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RESUMO

Este estudo teve como principal objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes métodos de
controle sobre oocistos de Eimeria acervulina em frangos de corte. Foram testados métodos
preventivos na cama reutilizada como a fermentacao e a desinfeccdo por amdnia quaterndria,
além do tratamento anticoccidiano dos frangos com Diclazuril. Utilizou-se 300 frangos de
corte da linhagem Cobb, sendo estes distribuidos em duas etapas de 150 frangos cada. Cada
etapa foi realizada em delineamento de blocos inteiramente casualizados, com cinco grupos
de 30 frangos, subdivididos em trés repeticdes de 10 cada. Na 1? etapa experimental, 150
frangos foram inoculados aos 12 dias de idade, por via oral, com 3x10° oocistos. Apds o
intervalo sanitario de 15 dias, no qual a cama reutilizada passou pelos diferentes métodos de
controle testados foi realizada a 2* etapa do experimento. Outras 150 aves foram alojadas
sobre a mesma cama das aves inoculadas, para avaliar a dinamica da reinfec¢do coccidiana,
por contato natural com esta cama, apds os tratamentos. Nas duas etapas o estudo foi
concluido aos 35 dias de idade dos frangos. Foram realizadas contagens de oocistos por grama
de fezes, observacao de sinais clinicos, avaliagao de desempenho zootécnico pelos indices de
ganho de peso e conversdo alimentar, determinagdo de escores de lesdes macroscopicas
intestinais e analise histomorfométrica intestinal. Os resultados demonstraram que apenas a
desinfeccdo da cama reutilizada com amdnia quaternéria ndo controlou a reinfec¢io das aves.
O método de fermentagdao da cama, associado ou ndo a desinfec¢ao por amonia quaternaria,
foi capaz de reduzir o nimero de oocistos recuperados das fezes dos frangos por controlar a
contamina¢do ambiental. Apesar de o Diclazuril ter reduzido a carga infectante de oocistos
nas aves, este ndo foi capaz de controlar a recontaminagdo ambiental. Os frangos alojados
sobre cama reutilizada fermentada, associada ou ndo a desinfec¢do por amonia quaternaria,
apresentaram melhor desempenho zootécnico. Conclui-se que a fermentacdo da cama

reutilizada € um método eficiente de controle da coccidiose aviaria por E. acervulina.

Palavras chave: Eimeria acervulina, frangos de corte, coccidiose, métodos de controle,

fermentagao, desinfec¢ao.
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ABSTRACT

The efficiency of different methods of control on oocysts of Eimeria acervulina in broilers
was evaluated. Preventive methods in the reused bed had been tested as the fermentation and
the disinfection for quaternary ammonia, beyond the anticoccidian treatment of the chickens
of cut with Diclazuril. 300 broilers of the Cobb strain had been used equally distributed in two
stages of 150 birds each. Each stage was carried through in delineation of blocks entirely
casualized, with five groups of 30 broilers. In 1* stage, 150 birds had been inoculated
experimentally, at 12 days of age, orally, with 3x10° oocysts. After sanitary interval of 15
days, in which the bed passed for the different tested methods of control was carried through
2% stage. The others 150 birds had been lodged on the same bed of the inoculated birds, to
evaluate the dynamics of the coccidian ambient reinfeccion after the treatments. Counting of
oocysts per gram of excrements had been carried through (OOPG), comment of clinical
signals, evaluation of zootechnical performance for the indices of weight profit and
alimentary conversion, determination of scores of intestinal macroscopic injuries and
intestinal histomorphometric analysis. The results had demonstrated that the disinfection of
the bed reused with quaternary ammonia did not control the reinfeccion of the broilers. The
method of fermentation of the bed associated or not with the disinfection for quaternary
ammonia, was capable to reduce the number of oocysts recouped of excrements of the birds
for controlling the ambient contamination. Although Diclazuril have reduced the infectant
load of oocysts in the birds, this was not capable to control the ambient recontamination. The
fermentation of the reused bed can be considered an efficient method of control of avian

coccidiosis for E. acervulina.

Key words: Eimeria acervulina, broilers, coccidiosis, methods of control, fermentation,

disinfection.



1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior exportador mundial de carne de frango, com 42% de participacao
nas exportagdes totais feitas no mundo, seguido pelos Estados Unidos, com 36%. E também o
terceiro maior produtor mundial de carne de frango, precedido dos Estados Unidos e da China
(ANUARIO DA AVICULTURA INDUSTRIAL, 2007). A regido Sudeste, com 27,9% do
plantel efetivo brasileiro de frangos de corte, ¢ a segunda maior produtora, apos a Regido Sul.
O setor ¢, também, importante fonte de emprego e renda no Brasil, gerando 4,2 milhdes de
empregos diretos e indiretos relacionados a avicultura de corte (INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, IBGE, 2006).

Segundo a Unido Brasileira de Avicultura (UBA), em 2007 foram produzidas 10,246
milhdes de toneladas de carne de frango, com o expressivo crescimento de 9,75% sobre o ano
anterior, nimeros alcancados com abates da ordem de 4,84 bilhdes de cabegas. O crescimento
das exportacdes estimado para 2008 foi de 8%, e do mercado interno de 4 a 5%, considerando
a abertura de novos mercados, o retorno de alguns destinos importantes € o continuo trabalho
de promog¢ao do frango brasileiro (UBA, 2007/2008). Esse dinamismo da atividade avicola
estd associado aos constantes ganhos de produtividade e melhor manejo zootécnico, sobretudo
pelo baixo custo de produgdo, melhora dos indices de conversdo alimentar, ganhos
nutricionais, pesquisa em genética e maior automagao dos aviarios.

Apesar do progresso do agronegdcio avicola brasileiro, a atividade se depara com
perdas econdmicas causadas pela coccidiose aviaria, principalmente devido ao aumento na
conversao alimentar e na utilizagdo de medicamentos anticoccidianos.

A coccidiose ¢ uma das doengas infecciosas de maior importancia econémica na
avicultura industrial mundial, atingindo granjas de frango de corte, matrizes e aves de postura
(RUFF, 1999; KAWAZOE, 2000). O parasito causador possui distribui¢do cosmopolita e
pode causar alta morbidade e mortalidade em frangos comerciais (WILLIAMS, 1998).

A coccidiose pode exercer impacto econdmico significativo sobre criagdes industriais
de frango de corte, por uma série de mecanismos, reduzindo a eficiéncia metabodlica e
imunologica das aves. Além disso, o grande numero de espécies, a alta incidéncia nas aves e a
resisténcia do protozoario aos medicamentos e aos agentes quimicos desinfetantes tém criado

varias dificuldades no controle desta parasitose (VERTOMMEN, 2004).

A coccidiose resulta em perdas anuais de milhdes de dolares para a avicultura

industrial (NAIDOO et al., 2008). Segundo Dalloul e Lillehoj (2006), os prejuizos anuais no
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mundo associados a coccidiose chegam a US$3 bilhdes. Somente os gastos com prevengao ¢
tratamento chegam a 800 milhdes de ddlares por ano (KOPKO et al., 2000). No Brasil, ndo
existem célculos recentes visando determinar as perdas anuais do setor avicola por coccidiose,
mas Castro (1994) estimou que os prejuizos associados a essa parasitose chegam a US$ 19
milhdes por ano. De acordo com Kawazoe (2000), as perdas econdmicas estdo associadas a
morbidade persistente, em decorréncia da ma administracdo dos medicamentos; a resisténcia
dos isolados de Eimeria sp. aos anticoccidianos e coccidiostaticos; ao manejo inadequado dos
locais de criagdo e ao uso inadequado de vacinas vivas virulentas. Estes fatores resultam em
reducdo no ganho de peso e em aumento da conversdao alimentar das aves. Na ave infectada,
ocorre reducdo do aproveitamento dos nutrientes pela alteracdo dos processos digestivos e

absortivos em até 85% (ANUARIO DA AVICULTURA INDUSTRIAL, 2000).

