinfectam com infec¢des discretas
que nao os prejudicam, mas os transformam em portadores, que sdo fontes de infec¢do para os

mais jovens (LIMA, 2004).
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O conhecimento das espécies de coccidios que acometem os suinos e a
intensidade da infec¢do adquirida por esses animais € imprescindivel para implantagcdo
adequada de medidas de controle em determinada regido, bem como os fatores que interferem
no desenvolvimento dos mesmos. E desconhecida a prevaléncia e a relativa importincia
econdmica de Eimeria spp. e Cystoisospora spp. na criagdo de suinos da regido da Baixada
Maranhense e, portanto, a influéncia desses agentes parasitirios no processo produtivo. A
pesquisa teve como objetivo determinar a prevaléncia e identificar as espécies do género
Eimeria e Cystoisospora que acometem suinos nativos de ambos os sexos e diferentes idades,

criados extensivamente no Maranhdo, durante o periodo seco e chuvoso.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Baixada Maranhense

A microrregido da Baixada Maranhense é uma das microrregidoes do estado do
Maranhdo pertencente a mesorregido Norte Maranhense, localizada a Oeste e Sudeste da Ilha
de Sao Luis, formada por grandes planicies baixas que alagam na estagdo das chuvas, criando
enormes lagoas entre os meses de janeiro e julho. Essa regido se estende por mais de 20.000
km? e abrange cerca de 20 municipios, dentre esses a pesquisa foi realizada no municipio de
Bacurituba (2°42'22" S e 44°44'18" O), que dista 300 km da cidade de Sao Luis, MA (IBGE,
2008).

2.2 Coletas das fezes

Foram visitados retiros no municipio de Bacurituba, da Baixada Maranhense,
onde um total de 180 amostras fecais foi coletado de suinos nativos de idades variadas (30
dias a 54 meses) e ambos os sexos, diretamente da ampola retal, com uso de luvas de
procedimento cirdrgico, lubrificadas com vaselina, acondicionadas em caixa isotérmicas e
transportadas, sob-refrigeracdo, para o Laboratdrio de Parasitologia da Universidade Estadual

do Maranhao.
2.3 Processamento das amostras

No laboratério foram pesados 4g de fezes para realizar a técnica de centrifugo-
flutuacdo de acordo com Sheather (1923), com a finalidade de determinar a presenga de
oocistos das espécies do género Eimeria e Cystoisospora. Apos, a confirmacdo da presenca
dos oocistos, foi realizado a contagem de oocistos por grama de fezes (OoPG), considerando
se como ponto de corte, animais que apresentassem uma contagem de OoPG >500, que foram
diluidas em solucdo 2,5% de Dicromato de Potassio (K2Cr207), para esporulagdo e colocadas
em placas de Petri contendo a relagdo de 1/6 de fezes para 5/6 de solucdo e colocadas sobre a
bancada em 27+2°C e umidade relativa do ambiente 70+£10% por 15 dias para esporulagdo,

em escotofase e afericdo didria através de termohigrometro.
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Ap0s, a esporulacdo dos oocistos, para retirar o excesso da solu¢do de Dicromato
de Potdssio, as amostras foram colocadas em tubos de centrifuga de 10,0mL e lavadas com
dgua destilada, em seguida centrifugadas em 1500rpm por 10 minutos pelo menos trés vezes,
até ficarem totalmente limpidas, a solucdo foi retirada resultando apenas o sedimento. Esse
sedimento foi suspenso pela técnica de centrifugo-flutuacdo pelo método de Sheather (1923),
durante 10min a 1500rpm. O centrifugado foi retirado a parte suspensa em S50ul (6x)
colocadas em laminas microscépicas e leitura em microscopia Optica para detec¢do dos
oocistos esporulados (FIGUEIREDO, 1982). A observacdo dos oocistos utilizou-se
microscopio binocular marca Carl Zeiss (RFA) e Wild M-20 (Sui¢ca) com auxilio de objetiva
de 400x com a finalidade de visualizar as estruturas morfologicas. Foram mensurados apenas
os oocistos esporulados e integros das espécies do género Eimeria e Cystoisospora. Para
tanto, foi utilizada uma ocular micrométrica K-15X PZO (Polonia), acoplada ao microscopio
binocular Carl Zeiss. Foi mensurado o didmetro maior (DM) e menor (dm) e calculado o
indice morfométrico (IM) dos oocistos e esporocistos, € averiguacdo da presenca e auséncia
de estruturas morfoldgicas internas. Para o cdlculo das médias e desvio padrao dos DM, dm e
IM dos oocistos e esporocistos foi utilizado o software Microsoft Excel 2000®.

Para identificagdo dos oocistos recuperados utilizou-se como base nos critérios
morfométricos adotados por Levine (1963), Soulsby (1987), Reboucas (1992), Gongalves
(2008) e Filho (2004). Os oocistos encontrados foram fotomiografados com auxilio de uma

camera digital Sony Cyber Shot 7.2 Mega Pixels DSC-W110-Prata.

2.4 Analise estatistica

Os dados foram armazenados no programa de informatica Excel for Windows, v.
2010, seguida da descrigao morfologica, morfometria dos oocistos e micrografias das espécies
de coccidios identificadas. E, andlise estatistica foi baseada no parasitismo dos animais
considerando-se o sexo, a idade e periodos do ano seco e chuvoso, através do teste de Fisher
pelo programa estatistico GraphPad Prism 500® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na observacao dos suinos nativos durante a coleta, nao foram evidenciados sinais
clinicos de coccidiose intestinal nos suinos examinados, dos quais apresentaram um bom
score nutricional. Pela andlise morfométrica dos oocistos e esporocistos foram identificados
quatro espécies do género Eimeria ¢ uma espécie do género Cystoisospora, coccidios
pertencentes a Familia Eimeriidae e Sarcocystidae, respectivamente, determinantes de lesdes
no epitélio intestinal pela evolugdo bioldgica do ciclo de vida, ocasionando parasitismo
intracelular. Observou-se também que as infec¢des eram mistas, visto que, esses animais
estavam parasitados por mais de uma espécie de oocistos de coccidios. Apds esporulacio, os
oocistos foram mensurados e identificados. Nas amostras fecais dos suinos nativos, apos
esporulacdo foram encontradas durante o periodo chuvoso, as espécies de C. suis, Eimeria
perminuta, Eimeria. scabra, Eimeria debliecki, e Eimeria polita (Tabela 1)

A espécie de maior prevaléncia foi E. scabra com 31,8%, enquanto a menor
prevaléncia foi E. debliecki com 11,9%. As espécies C. suis, E. perminuta e E. polita,

obtiveram prevaléncia de 26,8%, 16,7% e 12,8%, respectivamente.

Tabela 1 - Morfometria dos oocistos esporulados das espécies do género Eimeria e
Cystoisospora em suinos criados extensivamente na Baixada Maranhense, no periodo

chuvoso, 2014 a 2015.

Oocisto (um) Esporocisto (im)

Espécies Diametros Diametros
LM.* LM.*
Polar Equatorial Polar Equatorial
C. suis 21,61+3,63 21,4543,18 1,00£0,03 14,36+3,00 9,05+2,52 1,64+0,34
E. perminuta 21,75£3,08 21,75+£3,08 1,000  12,7242.21 8,35+1,57 1,57+0,38
E. scabra 33,02+£3,92  25,0443,71 1,3240,08 15,17+3,67 11,29+£1,31 1,34+0,30
E. debliecki  29,04+£3,34 25,41+3,30 1,14+0,03 14,3243,01 10,85+1,39 1,34+0,32
E. polita 40,144£6,36 27,60+5,49 1,47+0,12 18,71£5,12 12,13+2,12 1,54+0,35

I.M.= Indice morfométrico
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A regido da Baixada Maranhense possui campos que alagam durante a estacio
chuvosa, nesse periodo os suinos nativos ficam confinados em “retiros” em lugares mais
elevadas durante dia e noite, recebendo alimentac@o no coxo, no chado e dgua ad libitum “em
baldes plasticos, pneus”, sendo que esse local ¢ improprio para manutencao dos mesmos,
considerando-se que realizam a evacuacdo e diurese in loco; muita das vezes alguns animais
apresentam diarreia, devido ao estresse e déficit de resisténcia, permitindo a acdo de agentes
patogénicos, além da transmissdo da coccidiose, visto que, inexiste o manejo higi€nico-
sanitdrio e nutricional, divisdo de animais por faixa etdria, isto é, suinos adultos e jovens
alocados no mesmo espaco, havendo uma superlotacio de animais. A condi¢do de
confinamento permite que o estresse do animal e a diminui¢do da resisténcia imunoldgica
podem determinar a doenca clinica e 6bito de animais, principalmente os jovens.

No periodo seco a espécie de maior prevaléncia foi E. scabra com 49,4% e menor
prevaléncia E. perminuta com 8,1%. As espécies E. polita, E. debliecki e C. suis,
apresentaram prevaléncia de 20,5%,

11,8% e 10,2%, respectivamente. As espécies

identificadas no periodo seco e sua andlise morfométrica, estdo sumarizadas na tabela 2.

Tabela 2 - Morfometria dos oocistos esporulados das espécies do género Eimeria e

Cystoisospora em suinos criados extensivamente na Baixada Maranhense, no periodo seco,

2014 a 2015.