Tendo em vista o crescimento da avicultura de corte no pais e especificamente o da
regido do Tridangulo Mineiro, torna-se foco de estudo a determinacao de métodos de controle

da coccidiose eficazes, seguros e de baixo custo econdmico.

A escolha da FEimeria acervulina como espécie a ser analisada neste estudo
relacionou-se a sua comprovada prevaléncia na avicultura mundial, ampla distribuicdo nos
plantéis brasileiros, evolucao subclinica geralmente despercebida, importancia econdmica e
pelo fato de que ¢ comumente monitorada pelo método do escore de lesdes no intestino das

aves pela industria agropecuaria.



1.1. REVISAO DE LITERATURA
Coccidiose em frangos de corte

Coccidiose ¢ a terminologia utilizada para denominar a enterite associada a
mortalidade e redu¢do de desempenho zootécnico. O termo coccidiase ¢ empregado para
denominar as infec¢des subclinicas, que sdao resultantes da ingestdo de poucos oocistos
infectantes (SESTI, 2004).

A coccidiose ¢ causada por parasitos do género Eimeria, pertencente ao filo Protozoa,
subfilo Apicomplexa, classe Sporozoea, sub-classe Coccidia, ordem Eucoccidiorida, sub-
ordem Eimeriorina, familia Eimeriidae. Sao parasitos intracelulares que atacam as células do
epitélio intestinal, existindo varias espécies, que se diferenciam pela localizagdao no intestino,
entre outros fatores (JOYNER, 1969; LEVINE, 1988).

Rivolta e Silvestrini (1873) classificaram como Eimeria avium as espécies de coccidio
que apresentavam oocistos tetrasporocisticos em diversas espécies de aves. Posteriormente,
Railliet e Lucet (1891) descreveram o Coccidium tenellum, designado Eimeria tenella por
Fanttam (1909) como espécie causadora de doenga em frangos (WILLIAMS, 1998). Em
1929, Tyzzer descreveu trés novas espécies de Eimeria que acometiam as aves, a Eimeria
acervulina, E. maxima e E. mitis, sendo descrito, em 1930, por Johnson, duas espécies, a E.
necatrix ¢ E. praecox (LEVINE, 1973). Em 1938, Levine descreveu uma nova espécie,
denominando-a de E. hagani, que mais tarde foi considerada por pesquisadores britanicos
como subespécie de E. acervulina. A E. brunetti foi descrita por Levine (1942). Edgar e
Siebold (1964) descreveram a espécie E. mivati, que, posteriormente, Shirley (1975)
identificou pelo método de eletroforese enzimatica como sendo amostra mista, na qual

estavam presentes as espécies E. mitis e E. acervulina (LEVINE, 1988).

Atualmente, s3o reconhecidas sete espécies de Eimeria que parasitam a galinha
doméstica, sendo elas Eimeria acervulina, Eimeria brunetti, Eimeria maxima, Eimeria mitis,

Eimeria necatrix, Eimeria praecox e Eimeria tenella (SCHNITZLER; SHIRLEY, 1999).

As espécies de Eimeria estdo presentes em todo o mundo e sdo de proeminente
importancia na avicultura industrial (SHIRLEY, 1999). As espécies e prevaléncias das
mesmas possuem carater variavel, sendo a E. acervulina a mais comumente diagnosticada no
mundo, seguida das E. tenella, E. maxima, E. necatrix e E. brunetti (DANFORTH; RUFF,
1999).

Williams (1998) relatou que ¢ extremamente raro encontrar qualquer lote avicola

comercial ndo afetado pela coccidiose, sendo considerada de carater endémico nas granjas
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praticamente em todo o mundo. As perdas na Gra-Bretanha, em frangos de corte, matrizes e
poedeiras e custos com anticoccidianos e vacinas usadas na prevencdo, chegam a US$ 77
milhdes por ano, sendo 80% ocasionado pela perda de peso e mortalidade e 20% devido ao
custo da terapia. Na Etiopia, foram identificadas em frangos de corte as seguintes espécies de
Eimeria: E. brunetti, E. tenella, E. acervulina e E. necatrix, com taxas de prevaléncia de
45,3%, 40,8%, 9,7% e 4,1%, respectivamente (LOBAGO et al., 2005). Na Jordania, foram
identificadas as sete espécies, sendo as mais prevalentes E. tenella, E. necatrix, E. brunetti e
E. maxima com 39, 12, 12 e 10%, respectivamente (AL-NATOUR et al., 2002).

Em paises como a Suécia e o Ird, a coccidiose subclinica apresenta prevaléncia de 31%
e 38%, respectivamente (LUNDEN et al., 2000), sendo encontradas, neste ultimo pais citado,
prevaléncias de E. acervulina, E. maxima ¢ E. tenella de 97, 41 e 12%, respectivamente
(REZA RAZMI; KALIDERI, 2000). Em aviarios do Brasil e da Argentina, McDougald et al.
(1987) encontraram oocistos viaveis em 90% das propriedades. Em analises subseqiientes nas
Américas do Norte e Sul, observaram a presenga da Eimeria sp. em quase todo o territorio
pesquisado (McDOUGALD; REID, 1997).

Nos Estados Unidos da América, a coccidiose ¢ a doenca mais comumente
diagnosticada na avicultura, respondendo por 6,48% das perdas econdmicas (DANFORTH;
RUFF, 1999) que custam a industria avicola mais de 200 milhdes de ddlares por ano. Na
Africa do Sul sdo gastos, atualmente, US$ 12,5 milhdes por ano em profilaxia com
anticoccidianos na racdo (CARRINGTON et al., 2007). Na Holanda, as perdas anuais
associadas a coccidiose sdo estimadas em US$ 11,6 milhdes, ndo incluindo custos associados
com profissionais veterinarios (GRAAT et al., 2001), sendo a E. acervulina a espécie mais

prevalente neste pais (GRAAT et al., 2001; PEEK; LANDMAN, 2003).

No Brasil, sao descritas quatro espécies de Eimeria de importancia econOmica na
avicultura industrial, sendo estas a Eimeria acervulina, E. maxima, E. tenella e E. necatrix. A
E. acervulina, E. maxima e E. tenella sio comuns em frangos de corte e tém a ocorréncia
monitorada, nessas criagdes, pelas lesdes macroscopicas no intestino das aves. A Eimeria
necatrix ¢ encontrada em poedeiras e matrizes (SCHNITZLER; SHIRLEY, 1999). Apesar de
comuns na avicultura mundial, E. mitis ¢ E. praecox nao sao monitoradas, por ndo serem
consideradas importantes pela cadeia produtiva e ndo produzirem lesdes macroscopicas que

facilitem esse monitoramento (CHAPMAN, 1978).

No Brasil, as perdas decorrentes da coccidiose subclinica chegam a US$ 19,1 milhdes

anuais, sendo US$ 11,85 milhdes referentes as perdas na producdo de carne e US$ 7,25



milhdes devido ao aumento do consumo de ragdo (CASTRO, 1994). Na regido Sul, principal
produtora de frangos de corte do pais, a E. acervulina foi encontrada em 90% das granjas
comerciais € E. maxima e E. tenella em 60% destas (PRADO, 2005). Em outro estudo
realizado na regidao Sul do pais, Cardozo ¢ Yamamura (2004) verificaram a ocorréncia das
espécies de Eimeria também em frangos tratados com anticoccidianos e vacinados que foi de,
respectivamente, 46% e 49% para Eimeria maxima e de 35% e 28% para Eimeria tenella.
Estes autores relatam ainda a prevaléncia de Eimeria acervulina, Eimeria necatrix ¢ Eimeria
praecox, em ambos os grupos estudados. No Rio Grande do Sul, foram identificadas as sete
espécies de Eimeria com prevaléncias de 45,52% de E. maxima, 14% de E. acervulina e
12,32% de E. tenella (PRADO, 2005).

A regido Sudeste, segunda produtora do pais, também apresenta alta disseminacao das
espécies e relevante prevaléncia de coccidiose. Em Campinas, estado de Sao Paulo, Kawazoe
e Figueiredo (1990) verificaram a presenca de coccidiose avidria, sendo identificadas seis
espécies de Eimeria: E. acervulina, E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox e E. tenella.
As espécies e o numero de oocistos variaram conforme a época da coleta das amostras fecais,
tendo prevalecido nas granjas a coccidiose subclinica. Nesta mesma regido, foram detectadas
por Franco (1993) cinco espécies de Eimeria em criagdes de aves de postura, sendo estas:
Eimeria acervulina, E. mitis, E. maxima, E. necatrix ¢ E. tenella. Gongalves et al. (2006), em
levantamento epidemiologico no municipio de Botucatu, Sdo Paulo, verificaram que os
coccidios foram os parasitos mais frequentes nas analises de aves silvestres, estando presentes
em 76,6% das amostras analisadas, sendo 95,45% destas amostras positivas provenientes de
Passeriformes. Kawazoe et al. (2005) descreveram o isolamento de cepas de E. acervulina na
regido do Parque Nacional de Itatiaia, estado de Minas Gerais e na cidade de Cunha, estado
do Rio de Janeiro.

As regides Sul e Sudeste sdo as maiores produtoras de frango de corte do pais,
entretanto hé poucos estudos epidemioldgicos referentes a estas localidades, tendo em vista a
importancia e tamanho do plantel brasileiro e os impactos da coccidiose (GUIMARAES;
GUIMARAES JUNIOR, 1991).

As aves se infectam com as espécies de Eimeria quando ingerem agua, ragdo ou cama
de aviario contaminadas com oocistos esporulados (LOWENTHAL et al., 2004). Os meios de
contaminagdo sdo mecanicos, sendo os oocistos transportados no manuseio de materiais, no
vestudrio das pessoas e, principalmente, nos calgados. Os oocistos podem ser carreados pelo
vento, em particulas secas de dejetos contaminados, permanecendo ativos no ambiente por

muitos meses, em condi¢des ideais de temperatura e umidade (COMES et al., 1996). Os
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parasitos, dificilmente, sdo eliminados do plantel e a reinfeccdo pode ocorrer. O confinamento
de frangos, na avicultura industrial, particularmente em condi¢cdes de densidade elevada,
favorece a ingestao de maior quantidade de oocistos infectantes (GRAAT et al., 2001).

A patogenia e os sinais clinicos dependem da espécie da Eimeria, do nimero de
oocistos ingeridos, da idade da ave (quanto mais jovem mais suscetivel), presenga e
severidade de outras doengas, eficacia do anticoccidiano, estado nutricional das aves e nivel
de medicacao na racao (LILLEHOJ; LILLEHOJ, 2000). Essa parasitose pode apresentar-se
como doenca grave, principalmente em frangos de corte jovens e em crescimento (de duas a
seis semanas de idade), levando a mortalidade e redugcdo de desempenho zootécnico
(WOODS et al., 2000a). A forma aguda pode causar alta mortalidade e a forma subclinica
cursa com baixo ganho de peso e conversdo alimentar elevada (CAPRARA et al., 2005).
Atualmente, a alta mortalidade ndo é comum na avicultura industrial, mas a forma subclinica
¢ de ampla prevaléncia (COELHO; BORGES, 2007).

Em aves expostas a episddios de coccidiase, ou até mesmo coccidiose sem
mortalidade, a imunidade se desenvolve e confere prote¢ao contra futuros episddios de doenga
que possam ser causados pela mesma espécie de Eimeria. No entanto, niveis baixos de
infeccdo podem ser suficientes para comprometer ganho de peso, conversdo alimentar e
pigmentacao, além de favorecer a ocorréncia de infecgdes bacterianas secundarias intestinais.
Os sinais clinicos caracteristicos desta parasitose envolvem fezes pastosas, ou com muco,
diarréia amarelada, com estrias de sangue ou negras com sangue digerido (BARTA, 2002).
Alimento mal digerido nas fezes, perda de peso, aumento excessivo de apetite, apatia e
prostracdo, penas arrepiadas e anemia também sdo sinais comuns em frangos de corte

infectados com coccidios (SHIRLEY, 1994).

O género Eimeria apresenta como caracteristica ciclo evolutivo direto e oocistos
contendo quatro esporocistos com dois esporozoitos cada (GREIF et al., 2000). O ciclo de
vida desenvolve-se em um unico hospedeiro (monoxeno), com multiplicacdo assexuada
(merogonia ou esquizogonia) e sexuada (gametogonia) nas células do hospedeiro (estadios
endogenos); e esporogonia no meio exterior (estadio exdgeno) (BARTA, 2002). O processo
de liberagdo dos esporozoitos infectantes no hospedeiro inicia-se pela acdo mecanica da
moela sobre a membrana do oocisto, com posterior estimulagdo dos esporozoitos pela
temperatura corpoOrea, enzimas pancredticas e sais biliares (KAWAZOE, 1994). Segundo
Bordin (1994), quando os oocistos ingeridos atingem o intestino delgado, a tripsina quinase

do suco pancreatico digere o fechamento da micrdpila (pequeno poro em um dos podlos do



oocisto), e através desta abertura, denominada Corpo de Stieda, os esporozoitos sdo liberados.
Uma hora apds a ingestdo do oocisto esporulado, ja é possivel encontrar esporozoitos na
secrecdo intestinal. Livres na luz intestinal, os esporozoitos invadem ativamente as células
hospedeiras, formando o vactiolo parasitoforo, geralmente em um enterdcito, células da
lamina prépria ou criptas epiteliais intestinais (CHAPMAN, 1978). A merogonia inicia-se a
partir destes esporozoitos, que penetram na parede intestinal e invadem células epiteliais,
formando os merontes uninucleados ou esquizontes. Estes esquizontes, apds diversas divisdes
mitdticas por merogonia, originam merozoitos, que rompem e escapam da célula hospedeira,
invadindo novas células, onde passam por mais geracdes de merogonia, formando novas
gera¢des de merontes (BERCHIERI JUNIOR; MACARI, 2000). Os merozoitos iniciam a fase
sexuada enddgena e em seguida diferenciam-se em microgamontes € macrogamontes. Apos a
maturacdo, os microgametas flagelados rompem as células hospedeiras e fecundam os
macrogametas, dando origem aos zigotos. Posteriormente, ¢ formada a parede do oocisto. Os
oocistos imaturos formados sdo entdo liberados na luz intestinal e eliminados para o meio
exterior juntamente com as fezes do hospedeiro (BERCHIERI JUNIOR; MACARI, 2000). Os
oocistos imaturos, no meio exterior, irdo sofrer processo de esporogonia, isto €, divisdao
meiodtica seguida de divisdo mitotica a dois esporocistos contendo quatro esporozoitos cada,
sob condigdes ideais de temperatura (28 a 30°C), oxigenacdo e umidade do ambiente

(CRANE et al., 2001).

As paredes do oocisto consistem em camadas elétron-densas, de 10 nanometros (nm) a
camada exterior ¢ 90 nm a camada interna. A externa constitui 25% da massa da parede total
e contém acidos lipidicos, alcoois, fosfolipidios e colesterol. O composto P-Hexacosanol
compde 23% da parede do oocisto e permite apenas a passagem de moléculas descarregadas
pequenas, estando esta caracteristica diretamente associada a efetividade dos desinfetantes.
Somente a camada interna ¢ glicoproteica e prontamente soltivel a qualquer agente capaz de
quebrar as cadeias de disulfito (CARDOZO; YAMAMURA, 2004). Os autores McDougald e
Seibert (1998) e Williams (1998), mencionaram que os oocistos deste protozodrio sdo muito
resistentes a maioria dos desinfetantes comerciais. Estes autores classificam os oocistos como
os agentes etiologicamente mais resistentes aos desinfetantes, apos os “Prions”. Sdo imunes a
1odo, acido cresilico, hipoclorito de sodio, formalina, formaldeido, sulfato de cobre, acido
sulfurico, diclorato de potassio, iodéforos, acido paracético e outros acidos e alcaldides, nas

concentragdes comercias utilizadas em desinfec¢do avicola (GASSER et al., 2004).