Oocisto (um) Esporocisto (pm)

Espécies Diametros Diametros
LM.* LM.*
Polar Equatorial Polar Equatorial
C suis 21,56+£2,99 21,56+2,99 1+0 13,79£2,51  8,70£1,78 1,62+0,33
E. perminuta 24,54+£3,00 24,54+3,00 1+0 13,2942,23  9,88+1,84 1,38+0,32
E. scabra 32,3842,53 24,88+2,53 1,30+0,02 13,30+2,58 11,44+0,95 1,16+0,22
E. debliecki  29,64+£2,20 25,89+2,20 1,14+0,01 13,47+£2,67 11,25+1,64 1,20+0,21
E. polita 39,2445,76  26,85+4,72 1,47+0,12 17,61+4,79 11,58+1,29 1,51+0,37

I.M.= Indice morfométrico
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De acordo com Hassum & Menezes (2005) os fatores climaticos como,
temperatura, umidade relativa do ar e precipitacdo, apesar de ndo terem correlagdo com a
intensidade de infec¢do dos animais, podem gerar de maneira indireta, variagdes no nimero
de oocistos eliminados, no entanto, as prdticas de manejo parecem ser as maiores
responsaveis. A infeccdo ocorre apds a ingestdo de oocistos juntamente com dgua e/ou de
alimentos contaminados com matéria fecal (SILVA et al., 2007).

Tenter et al., (2002) afirma que os caracteres fenotipicos tradicionalmente
utilizados para a classificacdo de coccidios de Eimeria incluem a morfologia dos estigios
disponiveis do parasita e especificidade de hospedeiros.

As espécies encontradas na pesquisa foram caracterizadas como:

Cystoisospora suis Biester, 1934

Os oocistos apresentaram-se na forma esférico a subesférico, medindo 21,6+3,56
pum por 21,443,16pum no seu didmetro polar e equatorial respectivamente, com indice
morfométrico de 1,00+0,03. Apresentaram coloracdo amarelada, auséncia de micropilo e
parede dupla de aparéncia lisa. O valor do DM minimo encontrado foi de 15um e méaximo
37,5um, para o dm o valor minimo foi de 15pum e méaximo 33,75um. Os dois esporocistos
mediam 14,2942 95um x 9,01+£2,44um para o didmetro polar e equatorial respectivamente,
cada um contendo quatro esporozoitas, apresentando-se na forma elipsoidal e com residuos
granulares presentes, com indice morfométrico de 1,63+0,34. O valor do DM minimo achado
foi de 11,25pm e maximo de 26,25 um, para o dm o valor minimo foi 7,5um e maximo
18,75um (Figura 1).

No presente estudo, as medidas obtidas para o DM/dm e IM dos oocistos foi
diferente do encontrado por Reboucgas et al., (1992) e Levine (1963), onde o aspecto
morfolégico do oocisto foi 0 mesmo observado pelo primeiro autor e o segundo, que afirma
que ele pode variar de subesférico a elipsdide. As caracteristicas morfoldgicas e os valores
morfométricos encontrados nesse estudo estdo dentro dos valores mensurados por Soulsby

(1987).
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Figura 1 - Micrografia de oocisto esporulado de Cystoisospora suis: a) 100x; b)
400x, recuperado nas fezes de suinos nativos da Baixada Maranhense.

Eimeria perminuta Y akimoff, 1936

Os oocistos mediram 22,15£3,21um x 22,1543,21um para seu didmetro polar e
equatorial, respectivamente, apresentando indice morfométrico de 1,00+0. Apresentou na
forma esférica, coloracdo amarelada a transparente, auséncia de micrépilo e residuos, com
parede dupla de aspecto dspero. O valor do DM minimo encontrado foi de 15um e maximo
37,5um, para o dm o valor minimo foi de 15um e méaximo 37,5um. Os quatro esporocistos
apresentaram, respectivamente, para o didmetro polar e equatorial 12,80+£2,2um por
8,57+1,69um, com indice morfométrico de 1,54+0,37. Apresentaram forma esférica a eliptica
e auséncia de granulo polar. O valor do DM minimo achado foi de 7,5um e maximo de
18,75um, para o dm o valor minimo foi 7,5um e méximo 11,25um (Figura 2).

O valor do DM e dm foi acima do encontrado por Levine (1963) e Soulsby
(1987), no entanto o aspecto morfolégico do oocisto observado nesse estudo foi semelhante
ao encontrado por Levine (1963), sendo que o autor afirmou que pode variar de esférico a

elipsoidal, no entanto diferiu dos registrados por Soulsby (1987).
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Figura 2 - Micrografia de oocisto esporulado de Eimeria perminuta: a) 400x;
b) 400x, recuperado nas fezes de suinos nativos da Baixada Maranhense.

Eimeria scabra Henry, 1931

Os oocistos mediram 32,80+£3,51pum x 24,99+3.35um para o didmetro polar e
equatorial, respectivamente, com indice morfométrico de 1,31+0,07. Apresentou formato
ovoide, coloragdo transparente, dupla parede grossa e de aparéncia lisa, micrépilo presente em
alguns oocistos mensurados e auséncia de residuos. O valor do DM minimo encontrado foi de
22,5um e maximo 48,75um, para o dm o valor minimo encontrado foi de 18,75um e maximo
de 41,25pum. Os esporocistos mediram 14,52+3,45um x 11,34+1,20pum para o didmetro polar
equatorial, respectivamente, com indice morfométrico de 1,28+0,29, apresentando forma
esférica a eliptica, alguns com presenca de granulo polar. O valor do DM minimo achado foi
de 11,25um e méaximo de 26,25um, para o dm o valor minimo foi 7,5um e maximo 18,75um
(Figura 3).

Os valores obtidos para DM, dm, IM e morfologia nesses estudo foram os
mesmos encontrados por Filho et al., (2004) e de acordo com as caracteristicas morfologicas,
como a presen¢a de micrdpilo e os valores mensurados por Soulsby (1987). Entretanto,
Levine (1963) ja observou formas ovoides a elipsoides com Dm e dm diferentes dos
observados nesta pesquisa. Ademais, Gongalves (2008) encontrou medidas morfométricas nos
oocistos diferentes, observando também a presenca do o corpo de “Stieda”, o que nao foi

observado nessa pesquisa.
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Figura 3 - Micrografia de oocisto esporulado de Eimeria scabra, oocisto sem a
presenca da micrdpila (a) 400x e com a micrédpila (b) 400x, recuperado nas fezes de
suinos nativos da Baixada Maranhense.

Eimeria debliecki Douwes, 1921

Os oocistos mediram 29,19+3,09um x 25,53+3,06um para o didmetro polar e
equatorial, respectivamente, com indice morfométrico de 1,14+0,02. Apresentou forma
subesférica, parede dupla de aspecto lisa, coloragdo transparente, residuos ausentes, micrépilo
presente em alguns oocistos mensurados. O valor do DM minimo encontrado foi de 18,75um
e maximo 41,25um, para o dm o valor minimo encontrado foi de 15um e maximo de 37,5um.
Os esporocistos mediram respectivamente para o didmetro polar e equatorial, 14,10+2,94pum
por 10,95£1,46pum, com indice morfométrico de 1,30+0,30, apresentando formato esférico e
granulo polar ausente. O valor do DM minimo achado foi de 11,25pum e maximo de 22,5um,
para o dm o valor minimo foi 7,5um e maximo 15um (Figura 4).

Os resultados da morfometria dos oocistos encontrados nesse estudo foram
divergentes ao observado por Gongalves (2008) e Soulsby (1987); porém as caracteristicas
morfolégicas e a presenca da micrdpila encontradas nesta pesquisa foram semelhantes as
observadas por Soulsby (1987). No entanto, tanto a morfologia quanto a micrométrica foram
semelhantes as encontradas por Levine (1963), que afirmou que a espécie pode apresentar a

forma subesférica.
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Figura 4 - Micrografia de oocisto esporulado de Eimeria debliecki, oocisto sem
a presenca da micrépila (a) (400x) e com a micrépila (b) (400x), recuperado nas
fezes de suinos nativos da Baixada Maranhense.

Eimeria polita Pellérdy, 1949

Os oocistos mediram 39,82+6,15um x 27,33+5,23um para o didmetro polar e
equatorial, respectivamente, com indice morfométrico de 1,47+0,12, que apresentaram forma
elipséde, coloracdo transparente a amarelada, residuos ausentes, com parede dupla e de
aparéncia lisa e micrépilo presente em alguns oocistos. O valor do DM minimo encontrado foi
de 30um e maximo 52,5um, para o dm o valor minimo encontrado foi de 18,75um e maximo
de 40um. Os quatro esporocistos mediram para o didmetro polar e equatorial respectivamente,
18,3245,02um por 11,93+1,88um, com indice morfométrico de 1,53+0,35, apresentando
formatos elipsoides e presenca de granulo polar. O valor do DM minimo encontrado foi de
11,25um e maximo 33,75um, para o dm o valor minimo encontrado foi de 7,5um e maximo
de 18,75um (Figura 5).

No presente estudo, as medidas obtidas para o DM e dm dos oocistos, foi
diferente ao resultado obtido por Filho et al., (2004); entretanto, quanto as caracteristicas
morfoldgicas com auséncia de micrdpila observado nos trabalhos realizados por Gongalves
(2008) foram semelhantes as encontradas nesta pesquisa. Considerando somente o0 aspecto
morfoldgico, os oocistos esporulados foram semelhantes aos observados por Levine (1963) e

Soulsby (1987) e os autores citados anteriormente.
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Figura S - Micrografia de oocisto esporulado de Eimeria polita, oocisto sem
a presenca da micrépila (a) (400x) e com a micrépila (b) (400x), recuperado
nas fezes de suinos nativos da Baixada Maranhense.

Em algumas observagdes dos oocistos, ndo foi possivel observar a dupla camada
da parede do mesmo, no entanto, Belli et al. (2006) afirma que a ndo observagdo da camada
dupla da parede do oocisto € devido as camadas por serem muito finas e estdo fundidas, o que
dificultou a sua observacao correta por microscopia de luz.

Observou-se uma variabilidade morfoldgica de oocistos esporulados nesse estudo
compativeis com outros autores, no entanto, Todd & Ernst (1997) afirmam que vérios fatores
podem alterar a morfologia dos oocistos dentro de uma mesma espécie, assim como, espécies
distintas podem possuir estddios evolutivos com morfologia semelhante.