As células caliciformes, os enterocitos e as células enteroendodcrinas sdo tipos de
células intestinais responsaveis pela defesa do epitélio, digestdo e absor¢do dos nutrientes da
luz intestinal. Estas células sdo agrupadas de modo a formar as vilosidades. Sao responsaveis
pela absorcao de vitaminas, sais minerais, carotenoides, carboidratos, lipideos, proteinas, agua
e alguns medicamentos (BOLELI et al., 2002). Todas as fases celulares do ciclo destroem
estas células intestinais do hospedeiro, sendo que 2048 células serdo destruidas para cada
oocisto ingerido. Como na multiplicacdo das Eimerias sp. pode haver repeticdo do ciclo
assexuado, antes de completar o ciclo sexuado, ocorre um crescimento do parasito em
progressdao geomeétrica, acarretando aumento da esfoliagdo intestinal promovida pelo mesmo
(JINNEMAN et al., 2003).

A necropsia, observa-se intestino dilatado, enterite, podendo ser do tipo catarral,
hemorragica e/ou necrdtica e lesdes de parede intestinal de localizagdes e profundidade
diferentes (JENKINS et al., 2001). Long (1968), Long et al. (1976) e Tsuji et al. (1997)
comentaram que o diagnostico especifico da parasitose tem sido feito tradicionalmente pela
morfologia dos oocistos nas fezes das aves; localizacio e morfologia dos parasitos no
intestino; pela presencga, caracteristica, localizacdo e intensidade das lesdes macroscopicas
intestinais; periodo minimo de pré-paténcia e periodo minimo de esporula¢do dos oocistos.

Johnson e Reid (1970), em infeccdo experimental de aves com oocistos de Eimeria
acervulina, observaram lesoes que classificaram em escores: um (até cinco lesdes/centimetro
quadrado (cm?), e uma leve perda de peso num periodo de sete dias); dois (lesdes mais
numerosas); trés (coalescéncia das lesdes, espessamento da parede do intestino) e quatro
(maior coalescéncia das lesdes individuais verificada em rapida inspec¢do), respectivamente.

A Eimeria acervulina apresenta alta prevaléncia na avicultura e ¢ amplamente
diagnosticada na avicultura brasileira. Como nao causa mortalidade das aves, a nao ser em
casos de infeccdo de milhdes de oocistos, a espécie ja foi considerada ndo patogénica por
muitos pesquisadores. Porém, como causa severa diminui¢do no ganho de peso, e manifesta-
se de forma subclinica deve ser, portanto, considerada patogénica (LOWENTHAL et al.,
2004). A patogenicidade da E. acervulina depende diretamente da cepa, do numero e da
freqiiéncia de oocistos ao qual a ave ¢ exposta (KAWAZOE, 2000) e pode manifestar-se em
menor desempenho zootécnico das aves, levando a perdas econdmicas, pelo gasto com
profilaxia e pela permanéncia da reinfec¢do, quando ndo diagnosticada em carater subclinico.
Esta espécie causa infeccdes no epitélio do intestino delgado, gerando lesdes arredondadas
semelhantes a placas esbranquigadas aderidas a parede intestinal, sendo a infeccdo mais

severa no duodeno, decrescendo até¢ a parte mediana do intestino delgado (COSTA et al.,
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2000). O periodo pré-patente ¢ de no minimo 97 horas e o periodo de esporulacdo ¢ de, no
minimo, 17 horas (LONG; REID, 1982 apud CONWAY; MCKENZIE, 1991). Costa et al.
(2000) descreveram as lesoes de E. acervulina como focos branco acinzentados em forma de
pontos coalescentes, formando estrias transversais, que contém zigotos € oocistos em
desenvolvimento. Bordin (1994) confirmou a presenca de faixa esbranquicada transversa no
intestino delgado com a presenca de oocistos, esquizontes € gametocitos sobre as vilosidades.
Kawazoe (2000) descreveu que as lesdes sdo visiveis tanto na mucosa como na serosa
intestinal.

As perdas na avicultura de corte associadas a coccidiose sdo acentuadas devido ao
ciclo produtivo curto, que promove reinfeccdo ambiental das aves e dificulta um programa de
controle efetivo (ZHAO et al., 2001).

Dificuldades no controle desta parasitose decorrem, principalmente, da resisténcia dos
oocistos a acdo dos principais desinfetantes comerciais utilizados na desinfeccdo ambiental e
da resisténcia parcial ou total aos anticoccidianos, sendo estes ultimos o principal método de
controle da coccidiose avidria. Esta resisténcia estd relacionada a sobrevivéncia seletiva de
cepas insensiveis aos medicamentos, 0 que torna necessaria a constante monitorizacao da
doenca em nivel de campo. Este controle medicamentoso se torna oneroso, pois pode se
tornar constante e obrigatdrio (REID, 2000).

Os anticoccidianos sao produtos que, adicionados a ragdo ou agua, tem a finalidade de
prevenir a coccidiose e que podem, também, ser usados como tratamento a infeccao das aves
(ANDRIGUETTO, 2000). Andriguetto (2000) classifica anticoccidianos em coccidiostaticos
(aqueles que interrompem o ciclo de vida dos parasitos, sem destrui-lo) ou coccidicidas (os
que destroem os parasitos), sendo considerados mais efetivos estes ultimos, que ainda podem
atuar sobre as diferentes fases de desenvolvimento das Eimerias, € por isto, sdo eletivos na
alimentacao de frangos de corte. McDougald (1984) afirma que a maioria dos anticoccidianos
tem as duas propriedades, e sua ag¢do depende da espécie de coccidios, da duragdo de
exposicao e da dose da droga.

Estes medicamentos também podem ser classificados em iondforos e compostos
quimicos. Os iono6foros provocam o desequilibrio osmoético dos parasitos, atuando na fase
inicial de vida dos mesmos. Entre os ionoforos estio maduramicina, monensina, narasina,
salinomicina, semi-duramicina e lasalocida. Os compostos quimicos atuam em diferentes
pontos do metabolismo e em distintas fases do ciclo de vida, agindo como coccidiostaticos
e/ou coccidicidas. Os mais usados no controle da coccidiose sdo nicarbazina, robenidina,

amprolio e diclazuril (JEFFERS, 1989).
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O Diclazuril ¢ um anticoccidiano com atividade sobre vérios estagios do ciclo de vida
de diversas espécies de Eimeria. A eficacia anticoccidiana do Diclazuril em frangos de corte
foi primeiramente reportada por Vanparijs et al. (1990). Neste trabalho, os autores relataram
que uma parte por milhdo (ppm) de Diclazuril, na dieta de frangos de corte de 42 dias de
idade, foi altamente eficaz contra infeccdes mistas por E. tenella e E. acervulina ou E.
necatrix ¢ E. brunetti. Na prética, este anticoccidiano ¢ frequentemente utilizado na ragdo ou
agua das aves comerciais, preventivamente, ou como terapéutico (McDOUGALD, 1984;
McDOUGALD; SEIBERT, 1998). Maes et al. (1988) demonstraram que um tnico tratamento
com Diclazuril em frangos de corte experimentalmente infectados conduziu a interrupgao
completa do ciclo de vida e da eliminagdo de oocistos de E. fenella. Os autores concluiram
que a dosagem de um ppm de Diclazuril na alimentagdo das aves ¢ eficiente frente a infecgao
por E. tenella.