Algumas caracteristicas devem ser consideradas para a identificacdo e
classificacdo de uma espécie de coccidio, como espécie hospedeira susceptivel, localizacdo de
cada estddio evolutivo no hospedeiro, patogenicidade, especificidade imunoldgica, periodo
pré-patente, e tempo de esporulacdo. Uma caracteristica morfoldgica considerada de grande
importancia no auxilio da diferenciacio das espécies do género Eimeria € o indice
morfométrico, uma vez que o tamanho do oocisto pode ser varidvel, mas seu indice
morfométrico (IM) tende a ser constante, permitindo verificar a tendéncia da forma do oocisto
(LONG & JOYNER, 1984). A variagdo no tamanho dos oocistos esta relacionada as
sucessivas infec¢des encontradas em condicdes naturais e, do estado fisiolégico do hospedeiro
(FAYER, 1980). Joyner (1982) propds a substituicio do cdalculo do IM utilizado

habitualmente, uma vez que apesar de ocorrerem deformacdes, 0s oocistos apresentavam sua
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forma caracteristica dentro de uma mesma faixa de dimensoes, tendendo a ser mais constante
do que o tamanho.

Ramirez et al. (2008) encontrou as espécies E. scabra, E. polita, E. debliecki, E.
porci, Eimeria neodebliecki, E. suis e C. suis. no municipio de Rio Claro, microrregido do
Vale do Paraiba, Sul Fluminense, onde os suinos eram criados de forma rustica. Filho et al.
(2004) ao identificar espécies do género Eimeria em suinos criados em condicdes rusticas no
municipio de Campos dos Goytacazes, Estado do Rio de Janeiro, encontrou as espécies E.
neodebliecki, E. scabra e E. polita.

Hamadejova et al. (2005) encontrou a prevaléncia de 24,8% de C. suis em leitdes
da Republica Tcheca, onde a frequéncia foi maior no outono e menor no verdo. Prevaléncia
semelhante foi achada por Karamon et al. (2007), em que 27,8% dos leitdes em fazendas da
Pol6nia apresentaram C. suis e E. debliecki (1,4%), E. suis (0,4%) e E. polita (1,9%). O
mesmo autor ainda afirma que o sistema de producdo, as condi¢des de criacdo e o estado de
higiene em granjas de suinos também podem ter um impacto sobre algumas diferencas na
prevaléncia de infecgdes de coccidios em leitdes. Chae et al. (1998) encontraram a maior
frequéncia de Isosporose em rebanhos suinos nos meses de verdo, quando a temperatura nas
baias acelera a esporulagdo dos oocistos.

Pinto et al. (2007) ao verificar a ocorréncia de endoparasitoses em suinos criados
a solta na periferia de Itabuna na Bahia, encontraram 70% de suinos parasitados com oocistos
de coccidios (Eimeria sp. e Cystoisospora sp.). Nishi et al. (2000) encontraram 22,8% de
coccidios em suinos no Estado de Minas Gerais e 13,7% em suinos em Sao Paulo. Leon
(2009) encontrou uma prevaléncia de 31,9% de C. suis em leitdes de até duas semanas de
idade em suinoculturas intensivas localizadas no Estado de Aragua, Venezuela. D’Alencar et
al. (2006) acharam apenas 1,60% dos suinos infectados por coccidios, no qual 0,71% para o
género Eimeria e 0,44% para C. suis no municipio de Camaragibe, em Pernambuco. Essa
baixa prevaléncia encontrada pelos autores pode ser explicada pelo sistema de criacdo dos
animais, que foi o regime confinado, onde os animais tinham alimenta¢do, medicacdo e
manejo adequado, o que diminui o indice de infeccao por coccidios.

Os oocistos encontrados € mensurados no presente estudo apresentaram um
pleomorfismo em comparacdo com medidas encontradas por outros autores (GONCALVES,
2008) e (FILHO, 2004). De acordo com Fayer (1980) e Joyner (1982), o pleomorfismo
encontrado na observacdo de oocistos distintos, pode ser resultado da dificuldade, ou

facilidade, do desenvolvimento dos oocistos frente aos mecanismos de defesa do hospedeiro,
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das reinfec¢des, ou de fatores de diapausa que variam de espécies de coccidios em um mesmo
e/ou diferentes hospedeiros.

Os dados climéticos de temperatura média (24h) e pluviosidade acumulada (24h)
dos municipios pertencentes a Baixada Maranhense demostraram que nos meses do ano de
2013 houve uma variagdo entre 30,5 a 31,5 °C. Em 2014 apresentou temperaturas abaixo de
30°C nos meses de outubro a dezembro; enquanto os meses que antecederam foram acima de
30°C com variagao até 31,5°C. E, no ano de 2015 somente o més de janeiro que apresentou a
média de 29,8°C, e a partir de fevereiro essa temperatura foi constante sem nenhuma variagao,
até o més de outubro do referido ano (31,3°C), portanto considera-se que a temperatura anual
da regido € elevada (Figura 6A). Com relacdo a pluviosidade observou-se que durante os
meses de janeiro a julho do periodo de 2013 a 2014 houveram chuvas espacadas, sendo que
no ano de 2014 e 2015 obtiveram maiores picos de chuvas, entretanto a partir de agosto ndo
ocorreram chuvas, durante esses periodos; no qual foi observada a existéncia ciclica das
chuvas, com periodos de variabilidade, escarces e periodos isentos de chuva (Figura 6B).

Essas caracteristicas principais do clima da Baixada Maranhense, € a presenca de
dois periodos distintos: um chuvoso e outro de seca e estiagem, aparentando paisagens
diferenciadas do local, em fun¢do da sazonalidade. Segundo Silva (2007), o municipio de
Pinheiro apresenta clima quente e imido, com duas estagdes climdticas bem definidas: a
estacdo de estiagem entre os meses de agosto e dezembro e a estacdo chuvosa, de janeiro a
julho com indices pluviométricos em torno de 2000 a 2400 mm/ano, com temperatura anual
entre 26°C a 32°C e umidade relativa do ar variando entre 79 e 82%.

Valores médios do OoPG encontrados apresentaram uma variagdo de 770 a 1390
(periodo seco) e 523,33 a 673,33 (periodo chuvoso), demonstrando assim que houve
interferéncia durante o periodo seco, com quantitativos elevados de OoPG. Entretanto, quanto
ao sexo dos animais eles estavam mais parasitados durante o periodo das chuvas. Esse evento
deve-se a0 manejo dos animais realizados pelos criadores da regido, que mantem os animais
confinados em retiros durante o periodo das chuvas, com alimentacdo e dgua ad libitum, fato
este que inexiste déficit de energia, portanto ocorre um equilibrio fisiolégico entre

parasito/hospedeiro (Figura 7).
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Quando se comparou o parasitismo dos coccideos intestinais em suinos nativos
durante o periodo seco e chuvoso, independente de idade e sexo observou-se que as fémeas
adultas encontravam-se mais parasitadas do que os machos adultos e machos jovens, nao
havendo diferenca estatistica entre eles pelo teste de Fisher (P>0,05; P>1,000); excetuando-se
quando comparado com as fémeas jovens, no qual apresentou diferenca estatistica
significativa (P<0,0337). No entanto, entre os animais jovens, o sexo nao foi determinante
quanto a infec¢ao do coccideo, isto €, ndo foi observada diferenca estatistica significativa (P
>0,2218). A eliminag¢do de oocistos pelos suinos foi possivelmente mantida pelas fémeas
adultas, considerando-se foi a que apresentou maior parasitismo, durante a execucdo da
pesquisa; e, também pelas condi¢des ambientais adequadas a dispersdao e manutencdo dos

00cistos no meio ambiente.
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Tabela 3 — Prevaléncia de parasitismo por coccidios em suinos nativos da Baixada

Maranhense, considerando sexo e idade, durante o periodo seco e chuvoso de 2014 a 2015.

Periodo Adultos Jovens

do ano Machos Fémeas Machos Fémeas
Seco 9a 27ab 24abd 30acd
Chuvoso 10a 37ab 25abd 18acd
Total 19 64 49 48

Teste Qui-quadrado = 0,87 OR= 0,9098; IC (95%) = 0,4978 - 1,663

47



4 CONCLUSAO

Os suinos nativos da Baixada Maranhense apresenta infeccdo por coccidios
intestinais das espécies Eimeria polita, Eimeria scabra, Eimeria debliecki, Eimeria perminuta
e Cystoisospora suis, verificadas tanto no periodo seco como no chuvoso. A espécie Eimeria
scabra foi a que apresentou a maior prevaléncia nos dois periodos do ano pesquisados. Os
animais apresentam maior carga parasitdria, durante o periodo seco, independente das

espécies de coccidios.
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CAPITULO 3