Embora os anticoccidianos possam impedir ou controlar a doenga, sdo escassos 0s
relatos da influéncia destes na capacidade de absor¢do do epitélio intestinal em frangos de
corte contaminados, e, além disso, sabe-se que o controle quimico da coccidiose encontra-se
desacreditado, devido a resisténcia a estes compostos (McDOUGALD et al., 1987). O uso de
drogas coccidiostaticas na racdo de frangos de corte ou postura, na forma de premix nao
elimina a possibilidade de existir infecgdes mistas por coccidios, possivelmente, devido ao
curto poder residual dos principios utilizados e da alta taxa de prevaléncia de oocistos.

Outro fator relevante ao controle da coccidiose € a crescente preocupagao em relacao a
presenca de residuos de medicamentos na carne dos animais tratados habitualmente com
anticoccidianos, existindo, atualmente, tendéncia mundial pela producdo de alimentos visando
a ndo utilizacdo de produtos quimicos € o maximo conforto dos animais de produgdo (REID,
2000). Esta nova parcela de mercado consumidor preocupada com possiveis riscos a saude
humana decorrentes da utilizacdo indiscriminada de produtos antibidticos e quimioterapicos
na carne das aves comerciais tem despertado grande interesse nas empresas € nos produtores.
Além disso, a restricdo medicamentosa na carne de frango ¢ uma das importantes barreiras
comerciais para acesso a Unido Européia e ao mercado asiatico, que pode ser impactada pelo
uso de anticoccidianos no controle da coccidiose (JEFFERS, 1989). Além disso, as estratégias
sanitarias adotadas na criacdo industrial podem apresentar falhas no controle da coccidiose,
possibilitando a contaminagdo entre lotes (FURLAN et al., 2004). Este contexto tem levado a
procura de alternativas para tentar reduzir a aplicagdo de medicamentos quimicos no controle
da doenca. Os resultados mais conhecidos desses esfor¢os, em pleno uso no campo, sao as

vacinas vivas, atenuadas ou ndo. Estas vacinas estdo presentes no controle da coccidiose em
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matrizes, porém, apresentam alto custo, sendo o seu uso restringido para os matrizeiros,
excluindo os frangos de corte (MIN et al., 2001). Song et al. (2001) consideram que vacinas
formuladas utilizando antigenos definidos, recombinantes ou ndo, injetados por via
intramuscular em aves, ndo tem proporcionado a protecdo desejada contra coccidiose,
possivelmente, por ndo induzirem resposta humoral e celular comparavel a induzida pela
infeccdo natural.

A presenca de alta variacao antigénica nos isolados de E. acervulina e E. maxima que
ocorre de acordo com a distribuigdo geografica, também ¢ um agravante frente a utilizagdo
das vacinas no campo (MARTIN et al., 1997; DANFORTH; RUFF, 1999). O isolado de
Eimeria que causa infeccdo coccidiana pode diferir do isolado vacinal e, dessa forma, a
vacina ndo garante imunidade. Ainda assim, mesmo utilizando vacinas coccidias adequadas
no controle e prevengao, ha necessidade de desinfeccdo do ambiente para remover o desafio
de campo e permitir que a ave possa agir somente no desafio da vacina, sem gastar energia
combatendo o desafio de campo (STUCKI et al., 2003).

O impacto econdmico, os beneficios produtivos, as limitagdes da vacinacdo e as
estratégias de controle deverdo ser mais pesquisados ao longo do tempo (SHIRLEY, 1999) e
demonstram claramente as dificuldades no controle desta parasitose.

A reinfecgdo dos frangos de corte com oocistos ou outros parasitos ¢ potencializada
pela existéncia do material da cama de frango sobre os pisos dos avidrios comerciais. Em
criacdes intensivas de frangos de corte, a utilizagdo da cama do aviario visa evitar o contato
direto da ave com o piso, servir de substrato para absor¢dao da dgua, incorporagao de fezes e
contribuir para a redu¢do das oscilagdes de temperatura no aviario (AVILA et al., 1992). O
material para utilizacdo como cama de avidrio deve ser macio, seco ¢ bom absorvente de
umidade (TOLEDO, 2001).

A cama de avidrio ¢ geralmente composta de maravalha (subproduto de madeireiras)
depositada no chdo, urina e fezes, restos de ragdo, penas, pele e insetos. A cama deve cobrir
todo o piso do avidrio com o maximo de uniformidade e espessura minima de cinco a oito
centimetros no verao e de oito a dez centimetros no inverno (TOLEDO, 2001).

A cama consiste, em média, de 14% de proteina bruta, 16% de fibra bruta, 13% de
matéria mineral e 0,41% de extrato etéreo (EMBRAPA Suinos e Aves, 1991). Esta
composicao, aliada ao potencial hidrogenionico (pH) variando entre seis ¢ nove (JEFFREY et
al., 1998), a atividade de agua (Aw) com um indice proximo de 0,90 e temperaturas variando
entre 20 a 32°C (AVILA et al., 1992) permitem o desenvolvimento de diversos parasitos na

cama. A densidade elevada de aves alojadas sobre cama, por metro quadrado de area
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disponivel, pode concentrar altas quantidades de oocistos, que se tornam infectantes sob
temperatura e umidade adequadas e sdo causa de episddios de coccidiose. Com a expansdo da
avicultura e melhoria da tecnologia de producdo, o material utilizado como cama, que se
restringia a maravalha, tornou-se progressivamente escasso € com maior valor de mercado,
sendo necessaria a substitui¢do por novos materiais para se evitar o aumento dos custos de
producdo. Alguns testes foram conduzidos como alternativas, comparando possiveis materiais
para a cama de frango (OLIVEIRA et al., 1973; ANISUZZAMAN; CHOWDHURY, 1996),
sendo sabugo de milho picado ou palha de arroz, de acordo com a disponibilidade na regiao,
os mais indicados (TOLEDO, 2001).

A utilizagdo de cama nova a cada lote seria o ideal do ponto de vista da saude animal.
O reaproveitamento de cama, porém, surgiu em decorréncia da escassez de matéria prima,
aumento dos custos e do impacto ambiental da disposi¢ao da cama usada, que se tornou um
grande volume de residuos, apds ser proibido seu uso na alimentagdo de bovinos. Esta cama
acabaria por poluir demasiadamente o ambiente natural, uma vez que frangos sdo geralmente
criados em areas de grande densidade populacional e geram grande volume de residuos em
uma area especifica. Segundo Kelley et al. (1995), a reutilizagdo de cama, além de reduzir os
custos com aquisi¢do de cama nova, reduz a degradacdo ambiental. Estes fatores justificam a
reutilizacdo da cama por varios lotes (FIORENTIN, 2005).

Por apresentar clima que permite a producdo em avidrios abertos, o Brasil fornece
condig¢des de reutilizacdo da cama usada por cerca de seis lotes consecutivos. Essa pratica tem
sido utilizada e se tornou alternativa aos materiais convencionalmente usados como cama.
Para isso, a cama deve ser submetida a diferentes tipos de tratamento objetivando reducdo de
riscos microbioldgicos (AVILA et al., 2008). Os parasitos presentes na cama reutilizada
podem resultar em contaminag¢do para o ambiente e ser fonte de infeccdo para os proprios
frangos, contribuindo para maior contaminacao do trato digestivo (AMIT-ROMACH et al.,
2004). H4, portanto, necessidade de esforgos de parte da avicultura de corte para reduzir os
impactos negativos referentes aos contaminantes na reutilizagdo da cama, sem, porém,
aumentar demasiadamente os custos de producdo, como seria com a substituicdo da cama a
cada lote. Dentre estes procedimentos merecem destaque a fermentacdo da cama e a
desinfec¢do do ambiente, técnicas amplamente disseminadas na avicultura brasileira, sendo
necessario avaliar a eficiéncia destas praticas frente ao desafio da coccidiose, a presenca de
matéria organica e o resultado sanitdrio e econdmico na avicultura. Pouca importancia ¢ dada

a estes métodos, que, se comprovadamente eficientes poderiam ser responsaveis pelo bloqueio
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do ciclo de reinfeccao das aves, sendo, ainda, metodologias de baixo custo (COSTA; AVILA,
2003).

A redugdo da carga parasitologica nas instalagcdes avicolas e no ambiente do sistema
de produgao, pela desinfeccao ambiental ou fermentagdo de cama de aviario, pode diminuir o
risco de ocorréncia de doengas, como a coccidiose, no plantel. Acredita-se que o contato das
aves com baixas quantidades de oocistos no meio ambiente, possa até estimular a resposta
imune a coccidiose (GONCALVES et al., 2006).

O procedimento de limpeza e desinfeccao das instalagdes, equipamentos € ambiente
tem importancia fundamental na manutencdo sanitaria de avidrios. A escolha do método de
desinfec¢do e do produto utilizado ¢ baseada na eficiéncia deste sobre patdgenos, estabilidade
do desinfetante na presenga de outros produtos quimicos, condi¢des adversas de temperatura,
inativacao e permanéncia do efeito biocida (SESTI, 2004). No ciclo de producao avicola, a
desinfecc¢do no intervalo sanitario (periodo de dias entre a saida de um lote de frangos de corte
para abate e entrada de um novo lote de pintos de um dia, em um aviario) ¢ medida necessaria
para redugdo da pressao da infec¢do dos parasitos e para o controle da coccidiose, embora
alguns oocistos ainda sobrevivam ao procedimento (VERMEULEN et al., 2001). De acordo
com Daugschies et al. (2002), o objetivo de tal conduta ¢ ajudar na redugdo dos estagios
exogenos de Eimeria sp., associada com o uso preventivo de anticoccidianos.

A maioria dos métodos de redugdo da concentragdo de patdgenos na cama de frango,
entre lotes, ou antes de sua deposicdo no aviario, baseia-se na alteracdo do pH (POPE;
CHERRY, 1999), da umidade (REZENDE et al., 2001) ou da temperatura (HAAPAPURO et
al., 1997). A temperatura ¢ agente fisico de grande eficiéncia na inativacdo de
microorganismos. A forma factivel de se obter altas temperaturas (60 a 70 graus Celsius (°C))
na cama do aviario ¢ pela fermentagdo, sendo possivel sua realizagdo apenas quando da
auséncia de frangos, ou seja, em intervalo sanitario (JEFFREY et al., 1998). A desinfeccao
fisica, por aumento de temperatura em amontoamento (ou enleiramento) e cobertura da cama,
devido a a¢do de microorganismos, conhecida como fermentagdo da cama de frango, ¢
preconizada como método mecanico de destruicdo dos oocistos. A fermentagdo reduz o nivel
de infeccdo ambiental por coccidios, por destruir a parede dos oocistos por aumento da
temperatura, quando a cama reutilizada passa pelo processo de amontoamento e cobertura por
lona plastica (OUARZANE et al., 1998).

Na desinfeccdo quimica, a estrutura da parede dos oocistos os torna altamente

resistentes aos desinfetantes dificultando a sua eliminacdo do ambiente avicola. Estudos no
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mundo inteiro foram feitos para avaliar a acdo de principios ativos diferentes com agado
desinfetante sobre oocistos de Eimeria spp. (DI FABIO, 1994).

Dentre os trabalhos que testam a eficiéncia de desinfetantes em relagdo aos oocistos,
observou-se que esta ¢ condicionada a tensdo e ao tempo de exposi¢do. A porcentagem de
oocistos ndo esporulados pode aumentar na consequéncia de alto tempo de exposicdo ao
desinfetante. Este fato foi verificado em teste realizado com altos tempos de exposicdo,
indicando reducao da esporulacao, etapa que € primordial para que a infeccdo das aves ocorra
(DAUGSCHIES et al., 2002). Williams (1997) testou a habilidade dos agentes quimicos fenol
e da solu¢do de amodnia quaterndria em interromper, in vitro, a esporulagdo de oocistos,
observando a concentracdo eficaz minima. Oliveira et al. (2004) testaram a inibi¢do da
esporulagdo dos oocistos de E. tenella, E. acervulina e E. maxima frente aos desinfetantes de
uso comercial na avicultura, sob tempo de exposi¢do de 30 minutos. Os principios ativos
presentes em solugdo de formol a 37% e fenol 10,5% + cresol 10,5% foram ineficazes.

Ayeni et al. (1972), avaliando in vitro a acdo de 11 desinfetantes em oocistos de
roedores, obtiveram um indice de eficiéncia de desinfec¢do acima de 95%, em tempo de
contato de cinco minutos, no teste com amonia a 3,7%, Dekaseptol a 6% (bissulfeto de
carbono), Triseptol 5-6% (bissulfeto de carbono, cresol, hidrocarbonetos).

Hilbrich (1975) avaliou no periodo de 2, 10 e 30 minutos, varios produtos comerciais
(Lysococ® 5%; Pantek® 2%:; Incidin Anticoc® 6%; Hidroxido de amonio (NH4sOH) a 4, 3,2 ¢
1%; Hidroxido de sodio 10% e Hidroxido de potéssio 10%) nos oocistos esporulados. Foram
qualificados como eficientes os produtos Lysococ” 5% e NH4OH 4%, nio sendo observada
mortalidade das aves e havendo reducdo de lesdes intestinais nestes tratamentos de
desinfec¢do ambiental. A amdnia, em moléculas pequenas e descarregadas, como na forma
molecular NH4OH, ¢ capaz de difundir a parede e também a membrana celular, permitindo a
destruicao do oocisto. Entretanto, esta formulagdo pode ser sufocante e de extrema irritagdo
aos olhos, garganta e trato respiratdrio das aves e humanos. Dependendo do tempo e nivel de
exposicdo, podem ocorrer efeitos que vao de suaves irritagdes a severas lesdes no corpo,
devido a sua acdo caustica alcalina. A maioria dos produtos disponiveis com acgdo de
desinfec¢ao em oocistos sao causticos ou toxicos, assim seu uso nas instalacdes avicolas deve
ser controlado (FAYER, 1980). E desejavel que os agentes sejam enxaguados rapidamente,
evitando, dessa maneira, o risco de toxicidade aos manipuladores e a depreciacdo dos
equipamentos do aviario, apesar de sua acao depender do tempo de interacdo com matéria

organica e sua volatilidade (AYENI et al., 1972; WILLIAMS, 1997).
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Eimeria tenella é a mais suscetivel das coccidias testadas aos efeitos de desinfec¢do
por amdnia, em formulac¢do anidro. Eimeria necatrix € E. brunetti possuem grau similar de
suscetibilidade. Eimeria acervulina ¢ a mais resistente a inativacao, necessitando exposi¢ao
entre uma e seis horas (DAUGSCHIES et al., 2002).

A solucdo de amonia normalmente usada como produto de desinfeccdo ambiental ¢ a
de amoénia quaterndria, porém por apresentar carga idnica, pode ser menos eficiente na
destruicao da parede do oocisto, mas apresenta menor risco de toxicidade. Nao foram
encontrados relatos a respeito da efetividade da desinfeccdo por amonia quaternaria sobre
oocistos infectantes de Eimeria acervulina em ambiente criatério composto por cama de
frango de palha de arroz reutilizada. Mas, sabe-se que desinfetantes tem niveis diferentes de
perda de eficiéncia na presenga da matéria organica. Assim, deve-se salientar que a matéria
organica existente no ambiente, apds a saida das aves, como cama de frango, fezes, penas,
etc., pode interagir com o principio ativo usado, causando a alteracdo de seu poder de
desinfeccdo (AYENI et al., 1972; WILLIAMS, 1997).