PREVALENCIA DE CRIPTOSPORIDIOSE EM SUINOS NATURALIZADOS DE
CRIACAO EXTENSIVA EM CAMPOS ALAGADOS NO MARANHAO, BRASIL

CRYPTOSPORIDIOSIS PREVALENCE IN SWINE BREEDING NATURALIZED
EXTENSIVE IN NO FLOODED FIELDS MARANHAO, BRAZIL

Thayane Ferreira Fernandesz; Ana Clara Gomes dos Santos>

RESUMO

Cryptosporidium spp. € considerado um parasito cosmopolita de cardter zoonético, a diarreia
causada por esse parasito mostra um quadro clinico raro e, quando presente, é uma diarreia
ndo hemorrdgica profusa. O objetivo do trabalho foi verificar a prevaléncia da
criptosporidiose em suinos naturalizados de criacdo extensiva em campos alagados no
Maranhao. O estudo foi realizado no municipio de Bacurituba. Os suinos foram escolhidos
aleatoriamente, 180 amostras foram coletadas, onde o material fecal foi colhido diretamente
da ampola retal, com auxilio de luvas lubrificadas e identificadas. Em seguida refrigerados e
transportados em caixas isotérmicas, com gelo, at¢é o Laboratério de Parasitologia da
Universidade Estadual do Maranhdo. Para diagnéstico realizou-se a técnica de concentragdo,
pelo método de Hoffman, Pontes e Jane (1934) e coloragdo dos oocistos pela técnica de Ziehl
Neelsen utilizando-se o Verde Malaquita como contra-corante. Foi pipetado 50ul da
concentracdo fecal, colocados sobre as ladminas microscopicas e feito os esfregacos. As
laminas foram secas com uso de secador, fixadas em dlcool absoluto por cinco minutos e em
seguidas flambadas. Foi colocada sobre as laminas, solu¢do de fucsina, por cinco minutos e
seguida, lavadas em &4gua corrente, posteriormente submersas por duas a quatro vezes em
alcool 4cido a 1% e lavadas em agua corrente. Finalmente, a solucdo de Verde Malaquita foi
colocada por sobre as laminas por um minuto, e essas foram novamente lavadas em agua
corrente, € secas a temperatura ambiente. Observou-se uma prevaléncia de 26,7% de
parasitismo por Cryptosporidium spp. nos suinos examinados, sendo os animais jovens mais
susceptiveis a doenga, apesar de ndo apresentarem nenhuma sintomatologia. Nao foi
observada diferenca estatistica significativa dentre os sexos dos animais (P>0,05). A carga
parasitdria foi de leve a moderada, sendo que os animais jovens e adultos fémeas que
apresentaram maior positividade. Concluimos que os suinos da Baixada Maranhense
albergam o Cryptosporidium spp. de forma assintomdtica, o que mantem a disseminacdo do
protozodrio entre os animais, principalmente no periodo das chuvas, onde permanecem
confinados em retiros.

Palavras-chave: Cryptosporidium spp.; Oocistos; Ziehl Neelsen.
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ABSTRACT

Cryptosporidium spp. is considered a cosmopolitan parasite zoonotic, diarrhea caused by this
parasite shows a rare clinical condition and, when present, is a non-hemorrhagic diarrhea
profuse. The aim of the study was to determine the prevalence of cryptosporidiosis in pigs
naturalized extensive breeding in flooded fields in Maranhdo. The study was conducted in the
citie of Bacurituba. The pigs were randomized, 180 samples were collected, where the fecal
material was collected directly from the rectum, with the help of lubricated and identified
gloves. Then refrigerated and transported in cool boxes with ice, to the Parasitology
Laboratory of the State University of Maranhdo. For diagnosis performed to concentration
technique, the method of Hoffman, Pontes and Janne (1934) and staining by the Ziehl Neelsen
oocysts technique using Malachite Green as the counter stain. It was pipetted S0mL of fecal
concentration, placed on microscope slides and smears made. The slides were dried with dryer
use, fixed in absolute alcohol for five minutes and flamed followed. Was placed on slides,
fuchsin solution for five minutes and then washed in water, then immersed for two to four
times in 1% acid alcohol and washed in water. Finally, Malachite Green solution was placed
over the slides for one minute, and these were again washed in water and dried at room
temperature. There was a prevalence of 26.7% of parasitism by Cryptosporidium spp. in the
pigs examined, young animals more susceptible to disease, though not presenting any
symptoms. There was no significant statistical difference among the sexes of animals (P>
0.05). The parasite load was mild to moderate, and the young animals and adult females had
higher positivity. We conclude that pigs Baixada Maranhense harbor Cryptosporidium spp.
asymptomatically, which keeps the spread of the parasite among animals, especially during
the rainy season, where they remain confined in retreats.

Keywords: Cryptosporidium spp.; oocysts; Ziehl Neelsen.
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1 INTRODUCAO

Os suinos sao espécies de importancia relevante na producdo de carne para o
consumo humano, e dependendo da rentabilidade desta producdo e do grau de eficiéncia da
mesma, as doengas parasitarias podem conduzir a perdas bastante significativas nos principais
indicadores da eficiéncia produtiva (DURO, 2010).

A importancia da criptosporidiose em animais de produgdo € traduzida ndo sé
pelo potencial zoonético de algumas espécies como também pela perda econdmica que esta
infeccdo promove (OLSON et al., 2004), que podem ser diretas e indiretas, por comprometer
o desenvolvimento e a produgdo, havendo uma redu¢do no ganho de peso dos animais
acometidos, especialmente quando sdo mantidos em sistema de criagdo com falhas no manejo
sanitdrio e nutricional (SOLTANE et al., 2007). Pelo fato da criptosporidiose geralmente
ocorrer de forma assintomética ou com poucas alteragdes clinicas nos suinos (VITOVEC et
al., 2006), a sua presenca pode ndo ser notada nas criacdes, 0 que provoca prejuizos
econdmicos para o produtor (BILIC & BILKEI, 2006).

Cryptosporidium spp. tem sido encontrado parasitando suinos em diversas partes
do mundo, Vitovec et al. (2006) encontrou o parasito em fazendas no Sul da Boémia na
Republica Checa, sendo observada em leitdes pré-desmamados (5,7%) e leitdes desmamados
(24,1%). Em fazendas no Sul da Alemanha, Weiler et al. (2001) encontraram somente 1,4%
de Cryptosporidium spp. em leitdes com diarreia. Sudrez-Luengas et al. (2007) encontraram
oocistos de Cryptosporidium em 22,5% dos suinos analisados provenientes de fazendas na
Espanha. Fiuza (2008) encontrou 40% e 29,3% de prevaléncia de Cryptosporidium em
granjas familiares e tecnificadas, respectivamente, no Rio de Janeiro.

A principal metodologia de diagndstico utilizada, na maioria dos laboratdrios, € a
que permite a identificacdo da presenca de oocistos nas fezes, sem a determinagdo da espécie
de Cryptosporidium envolvida (O’DONOUGHUE, 1995). Este fato deve-se a duas razdes
principais: a facilidade dos procedimentos laboratoriais e o relativo baixo custo, quando
comparados a metodologias mais elaboradas, como a reagdo da Polimerase em cadeia (PCR).
Essa identificacdo pode ser realizada mediante técnicas de coloracdo de esfregacos fecais em
laminas de vidro ou por técnicas de exames a fresco (HUBER; BOMFIM; GOMES, 2004).

A Baixada Maranhense concentra o maior polo de suinos naturalizados
explorados em sistemas ultra-extensivos. Considerando-se que o Maranhao apresenta um dos
mais baixos indices de desenvolvimento humano do Brasil e que a suinocultura apresenta-se

como atividade de grande importancia social, como criagdo de subsisténcia, o estudo das
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diferentes formas de melhoria da sanidade do rebanho e a investigacdo das coccdioses
contribuird com o desenvolvimento humano e, consequentemente, do Estado, sendo também
que ocorre a inexisténcia de informagdes a respeito das doengas parasitarias que acometem os
suinos nativos, o que dificulta a ado¢do de medidas de controle e erradicagao das mesmas. O
objetivo do trabalho foi verificar a prevaléncia da criptosporidiose em suinos naturalizados de

criacdo extensiva em campos alagados no Maranhio.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Processamento das amostras fecais

Foram visitados retiros de suinos nativos do municipio de Bacurituba, localizado
na microrregido da Baixada Maranhense, da Macrorregidao Norte do Estado, apresentando a
seguinte coordenada geografica (2°42'22" S e 44°44'18" O), distante 300 quildometros de Sao
Luis, MA. Foram coletado 180 amostras fecais de suinos de idades variadas, entre 30 dias a
54 meses, de ambos os sexos, diretamente da ampola retal com uso de luvas de procedimento
cirirgico e lubrificadas com vaselina, acondicionadas em caixas isotérmicas em baixa
temperatura (8-10°C) para o transporte até o Laboratério de Parasitologia da Universidade
Estadual do Maranhdo, para o processamento e diagndstico da presenca de oocistos de
Cryptosporidium spp. nas fezes coletadas. Foi utilizada a técnica de concentracdo por
sedimentacdo simples, pelo método de Hoffman, Pontes e Janne (1934) e coloragdo dos
oocistos pela técnica de Ziehl Neelsen, utilizando-se o Verde Malaquita como contra-corante.
Considerou-se nesse estudo como animais jovens até 12 meses de idade e adultos acima dessa

faixa etaria, de acordo com Mundim (2004).

2.2 Preparacao das laminas

Foram utilizadas quatro gramas de fezes individuais dos suinos, acondicionadas
em tubos de ensaio com tampa e identificados. Apds processamentos da técnica de
concentracdo de oocistos foi retirado uma aliquota de 50ul do analitico, colocado sobre a
lamina e realizado os esfregacos; em seguida secos com auxilio de um secador, fixadas em
Alcool Absoluto e flambadas. Apés secagem foi realizado o protocolo de colora¢io segundo
Ribeiro (2015), que consiste no uso de solucdo de Fucsina, lavagem em &4gua corrente;
imersdo em Alcool Acido a 1%, posteriormente lavadas em dgua corrente, seguido de imersio
das laminas na solucdo de Verde Malaquita por um minuto, novamente lavadas em 4gua
corrente e secas a temperatura ambiente. Apds esse procedimento foi realizado a leitura das

laminas em microscopia Optica, em objetiva de 40x e de imersdo (100x).
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2.3 Leitura das laminas

Apds a coloracdo das laminas, foi realizada a leitura das mesmas, onde foi
considerada positiva a partir de um oocisto/campos microscépio, sendo quantificados e
classificados com carga parasitdria (CP) de leve (+ = 1-5), moderada (++ = 6-10) e pesada
(+++ = >10), onde se analisou em 20 campos microscépio em objetiva de 40x e 100x em

imersio.