Baseado no exposto acima, fica claro que os oocistos contaminam a cama dos galpdes,
sendo formas altamente resistentes, que disseminam a infec¢do rapidamente no lote e que a
severidade da infec¢do coccidiana no hospedeiro esta diretamente relacionada ao numero de
oocistos esporulados ingeridos pelas aves. A reinfeccdo ¢ facilitada pelas condi¢des de
confinamento, colocando em cheque o desenvolvimento de vacinas e antibidticos. Aliado a
1ss0, a crescente proibi¢do do uso de quimioterapicos, o problema da resisténcia, o risco de
manipulagdo de desinfetantes e o impacto ambiental que pode ser gerado pelo grande volume
de residuos de cama, torna-se fundamental a busca de novas alternativas de controle da
coccidiose.

Assim, o desenvolvimento de técnicas e agdes de controle que diminuam a incidéncia
da coccidiose e suas perdas econdmicas no plantel avicola faz-se necessario. Nesse proposito,
a realizacdo de tratamentos na cama reutilizada propicia baixo custo de produgdo e melhor
eficiéncia dos medicamentos utilizados. A metodologia correta de tratamento da cama de
frango, no controle da coccidiose, trara ganho sanitario e zootécnico para a avicultura e menor
risco da presenc¢a de medicamentos residuais na carne.

Este estudo justifica-se na necessidade da implementacao de medidas preventivas no
setor produtivo brasileiro visando produtividade e agregando valor sanitario a avicultura de
corte. Tendo em vista a expansdao mundial e brasileira da avicultura de corte e as dificuldades
relacionadas ao controle da coccidiose, torna-se importante a avaliacdo da eficiéncia de

tratamentos de controle na cama reutilizada de frangos de corte.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar e comparar a eficiéncia dos métodos de controle fermentacdo, desinfeccao
com amonia quaternaria e fermentacao associada a desinfec¢do com amdnia quaternaria, além
da utilizagdo terapéutica do anticoccidiano Diclazuril por via oral, sobre oocistos de Eimeria

acervulina presentes na cama reutilizada de frangos de corte.

2.2. Objetivos especificos
1- Avaliar a cinética de eliminacdo de oocistos nas fezes de frangos de corte frente a estes

métodos de controle.

2- Comparar a eficiéncia dos métodos de controle da coccidiose na cama reutilizada em
relacdo a eficiéncia do tratamento quimico com anticoccidiano Diclazuril via oral em frangos

de corte.

3- Avaliar o desempenho zootécnico por ganho de peso semanal e final e conversao alimentar

das aves infectadas.

4- Classificar em escore as possiveis lesdes macroscopicas produzidas pelo parasito Eimeria

acervulina no intestino delgado de frangos de corte.

5- Avaliar, por histologia, o padrao histomorfométrico do intestino delgado dessas aves.

6- Comparar o numero de oocistos recuperados nas camas com os escores de lesdes

macroscopicas obtidos.

7- Verificar possivel correlagdo de controle da infecgdo no ambiente e saude intestinal dos

frangos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area do estudo

O experimento foi conduzido no municipio de Uberlandia, Minas Gerais, localizado
na Mesoregiao do Tridngulo Mineiro, sudoeste do Estado, com uma area total de 4.115,822
quilémetros quadrados (km?), sendo 219,00 km?” de 4rea urbana e 3.896,822 km? de 4rea rural.

A regido do municipio de Uberlandia ¢ caracterizada pelo tipo climético tropical de
altitude, com temperaturas amenas, tendo verdo chuvoso (outubro a margo) e inverno seco
(abril a setembro). Segundo a classificacdo de Koeppen (1948), adotada universalmente e
adaptada ao Brasil, o clima de Uberldndia tem a classificagdo "Cwa", ou seja: C -
mesotérmico (meio quente e Umido); w - chuvas de verdo; a - verdes quentes e invernos
brandos. A altitude média do municipio de Uberlandia, fornecida pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2006) ¢ de 863 metros. A latitude estende-se de 5°16° Norte
até 33°45° Sul. Uberlandia, com latitude de 18°55°23” Sul (Equador) estd na faixa de
temperatura moderada. A média anual da temperatura ¢ de 22°C, sendo os meses de outubro a
marco os mais quentes, temperatura média de 24,7°C, e os meses de junho e julho os mais
frios, média de 18,8°C (IBGE, 2006).

Quanto a avicultura, de acordo com o Banco de Dados Integrados, Secretaria
Municipal de Planejamento Urbano e Meio Ambiente do Municipio de Uberlandia (2007), a
regido possui 33 empresas integradoras e plantel de capacidade instalada de 18.800.000

cabecas/ano, com producdo de 42.000 toneladas de carne de frango por ano.

3.2. Local do experimento

O experimento foi realizado no periodo de margo a agosto de 2008, em propriedade
particular, situada na zona rural, a 11 quildmetros do municipio de Uberlandia, Minas Gerais.
A propriedade possui 25 hectares, sendo formada por area de pastagem e reflorestamento por
eucaliptos. O aviario utilizado possui constru¢do mista, de alvenaria e madeira, com telhado
em duas aguas, posicionado no sentido leste oeste. As laterais sao teladas com tela de arame
galvanizado, malha duas polegadas e revestidas por lonas impermeabilizadas de cor azul. O
aviario foi equipado com bebedouros tipo pendular e comedouros tubulares, em proporcdes de
cria¢do industrial. Nos primeiros trés dias de idade, além do comedouro, a ragdo foi fornecida

aos animais sobre um papel, a fim de facilitar o acesso dos animais a ra¢dao. A instalagdo
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possui sistema de aquecimento para os pintinhos através do aquecimento do ar por forno a
lenha e sistema de ventilacao e nebulizadores para a climatizacdo do aviario.

O local do experimento permaneceu isolado da presenca de outros animais. Ao redor
do galpao, existia uma area de biosseguranga cercada a 20 metros de distancia. As aves foram
alojadas em densidade de dez aves/metro quadrado (m?). Antes do alojamento, o galpdo foi
totalmente lavado com 4gua e sabdo neutro comercial e desinfetado, primeiramente o piso foi
desinfetado com solucao de soda catistica a concentragao de 2%, com posterior aplicacao de
solugdo de formol a 5%. Todos os equipamentos, como comedouros, bebedouros e divisorias
dos boxes, também foram previamente limpos e desinfetados com solug¢do de formol a 5% e
em seguida amonia quaternaria a 10%.

As medidas de limpeza e desinfec¢do adotadas no experimento seguiram os critérios

estabelecidos pelo Manual da Organizacao Internacional de Epizootias (OIE) (2000).

3.3. Comité de Etica

Este estudo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica de Utilizagdo
Animal (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia, sob o protocolo numero 050/2008
(Anexo 1).

3.4. Populacao de estudo

Foram utilizados 300 frangos de corte, fémeas, da linhagem Cobb, com peso médio
inicial de 42 gramas (com coeficiente de varia¢do de trés gramas), adquiridos em dois lotes
separados de 150 aves cada, para duas etapas experimentais distintas nos meses de margo e
maio de 2008, respectivamente. As aves foram obtidas com um dia de idade, provenientes do
incubatorio da empresa Cobb, com registro no Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), localizado no municipio de Marilia, estado de Sdo Paulo. Os pintos
eram provenientes de matrizes vacinadas contra doenca de Gumboro, Bronquite infecciosa
das galinhas, doenga de Newcastle, encefalomielite, coriza infecciosa e variola avidria e foram
vacinados ainda no incubatdrio, contra a doenga de Marek, Bronquite ¢ Gumboro, mas nao
estavam vacinados contra a coccidiose.

As aves foram distribuidas em dois alojamentos, sendo 150 aves por alojamento. Em
cada alojamento, 100 frangos permaneceram do primeiro até 35 dias de idade, com o objetivo
de acompanhamento da cinética de eliminacdo de oocistos. As outras 50 aves de cada

alojamento foram mantidas até o 21° dia de vida, quando foram necropsiadas para avaliagdes
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histologicas. Nos dois alojamentos, as aves foram divididas em boxes de 30 aves cada,
totalizando cinco tratamentos por alojamento, subdivididos em trés repeticdes de dez aves,
sendo que as necropsiadas aos 21 dias estavam subdivididas em cada boxe ou grupo de

tratamento (Figura 1).