2.4 Analise estatistica

Os resultados foram demonstrados através da descricdo morfolégica e pela
coloracdo que os oocistos apresentavam. A andlise dos dados foi realizada pelo teste
estatistico exato de Fisher, comparando-se o parasitismo em relacdo ao sexo e faixa etdria dos
suinos, andlise estatistica pelo SolfWare GraphPad Prism 500® (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada uma prevaléncia de parasitismo de 26,7% (n=48) das 180 amostras
fecais analisadas, considerado um resultado elevado quando comparado aos registros ja
verificado por Yu & Seo (2004), onde encontraram 10,5% de positividade em suinos oriundas
de fazendas e um acougue na Coreia do Sul. J4, Johnson et al. (2008) observaram uma maior
positividade para os suinos criados em exploragdes ao ar livre, em comparagao com aqueles
criados em ambientes fechados, em suinos domésticos na Australia Ocidental, onde os leitdoes
pré-desmamados obtiveram prevaléncia de 10,6% e os pds desmamados 32,7%. Os suinos da
Baixada Maranhense sdo criados nos campos “a solta” em sistema de criacdo ultra-extensivo,
entretanto quando ocorre o periodo da chuva esses animais sao confinados em “retiros” o que
pode ter proporcionado a infec¢d@o e disseminacdo do protozodrio.

A Criptosporidiose em suinos ¢ uma doenca que causa uma diarreia ndo
hemorragica, que afeta principalmente os leitdes recém-desmamados. E geralmente associado
a diarreias em individuos jovens e a gastrenterites graves e prolongadas em pessoas
imunodeficientes. O principal fator de risco para os leitdes € o fato do sistema imune ndo esta
completamente formado.

Nesse estudo foi observado que os animais jovens foram mais susceptiveis a
Cripitosporidiose, assim como as fémeas adultas, provavelmente pelo contato direto desses
animais durante a amamentacdo e o periodo de cria, ocorrendo assim a transmissdo direta

(Figura 1).
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Figura 1 — Prevaléncia de Cryptosporidium spp. em suinos de criacdo extensiva na Baixada
Maranhense, de 2014 a 2015.

Fiuza et al. (2009) realizando a comparagao entre granjas suinicolas quanto ao seu
sistema de criacao (familiar ou tecnificada), localizadas nas Regides Norte e Noroeste do Rio
de Janeiro, encontraram 60% de positividade para oocistos de Cryptosporidium spp. nas
propriedades familiares e 64,1% nas tecnificadas, o tipo de criagdo pode ter influenciado na
disseminacdo dos oocistos de Crytosporuidium spp. Suinoculturas fechadas ndo sado
influenciadas por mudancas climaticas sazonais, diferindo neste aspecto, de rebanhos ao ar
livre (HAMNES et al., 2007).

Analisando o parasitismo por Cryptosporidium spp. em suinos nativos
comparando ao sexo e idade foi verificado através do Teste de Fisher que ndo existe
associacdo do parasito em relacdo as varidveis estudas (P=0,0894), provavelmente pela
coabitacdo desses animais estarem sempre juntos, nos campos em pastejo “soltos”, em busca
dos alimentos durante o periodo seco ou quando estdo nos “retiros” durante o periodo das
chuvas, no qual permanecem confinados, dividindo o mesmo espaco (Tabela 1).
Demonstrando assim que a transmissdo do parasito é feita de forma direta, principalmente
pelos manejos adotados pelos criadores, sem separacdo por faixa de idade e também a limpeza

das instalagdes, considerando-se que esses animais sao mantidos em piso de chao batido.
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Tabela 1 — Avaliagcdo do parasitismo por Cryptosporidium spp. em suinos nativos da Baixada

Maranhense, de acordo com o sexo e idade, durante o periodo de 2014 a 2015.

Animais positivos

Sexo Adulto Jovem Total
Macho 7 16 23
Fémea 14 11 25
Total 21 27 48

Teste de Fisher (P=0,0894) = n.sig.; OR= 0,3438; IC=0,1047 — 1,129

As amostras fecais dos suinos nativos apresentaram oocistos de Cryptosporidium
spp. em 20 campos microscopicos, equivalente a Suym (Figura 2). Quanto a prevaléncia da
Cripitosporidiose em suinos obtiveram uma CP de “leve” a “moderada”, sendo os animais
jovens e fémeas adultas os que apresentaram maior positividade. Nao foi evidenciado animais
com CP “pesada” (Figura 3). Nenhum dos animais infectados apresentou diarreia ou outro

sinal clinico caracteristico da parasitose.

Figura 2 — Micrografia de oocisto de Cryptosporidium spp. (seta) obtido de fezes de
suinos, corado pela técnica de Ziehl-Neelsen, contra-corante de Verde Malaquita
(RIBEIRO, 2015) equivalente a 5 um: a) 10x; b, c) 40x; d) 100x.
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Figura 3 — Prevaléncia de suinos nativos da Baixada Maranhense que apresentaram carga
parasitdria com oocisto de Cryptosporidium spp., periodo de 2014 a 2015.

Quiles et al. (1993) analisaram as fezes de 620 suinos de 27 fazendas diferentes de
Aragon, no Nordeste da Espanha, encontraram oocistos de Cryptosporidium em 21,9% dos
suinos examinados a partir de 77,8% das fazendas pesquisadas. As infecgdes criptosporidicas
foram assintométicos na maior parte dos porcos (90,4%) e geralmente de baixa intensidade,
uma vez que 92,6% dos porcos infectados tiveram poucos oocistos excretados (0-1 oocistos
por campo em X 200 ampliagdes), resultado semelhante encontrado no presente estudo.

Devido a excrecdo irregular e distribuicao heterogénea de oocistos de coccidios
oportunistas nas amostras de fezes de hospedeiros infectados, é recomendado que as amostras
fossem concentradas por métodos de flutuacdo ou sedimentagdo, antes da coloracdo de
esfregaco fecal (HUBER; BONFIM; GOMES, 2004). Os animais jovens parecem ser mais
susceptiveis a infeccdo e doenca, enquanto as infecgcdes em animais adultos sdo
frequentemente assintomaticos ou ndo ocorrem (RAMIREZ, 2004). O que pode ser verificado
no presente estudo, mesmo com baixa eliminacdo de oocistos pelos animais jovens.

Tomass et al. (2013) verificaram ao investigar a prevaléncia de parasitas

gastrintestinais e espécies de Cryptosporidium em suinos administrados extensivamente em
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Mekelle e dreas urbanas da zona Sul da regido de Tigre, na Etidpia, que ndo houve associagcdao
significativa entre sexo e prevaléncia de parasitas, contudo, idade de suinos teve efeito sobre a
prevaléncia dos parasitas, onde cerca de 7% dos suinos examinados foram positivos para
oocistos de Cryptosporidium spp.

Kvac et al. (2009) pesquisaram a prevaléncia de Cryptosporidium em suinos de
fazendas com um sistema de criacdo fechado na Reptblica Checa, um total de 21,1% das
amostras fecais foi positivo microscopicamente para oocistos do protozoario, onde 0 mesmo
foi encontrado em todas as faixas etarias analisadas. Vitovec et al. (2006) observou diarreia
nos suinos infectados, onde foi maior em leitdes desmamados (24,1%) do que nas pré-
desmamados (5,7%), no entanto, os autores nao encontram relacdo significativa entre diarréia
e infeccdo pelo Cryptosporidium em qualquer um dos outros grupos etarios.

Em granjas suinicolas dos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, utilizando
sistema intensivo de criacdo, Nishi et al. (2000) encontraram apenas 1,7% de
Cryptosporidium spp. em leitdes de diferentes grupos etdrios. J4, Gongalvez (2008) encontrou
45,26% de oocistos de Cryptosporidium spp. em suinos criados de forma rustica, em 13
propriedades localizadas no municipio de Rio Claro microrregiao do Vale do Paraiba Sul
Fluminense, no Estado do Rio de Janeiro.

A maioria das técnicas coproldgicas convencionais utilizados nos laboratérios de
Parasitologia nao sao totalmente adequados para a deteccdo de oocistos de Cryptosporidium,
0s oocistos sdo muito menores do que aqueles de outros parasitas coccidicos e diferem em
muitas das suas caracteristicas de coloragdo e de flutuabilidade (O’DONOGHUE, 1995).

De acordo com Fayer et al. (2000), o Cryptosporidium spp. estdi amplamente
disperso no ambiente aqudtico, podendo estar presentes em rios, lagos, reservatorios, dguas
subterraneas e marinhas, onde as fezes depositadas sobre o solo esta sujeita ao transporte dos
oocistos pelo ou pela 4gua, ainda em alguns casos, 0s animais podem contribuir para a
circulacdo dos oocistos. A regido da Baixada Maranhense possui campos que alagam no
periodo chuvoso, existe a criagdo de diversos animais nessa regiao, como bovinos, bubalinos,
equinos, asininos, caprinos € ovinos, essa aglomeracdo de diversos animais juntos pode
favorecer a transmissdo de doencas entre eles, onde os oocistos de Cryptosporidium spp. dos
suinos podem ser transmitidos para os demais animais criados na localidade.

Na regido da Baixada Maranhense, nos campos os criatérios sao denominados
“retiros” onde funciona o centro de manejo, geralmente formado por uma instalacdo rustica

(chiqueiro) que tem como finalidade abrigar os animais para pernoite (BORGES, 2006). As
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propriedades visitadas nesse estudo possuem criagdes rusticas de suinos localizadas distante
das residéncias dos donos/criadores. Os criadores relataram ndo hd acompanhamento
Veterindrio, que os mesmos realizam o cuidado necessario dos animais, que nao aplicam
nenhum vermifugo ou qualquer anti-parasitdrio, e se aplicam ndo tem qualquer critério de
intervalos entre as aplicagdes.

No periodo seco, a alimentacdo dos animais tem como base 0s recursos naturais
que o campo disponibiliza durante o ano e vao dos vegetais nativos tubérculos do Junco
Rolico (Cyperus articulatus), Aguapé Roxo (Nymphaea amazonum) e das sementes da Folha
do Campo (Thalia geniculata), e durante o ano os animais sdo submetidos a constantes
movimentacdes, conforme a disponibilidade de recursos alimentares. Como os criadores
sobrevivem da criacao desses animais, no periodo chuvoso os campos permanecem alagados e
muitos animais chegam a 6bito por falta de alimento, pois os custos para a alimentagdo dos
mesmos € muito elevado para a quantidade de animais e a condicdo dos criadores. Nesse
periodo, os animais tem a mesma alimentacdo fornecida no periodo seco, no entanto, os
criadores utilizam racdo, como farelo de milho, para complementacdo da alimentacdo dos
animais, sendo que nesse periodo o deslocamento para busca de alimento € limitado,
ocasionada pelo alagamento dos campos.

Os suinos nao ficam separados, jovens e adultos de ambos os sexos ficam no
mesmo recinto, onde os dejetos eram eliminados no mesmo ambiente, sem nenhuma
destinacdo especifica ou qualquer tipo de tratamento, juntamente com a dgua utilizada pelos
animais para consumo. Os animais sdo vendidos para o comércio local como agougues,
mercados e supermercados préximos, quando atingem o peso considerado ideal pelos
criadores, sem qualquer tipo de inspe¢do sanitdria pelos 6rgaos oficiais.

A criptosporidiose nio € endémica para a regido da Baixada Maranhense, mesmo
assim, € necessdrio um controle das doencas que podem acometer os suinos, visto que o
Cryptosporidium spp. por nao ter especificidade de hospedeiro, pode ser transmitido a outros

animais que sdo criados na mesma regiao.

64



4 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos na pesquisa conclui-se que a Criptosporidiose
em suinos nativos da regido da Baixada Maranhense apresenta uma prevaléncia considerada
moderada e carga parasitiria de leve a moderada, existindo risco de transmissdo e
disseminagdo por ingestdo de oocistos que estejam contaminando dgua e alimentos, e por

pelas fezes presente no ambiente.
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CAPITULO 4

COMPARACAO DE TECNICAS COPROPARASITOLOGICAS NO DIAGNOSTICO
DA COCCIDIOSE EM SUINOS DE CRIACAO EXTENSIVA NO MARANHAO,
BRASIL

TECHNIQUES COPROPARASITOLOGICAS COMPARISON OF DIAGNOSTIC
COCCIDIOSIS IN CREATION OF PIGS IN EXTENSIVE IN THE MARANHAO,
BRAZIL

Thayane Ferreira Fernandes'; Ana Clara Gomes dos Santos®

RESUMO

As parasitoses, um dos mais antigos problemas de saude presentes em fases da exploracdo
suinicola, representam um dos fatores limitantes das criacdes. Os prejuizos causados pela
ocorréncia das endoparasitoses dependem do nivel de contaminacdo ambiental, que varia de
acordo com os sistemas de producdo, condi¢des de higiene e as préticas de manejo. O objetivo
da pesquisa foi realizar a comparacdo de técnicas coproparasitolégicas qualitativas pelo
método de Willis-Mollay (1921), Sheather (1923) e de sedimentacdo simples de Hoffman,
Pontes e Jane (1934), para determinar a melhor concentracdo de oocistos no diagnostico da
coccidiose; assim como também foi realizado o método quantitativo de Gordon Whitlock
(1939), para determinar o grau de parasitismo dos suinos nativos da Baixada Maranhense,
considerando o periodo seco e chuvoso. A pesquisa foi realizada no municipio de Bacurituba.
Um total de 180 amostras fecais de suinos nativos foi coletado diretamente da ampola retal e
levada ao Laboratério de Parasitologia da Universidade Estadual do Maranhao, para pesquisa
dos oocistos, pelas técnicas qualitativas de Willis-Mollay (1921), Sheather (1923) e método
Hoffman, Pontes e Jane (1934), e para a carga parasitéria foi realizado a contagem de oocistos
por grama de fezes (OoPG), pelo método de Gordon Whitlock modificado (1939). Os suinos
examinados apresentaram 92,7% de positividade para a presenca de oocistos de coccidios. O
estudo de comparacdo dentre as técnicas, somente a técnica de Sheather apresentou maior
sensibilidade na concentracdo de oocistos, com variacdo de prevaléncia de 67,19 a 96,08%
para o periodo seco; € 75,93 a 93,57% para o periodo chuvoso. Os suinos jovens estavam
mais parasitados do que os adultos. Na comparacdo entre as técnicas qualitativas foi
verificado que a de Sheather foi superior na concentragdo de oocistos, tanto no periodo seco
como no chuvoso (P<0,0001). E, a correlagdo entre as técnicas apresentaram positiva (R? =
0,9932; R? = 0,6959), periodo seco e chuvoso, respectivamente, para a técnica de Sheather. O
parasitismo foi comprovado pelo OoPG, sendo a contagem durante o periodo seco superior ao
chuvoso. Concluimos que dentre as técnicas utilizada na pesquisa, a que apresenta maior
concentracdo de oocistos de coccidios para diagndstico da coccidiose suina, €, a técnica de
Sheather.

Palavras-chaves: Diagndstico; Fezes; Técnicas.
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ABSTRACT

Parasitosis, one of the oldest health problems present in phases of pig holding, represent one
of the limiting factors of the creations. The damage caused by the occurrence of
endoparasitoses depend on the environmental pollution level, which varies according to the
production systems, hygiene and management practices. The objective of the research was to
compare qualitative coproparasitoldgicas techniques by the method of Willis-Mollay (1921),
Sheather (1923) and simple sedimentation Hoffman, Pontes and Janne (1934), to determine
the optimal concentration of oocysts in the diagnosis of coccidiosis; as was also carried out
the quantitative method of Gordon Whitlock (1939), to determine the degree of parasitism of
native pigs of Maranhdo Lowlands, considering the dry and rainy season, considering the dry
and rainy season. The survey was conducted in the citie of Bacurituba. A total of 180 fecal
samples of native pigs were collected directly from the rectum and taken to the Parasitology
Laboratory of the State University of Maranhdo, for research of oocysts, the qualitative
techniques of Willis-Mollay (1921), Sheather (1923) and method Hoffman, Pontes and Janne
(1934), and the parasite load was performed oocyst count per gram feces (OoPG) by the
modified method of Gordon Whitlock (1939). Pigs examined showed 92.7% positivity for the
presence of oocysts of coccidia. The comparison study among the techniques, only Sheather
technique presented greater sensitivity in the concentration of oocysts, ranging in prevalence
from 67.19 to 96.08% for the dry season; and from 75.93 to 93.57% for the rainy season. The
young pigs were more infected than adults. In the comparison between qualitative techniques
it was found that the higher the concentration was Sheather oocysts, both in wet and in the dry
period (P <0.0001). And the correlation between the techniques had a positive (R 2 = 0.9932;
R? = 0.6959), dry season and rainy, respectively, for the Sheather technique. The parasitism
was evidenced by OoPG, and the count during the dry season to the rainy higher. We
conclude that among the techniques used in the research, presents the highest concentration of
oocysts of coccidia for the diagnosis of swine coccidiosis, 1s the Sheather technique.

Keywords: Diagnosis; Feces; Techniques.
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1 INTRODUCAO

As parasitoses, um dos mais antigos problemas de saidde presentes em todas as
fases da exploragdo suinicola, representam um dos fatores limitantes das criacdes, sendo ainda
pouco conhecidas e mais associadas as criacOes extensivas (PINTO, 2007). Os prejuizos
causados pela ocorréncia das endoparasitoses nos rebanhos suinicolas dependem do nivel de
contaminacdo ambiental, que varia de acordo com os sistemas de produgdo, condicdes de
higiene e as praticas de manejo (LEITE et al., 2000).

O sistema de producdo € um fator que influi diretamente sobre as caracteristicas
da coccidiose. Em condicdes onde existe alta densidade populacional, a transmissdo da
doenca ocorre com maior facilidade e ha disponibilidade de grande quantidade de oocistos
(LIMA, 2004). A idade dos animais no momento de contagio desempenha papel importante
no desenvolvimento da coccidiose (CAMPOS, 2012). Os leitdes de mais idade e os animais
adultos atuam como portadores e disseminadores dos oocistos no ambiente. Todavia, a
principal fonte de infec¢do para os leitdes sdo os oocistos provenientes de infec¢des de
leitegadas anteriores que contaminaram a baia e que permaneceram no piso da maternidade
(SOBESTIANSKY et al., 1999).

A demonstracdo de oocistos nas fezes € util para confirmar um diagndstico de
coccidiose. Os oocistos sdo eliminados em grandes nimeros por um periodo relativamente
curto de tempo, durante o primeiro ou segundo dia de diarreia, e pode ndo estar presente no
momento do exame (SCHWARTZ, 2002).

Os métodos parasitolégicos qualitativos utilizados para a concentragdo de ovos e
oocistos de protozodrios através de solucdes hipersaturada de acucar e Cloreto de Sddio
(NaCl) s@o utilizadas para minimizar os debris e facilitar a visualizacdo dos ovos, oocistos
e/ou larvas de nematédeos gastrintestinais; com o auxilio de centrifugas e microscopios mais
modernos que diminuem o tempo de execucdo dos exames e aumentam a precisdo dos
resultados (PROUDMAN & EDWARDS, 1992). Os métodos de concentracdo t€ém como
objetivo eliminar detritos fecais, eliminando particulas que podem confundir com oocistos e
aumentar as chances de encontrar o parasito, especialmente em animais assintomaticos, com
baixa carga parasitdria (HUBER; BONFIM; GOMES, 2004).

As técnicas de flutuacdo baseiam-se na capacidade que as formas evolutivas dos
parasitas tém de flutuar em comparacdo aos residuos alimentares (GEORGI, 1982). Sao

utilizadas solugdes com densidade especifica maior que dos cistos de protozodrios, mas com
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densidade menor que dos debris fecais (LEVINE, 1985), assim, quando o sedimento é
suspendido na solucdo os oocistos flutuardo e os debris fecais submergirao (GEORGI, 1982).

O presente trabalho teve como objetivo realizar a comparacdo de técnicas
coproparasitolégicas qualitativas pelo método de Willis-Mollay (1921), Sheather (1923) e de
sedimentacdo simples de Hoffman, Pontes e Jane (1934), para determinar a melhor
concentracdo de oocistos no diagndstico de oocistos de coccidios; assim como também foi
realizado o método quantitativo de Gordon Whitlock (1939), para determinar o grau de
parasitismo dos suinos nativos da Baixada Maranhense, considerando o periodo seco e

chuvoso.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta das fezes

A pesquisa foi realizada no periodo de abril de 2014 a setembro de 2015 no
municipio de Bacurituba, localizado na microrregido da Baixada Maranhense, da
Macrorregido Norte do Estado, apresentando as coordenadas geograficas (2°4222" S e
44°44'18" O), distante 300 quilometros de Sao Luis, MA. Um total de 180 amostras fecais de
suinos nativos foi coletado, com seis visitas, trés no periodo seco (Outubro-2014, Marco-2015
e Setembro-2015) e trés no periodo chuvoso (Abril-2014, Junho-2014, e Maio-2015), sendo
coletadas 90 amostras por periodo, de suinos machos e fémeas de idades entre 30 dias até 54
meses, considerou-se como animais jovens até 12 meses de idade e adultos acima dessa faixa
etdria, de acordo com a padronizagdo realizada por Mundim (2004).

As amostras fecais foram colhidas em suinos nativos dos “retiros”, de criagido de
subsisténcia, onde foram colhidas diretamente do reto de cada animal com auxilio de luvas
cirirgicas lubrificadas, embaladas e acondicionadas em caixa de isopor com gelo, como
conservante e transportadas até o Laboratdrio de Parasitologia da Universidade Estadual do
Maranhao. Para pesquisa de oocistos de coccidios, foi utilizado 2g de fezes para cada método
qualitativo de Willis-Mollay (1921) e Sheather (1923) e sedimentagdo simples pelos métodos
Hoffman, Pontes e Jane (1934), e 2g de fezes para o método quantitativo pela contagem de
oocistos por grama de fezes (OoPG), com uso da camara de MacMaster, pelo método de

Gordon Whitlock modificado (1939), para avaliar a carga parasitaria (CP) dos animais.

2.2 Analise das amostras de fezes

A andlise foi feita em microscopio Optico com o preparado das técnicas entre
lamina e laminula, leitura de quatro laminas contendo aliquotas de 100ul por amostra
analisada, observando-se a morfologia, contagem dos oocistos de coccidios em todos os
campos microscopicos € média dos mesmos. A andlise dos dados foi realizada através da
média dos oocistos por amostras de fezes, considerando-se as técnicas e métodos

parasitologicos utilizados na pesquisa.
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2.3 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste do Qui-quadrado considerando-se as
comparagdes entre as técnicas qualitativas coproparasitoldgicas e dentre o periodo do ano
seco e chuvoso, observando-se o parasitismo por oocistos de coccidios intestinas em suinos
nativos da Baixada Maranhense. Utilizou-se para isso a computacdo dos dados no Programa
Excel for Windows, v. 2010, e andlise estatistica pelo SolfWare GraphPad Prism 500®
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 180 suinos examinados, 92,7% (167) estavam positivos para oocistos de
coccidios, com maior prevaléncia para os animais jovens nos dois periodos do ano (seco e
chuvoso), comparados com os adultos machos. Entretanto, as fémeas adultas apresentaram

maior parasitismo (41,11%), quando comparada aos machos (Figura 1).

B Seco m Chuvoso

41,11

Parasitismo (%)

Machos-AA Fémeas-AA Machos-JJ Fémeas-JJ

Sexo/Idade

Figura 1 — Prevaléncia de parasitismo por oocistos de coccidios intestinais em suinos nativos
da Baixada Maranhense, de acordo com o sexo, idade, periodo seco e chuvoso, de 2014 a
2015.

Gongalves (2008) também encontrou maior incidéncia de oocistos de coccidios
em machos e fémeas jovens de suinos no municipio de Rio Claro, microrregiao do Vale do
Paraiba Sul Fluminense, concordando com o presente estudo em que os suinos jovens
apresentaram maior taxa de infec¢@o por coccidios.

Na figura 2 demonstra-se que dentre os métodos coproparasitolégicos realizados,
nas 180 amostras fecais de suinos nativos, tanto para o periodo seco como no chuvoso, o
método qualitativo de Sheather foi o que apresentou maior prevaléncia de concentracdo de

oocistos de coccidios, nas trés coletas realizadas, em cada periodo do ano, seco e chuvoso,
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tendo uma variacdo de 67,19 a 96,08% para o periodo seco; e 75,93 a 93,57% para o periodo
chuvoso, demonstrando também que durante o periodo seco do ano na Baixada Maranhense,
0s campos permanecem secos, o solo com presenga de torrdes, formando-se pequeno lagos
(as) e muita escassez de alimentos, com isso, os animais realizam grande caminhadas a
procura de nutrientes, sendo desfavoravel ao equilibrio nutricional e fisiolégico, propiciando a
exacerbagdo do parasitismo, tanto por nematédeos como protozodrios intestinais. E, durante o
periodo chuvoso esses animais ficam confinados em retiros e recebem alimentac¢do no cocho;
além do gasto energético ser menor, por ndo fazerem longas caminhadas, retendo assim mais
energia. O método de Willis-Mollay foi o que apresentou menor concentragdo de oocistos de
coccidios, quando comparado aos demais, demonstrando que o método de Sheather e de

Hooffman para os suinos sdo mais eficaz para pesquisas desses parasitos.
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m Sheather 67,19 96,08 80,37 93,57 84,7 75,93
Hooffman 17,07 2 13,95 5,77 12,53 18,99
1? 22 1? 22 3

Figura 2 — Prevaléncia de oocistos de coccidios de suinos nativos da Baixada Maranhense, entre
métodos coproparasitolégicos qualitativos nos periodo seco e chuvoso, durante 2014 a 2015.
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Os suinos nativos demonstraram parasitismo por oocistos de coccidios durante o
periodo seco e chuvoso, comprovados pelos métodos coproparasitoldgicos qualitativos e que
foram validados pela contagem do OoPG, apresentado assim para os periodos seco que
houveram 23900; 23100 e 41700 OoPG (out/2104; mar/2015 e set/2015, respectivamente) e
para o chuvoso 20200; 19100 e 15700 OoPG (abr/2014, jun/2014 e mai/2015,
respectivamente), comprovando sua validacdo, pois 0 mesmo demonstrou mais animais
positivos que a técnica de Sheather, que foi a que apresentou maior eficdcia no diagndstico,
mesmo assim, observou-se que ocorreu uma diminuicao do parasitismo por coccidios durante
o periodo chuvoso, o que confirma a viabilidade que os suinos por estarem confinados,
mesmo com alimentacdo deficiente, porém sem nenhum gasto de energia, demonstrando
assim equilibrio entre o parasito/hospedeiro.

Na andlise dos resultados, o teste do Qui-Quadrado demonstrou que durante o
periodo seco e chuvoso, a concentracdo do nimero de oocistos de coccidios para os métodos
coproparasitoldgicos realizados tem diferenca estatistica dentre eles (P < 0.0001), sendo que o
método de Sheather foi o que concentrou maior nimero de oocistos, seguido ao de Hooffman,
que ndo apresentou diferenca estatistica, entre ambos (P > 0,07), no entanto o de Wilis-
Mollay apresentou menor concentracdo nessa pesquisa, diferindo dos demais métodos

anteriormente citados (P < 0,001) (Tabela 1).

Tabela 1 — Comparag@o do nimero de oocistos de coccidios intestinais de suinos nativos da
Baixada Maranhense quantificado pelos métodos coproparasitoldgicos, durante o periodo

seco e chuvoso, de 2014 a 2015.

Métodos coproparasitolégicos

Periodo do Willis-Mollay Sheather Hooffman Total
ano N. (%) N. (%) N. (%)

Seco 1429 (5,86) a 20231 (83,0) bd 2713 (11,13) cd 24373
Chuvoso 328 (2,31)a 12297 (86,73) bd 1552 (10,94) cd 14177
Total 1757 (4,55) 32528 (84,37) 4265 (11,06) 38550

Letras mindsculas iguais na horizontal nio diferem entre si pelo Teste do Qui-Quadrado e teste de Tukey
(P<0,0001)

A comparacdo dos métodos coproparasitolégicos qualitativos, de parasitismo por
coccidios intestinais de suinos nativos da Baixada Maranhense em relagcdo ao periodo do ano,

durante a realizacdo da pesquisa foi demonstrado uma tendéncia de associagdo positiva
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durante o periodo seco de 2014 a 2015, de acordo com a Correlagdo de Pearson verificando-se
maior concentragdo de OoPG (R? = 0,9932) (P < 0,0001) para o método de Sheather.
Enquanto, para os métodos de concentracio de sedimentagdo de Hooffman também
demonstrou uma leve tendéncia positiva do que o método de Willis-Mollay, para esta
pesquisa (Figura 3; Tabela 2).

No periodo chuvoso, a concentragdo de oocistos de coccidios também foi
confirmada que o método de Sheather apresentou a mesma tendéncia de associa¢do positiva
(R? = 0,6959) (Figura 3; Tabela 2); apesar de ter sido inferior comparado ao periodo seco,
devido ao periodo das chuvas cujo suino permanece confinados nos retiros e somados a
nutricdo (ra¢do) fornecida pelos criadores no coxo e a alimenta¢do disponivel no campo,

favorece um equilibrio do parasito/hospedeiro.
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Figura 3 — Comrelacio dentre métodos coproparasitologicos e o parasitismo por oocistos de
coccideos intestinais em suinos nativos da Baixada Maranhense, de acordo com o periodo do ano:
a) seco; b) chuvoso, de 2014 a 2015.



Tabela 2 — Comparacdo do nimero de oocistos de coccidios intestinais de suinos nativos da
Baixada Maranhense quantificado pelos métodos coproparasitolégicos, durante o periodo

seco e chuvoso, de 2014 a 2015.

Correlacao de
Pearson/Periodo do ano
Métodos coproparasitologicos

Seco Chuvoso
Willis-Mollay y=195,5x — 110,17 y=40x — 10,667
R?=0,291 R?=0,3243
Sheather y=5031,5x — 8350,8 y=-1711x + 9232
R?=0,9932 R?=0,6959
Hooffman y=795x — 1480,7 y=58x + 343,33
R?=0,5849 R?=0,0532

Como j4 demonstrado, a técnica de Sheather detectou maior concentragdo de
oocistos de coccidios, por ser uma técnica mais sensivel e especifica. De acordo com Hoff
(2005) a diferenca encontrada entre as técnicas pode ser explicada pelo uso de centrifugacdo
na técnica de Sheather, que aumenta o nimero de oocistos aderidos a laminula pesquisada. A
centrifugacdo € provavelmente o fator determinante nas técnicas que se mostraram mais
acurada para a detecg@o de oocistos de protozoarios (HUBER et al., 2003).

O método mais barato e geralmente de escolha para a deteccao de oocistos a partir
de amostras fecais é o método de centrifugo-flutuacdo em solucdo de Sheather (CURRENT,
1990). De acordo com Xiao & Feng (2008), as amostras devem ser examinadas rapidamente,
uma vez que longas exposicdes dos oocistos a solucdes de alta densidade podem distorcer a
forma ou romper a parede dos oocistos acarretando resultados equivocados.

Durante a fase aguda da doenca, ou seja, no decorrer da fase de diarreia
persistente, os oocistos podem ndo ser eliminados nas fezes. Deste modo, o método de
flutuacdo € de pouco valor de diagndstico na coccidiose suina durante esta fase. No entanto,
apos esta fase, os oocistos podem ser detectados pelo método anteriormente citado (DURO,
2010). De acordo com Radostits et al. (2007), deve-se considerar que o animal pode estar
parasitado e ndo apresentar oocistos nas fezes, se a recolha de amostras ocorrer entre 0os picos
de eliminagdo dessas estruturas. Entretanto, Fonseca et al. (2012) atribuiram que o animal
desenvolve a imunidade celular contra as espécies na qual se infectaram ao longo do seu

desenvolvimento.
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O diagnéstico da coccidiose em animais € baseado em sinais clinicos (diarreia),
historia, avaliagdao de potenciais copatégenos e demonstragdo de oocistos coccidios de uma
espécie patogénica nas fezes dos animais. O’donoghue (1995) ja afirmava que as técnicas de
flutuacdo centrifuga em Cloreto de Sddio saturado e sacarose apresentam &xito na
concentracdo de oocistos, onde o mesmo ainda incluiu outros métodos como, Sulfato de
Magnésio, Sulfato de Zinco e lodeto de Potdssio, incluindo também sedimentacdo centrifuga
em Formalina-Eter e solu¢des de Acetato de Etilo-Formalina.

Atualmente as técnicas de concentracao do material fecal, através da utilizacdo de
solucdes saturadas de acucar, Cloreto de S6dio ou Sulfato de Zinco, t€m sido muito utilizadas,
por aumentarem as chances de encontrar oocistos, principalmente em animais assintomaticos,
nos quais a quantidade de oocistos eliminados nas fezes € bem menor quando comparadas aos
animais sintomaticos (STERLING & ARROWOOD, 1993). As técnicas de sedimentagcdo sao
amplamente utilizadas para concentrar cistos de protozodrios, como sdo técnicas que se baseia
num processo de lavagem, talvez ndo concentrem tanto oocistos como nas técnicas de
flutuacdo (LEVINE, 1985).

Os suinos criados em sistemas intensivos, apresentam geralmente uma fauna
parasitdria inferior a dos suinos criados em sistemas extensivos (ROEPSTORFF & JORSAL,
1990). Estes dltimos apresentam um potencial de parasitismo, causando problemas tanto nos
suinos adultos quanto nos jovens. Apesar disto, os sistemas extensivos com manejo correto
nao apresentam desvantagens quando comparados aos sistemas intensivos (WHITE, 1996).
Sabe-se que o aumento do numero de exploracdes de suinos em sistema extensivo fez
ressurgir nestes animais alguns parasitas que em sistemas intensivos estavam controlados. Em
exploracdes extensivas, o controle parasitario dos animais, é, e continua a ser, um desafio para
os profissionais da saide animal (GOMES, 2009).

O grau de injuria causada pelos parasitos depende do numero destes presentes e
da susceptibilidade individual do animal. Infec¢des macicas podem ocasionar mortalidade,
principalmente entre animais jovens. Infeccdes leves, muitas vezes, ndo produzem danos
visiveis a saude do animal, mas podem acarretar grandes prejuizos econdmicos ao criador
(JESUS & MULLER, 2000).

D’Alencar et al. (2010) encontraram baixa taxa de infeccdo nos suinos
pesquisados em abatedouros da Regido Metropolitana de Recife e da Zona da Mata do Estado
de Pernambuco, que de acordo com o autor, pode ser explicada pelo fato das amostras terem

sido oriundas de animais adultos. De acordo com Lima (2004), a coccidiose € essencialmente
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uma doenca de animais jovens, em determinadas circunstincias pode atingir animais mais
velhos. Entre elas podem ser citadas a alta densidade populacional, doses macicas de oocistos,
estresse, doencas concomitantes e a auséncia ou queda de imunidade. O mesmo autor ainda
afirma que algumas espécies do género Eimeria apresentam uma preferéncia marcante por
determinadas faixas etdrias. Levine (1963) faz a mesma afirmac¢ao, onde fala que a coccidiose
¢ uma doenca essencialmente de suinos jovens, onde os adultos sdo apenas portadores.

Os jovens apresentam maior infeccdo e, consequentemente, maior eliminagdo de
oocistos que os animais adultos. Este fato decorre da imunidade desenvolvida pelos adultos,
contra as espécies a qual se infectaram ao longo do seu desenvolvimento (FONSECA et al.,
2012). Os animais adultos atuam como portadores e disseminadores dos oocistos no ambiente,
todavia, a principal fonte de contaminacdo para os leitdes sdo oocistos provenientes de
infeccOes de leitegadas anteriores que contaminaram a baia € que permaneceram nas
instalacdes da maternidade, principalmente no piso e nas paredes, em virtude de deficiéncias
quanto ao manejo de limpeza e desinfeccdo (SARTOR et al.,, 2007). Pelo fato da fase
assexuada do parasita ser a mais patogénica, nem sempre o diagnostico pela detec¢do do
oocisto do protozodrio nas fezes de leitdes com infec¢des macigas oferece resultados
positivos, pois a diarreia pode se desenvolver antes dos oocistos serem excretados e até
mesmo fezes normais pode conter grande nimero de oocistos (REBOUCAS et al., 1992).

Lindsay (1997) assegura que a demonstragdo de oocistos em amostras fecais € o
método de escolha para a identificagdo de infeccdes por coccidios em animais. Flutuagdo
fecal em solucdo de acucar método de Sheather € mais frequentemente utilizado, mas outras
solucdes de flotacdo como Sulfato de Zinco ou Cloreto de Sédio saturado, podem ser
utilizadas. Se grandes quantidades de gordura fecal estdo presentes, outras técnicas de
concentracio, tais como sedimentacio por Formalina-Eter ou Acetato de Etila pode ser mais
aplicavel por causa da remog¢do de gordura nas fezes pelos solventes.

A presenca de coccidios nas fezes ndo justifica um diagndstico de coccidiose, pois
um grande nimero de oocistos pode ser encontrado nas fezes de hospedeiros perfeitamente
saudaveis. Dessa forma, o histérico do animal e os sinais clinicos também devem ser
considerados para conclusdao (GEORGI, 1982). As melhores técnicas de flutuacdo parecem
ser aqueles que empregam solucdes com pesos especificos elevados, mas as amostras devem
ser analisadas mais rapidamente apés a preparacao (dentro de 10 min), porque uma exposi¢ao
mais longa para as solugdes resulta em distorcdo e anormalidade de oocistos

(O’DONOGHUE, 1995).
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que no estudo comparativo entre as técnicas qualitativas
coproparasitolégicas no diagndstico de Coccidioses intestinais de suinos nativos, a técnica de
Sheather apresenta maior sensibilidade ao parasitismo, devido a maior concentracdo de

oocistos de Eimeria spp. e Cystoisospora spp.
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CONSIDERACOES FINAIS

O parasitismo por coccidios em suinos nativos na Baixada Maranhense se
mostrou bastante relevante. O periodo seco apresenta maior parasitismo por oocistos de
coccidios eliminados nas fezes, sendo mais evidenciado em animais jovens e fémeas adultas.
Os resultados aqui expostos indicam que no diagnéstico de oocistos de coccidios em amostras
fecais de suinos que a flutuacio por centrifugacdo deve ser utilizada como método especifico
de concentracdo de oocistos, principalmente considerando-se que os animais assintoméaticos
eliminam poucos oocistos nas fezes ou ndo apresentam oocistos; assim como a coleta das
amostras das fezes podem ser realizadas entre os picos de descarga parasitdria de oocisto.
Portanto, sd@o necessarios cuidados preventivos por parte dos criadores para com 0s suinos
nativos, principalmente durante o periodo chuvoso, onde o confinamento favorece a
transmissdo da coccidiose, apesar de demonstrarem um equilibrio de parasito/hospedeiro
devido uma boa nutricdo, no entanto durante o periodo seco existe um déficit de alimento,
cujos animais ficam a deriva nos campos, onde realizam longas caminhadas em busca de
alimentacdo, ocasionando um desequilibrio fisiolégico pelo gasto de energia, ndo existindo
assim uma boa conversdo alimentar necessdria a seu organismo, ocorrendo um elevado

parasitismo pelo déficit nutricional/gasto energético.
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