300
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Figura 1. Representagdo esquematica da distribuicdo da populagdo de estudo.

3.5. Manejo das aves

O manejo das aves obedeceu aos padroes da avicultura industrial, com limpeza diéria
de comedouros e bebedouros. Foi utilizada 4gua clorada, a trés ppm, para consumo das aves e
limpeza dos equipamentos. A dgua dos bebedouros era trocada trés vezes ao dia. O manejo foi
padronizado durante todo o experimento.

A temperatura do ambiente foi mantida na zona de conforto das aves (Anexo 2)
durante todo o periodo oexperimental, sendo utilizado aquecimento até os 14 dias de idade.
Os ventiladores e nebulizadores foram utilizados para controle da temperatura e umidade
relativa do ar. A dieta basal referiu-se a ragdo comercial sem aditivos, formulada de acordo
com as exigéncias nutricionais de frangos de corte da linhagem Cobb e contou com acréscimo
de anticoccidiano Monensina (110 ppm). A composi¢do basica da ragdo era 21,58% de

proteina, 4,75% de extrato etéreo, 4,00% de fibra, 5,65% de minerais, 0,87% de calcio e
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0,79% de fosforo, conforme especificado pelo fabricante Agroceres S/A, Unidade de Nutri¢ao

Animal (Rio Claro, SP, Brasil).
3.6. Obtencao do indculo

O in6culo de oocistos de E. acervulina cepa Ea3LP8a foi cedido pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Aves e Suinos, situada em Concérdia, SC,
em convénio com o Laboratorio BIOVET, localizado em Sao Paulo, SP, responsavel pela
purificacdo, manutencdo e ajuste do isolado para este experimento. O ajuste teve como
objetivo a obtengdo de dose infectante aproximada de 3x10° oocistos por cada 0,5 mililitro
(mL) de solugdo diluente da vacina de Marek (Anexo 3), considerando-se a patogenicidade,
variantes da espécie e dose infectante média, para produzir infeccdo de carater subclinico,
simulando uma infec¢do natural a campo. Até o momento do uso, o indculo foi mantido a
temperatura de cinco graus Celsius, em caixa propria do fabricante, sendo transportado ao

local do experimento em caixa de isopor resfriada e imediatamente utilizado.
3.7. Delineamento experimental

O delineamento experimental realizado foi o inteiramente casualizado (DIC), sendo
que este estudo foi dividido em duas etapas experimentais ou dois alojamentos, com 150 aves
cada. As duas etapas se realizaram no mesmo ambiente criatorio, porém, entre elas, houve
intervalo sanitario de 15 dias. Neste intervalo sanitario, foram aplicados os diferentes
tratamentos experimentais de métodos de controle da coccidiose na cama de frango

reutilizada.
3.8. Separacio dos grupos de tratamentos

Nas duas etapas experimentais, as aves foram separadas em cinco grupos de
tratamento, utilizando-se boxes confeccionados com telas metalicas, na densidade de 10 aves
por metro quadrado, sendo o total de 30 aves por boxe ou grupo de tratamento. Estes boxes
foram instalados dentro de um avidrio convencional de criagdo, com o objetivo de se
aproximar ao maximo dos desafios que, normalmente, ocorrem durante o crescimento das
aves, para garantir a possivel reproducdo da metodologia na avicultura industrial. Todos os

boxes de tratamento tinham divisdrias internas de tela, de forma a distribuir igualmente as 30



21

aves em trés subgrupos de 10 com o objetivo de garantir distribuicdo uniforme dos frangos,
eliminacdo de fezes de forma equilibrada na cama e repeti¢@o estatistica. O substrato utilizado
como cama de frango foi palha de arroz, sendo estabelecida a cobertura do piso com 10

centimetros de espessura desse substrato.

3.8.1. 1" etapa experimental (1° alojamento)

Na primeira etapa, utilizou-se 150 frangos de corte, os quais foram inoculados,
experimentalmente, com oocistos de Eimeria acervulina. Aos 21 dias de idade, foram
retirados 10 frangos de cada grupo experimental com o objetivo de avaliacdo do escore de
lesdo intestinal macroscopica e coleta de amostras intestinais para a analise histologica. Os 20
frangos restantes em cada grupo foram mantidos até 35 dias de idade com o objetivo de
avaliacdo da curva de eliminagdo de oocistos por um periodo de tempo proximo a idade de

abate em avicultura comercial (ANUARIO DA AVICULTURA INDUSTRIAL, 2007).

3.8.1.1. Inoculac¢ao das aves da primeira etapa

Na primeira etapa experimental, as 150 aves foram inoculadas, individualmente, aos
12 dias de idade, com 3x10° oocistos da cepa Ea3LP8a de Eimeria acervulina, por via
endoesofdgica. O desafio foi realizado utilizando seringa de insulina descartavel e estéril de

um mL, com dosagem de 0,5 mL de indculo por frango.

3.8.1.2. Coletas de fezes e cama e Exames parasitologicos

Amostras de fezes e cama de cada grupo de tratamento foram coletadas, diariamente,
durante todo o periodo experimental. Na primeira etapa experimental, a primeira coleta foi
realizada no primeiro dia de alojamento das aves (um dia de idade). Amostras controle foram
realizadas até o dia da inoculagdo (12 dias de idade) e também neste dia, antes da inoculagao.
Estas foram realizadas com o objetivo de verificagdo da negatividade dos frangos e foram
consideradas controle. As coletas subsequentes, apos a inoculagdo, foram realizadas até 35
dias de idade dos frangos.

Em cada grupo experimental, seis amostras de pool de cama e fezes foram coletadas
superficialmente, sendo quatro nos compartimentos laterais e duas centrais, totalizando seis
repeticdes diarias de amostras por grupo de tratamento. As amostras foram acondicionadas em
sacos plasticos identificados e transportadas em caixa de isopor refrigerada até o Laboratdrio
de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de Uberlandia

(UFU) para processamento.
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Para andlise de positividade das amostras, dois gramas de fezes foram processados
utilizando-se a técnica de centrifugacdo por flutuacdo em solucdo saturada de sacarose a
concentracdo de 35% e densidade de 1,2 g/mL (SHEATER, 1923) (Anexo 4). As amostras
positivas foram posteriormente quantificadas pelo método de contagem de oocistos por grama
de fezes (OOPG) de Gordon ¢ Whitlock (1939) modificado utilizando camara de MacMaster.
Para contagem de oocistos foi considerado fator de multiplica¢do por 100. As analises foram

realizadas em duplicata nas seis repeti¢cdes por tratamento.

3.8.1.3. Desempenho zootécnico

As aves tiveram seu ganho de peso acompanhado por pesagens periddicas, aos um,
sete, 14, 21, 28 e 35 dias de idade e foram observados aspectos clinicos durante todo o
periodo experimental. As pesagens foram realizadas, semanalmente, seguindo-se 0 mesmo
horario e a sequéncia de pesagem (Grupo 1 ao 5, conforme detalhado no item 3.9), durante
todo o experimento. Para a pesagem, as aves foram acondicionadas dentro de caixa pléstica,
considerando peso liquido. Foram avaliados ganho de peso (GP) e consumo de ragdo, a fim de
se determinar a conversao alimentar. A ragdao foi pesada diariamente antes de ser fornecida
para as aves em balanga comercial comum com peso maximo de 25 quilos. O consumo de
racdo de cada tratamento foi determinado pela diferenca de peso entre o alimento fornecido e
o consumido diariamente (McCARTER, 1999). Este valor foi calculado descontando-se as
sobras de racdo do total de ragdao fornecida, durante a limpeza diaria dos comedouros. A
conversao alimentar (CA) foi estimada através da relagdo consumo de alimento (kg/ave/dia)

dividido pelo ganho de peso (kg/ave/dia).
Equacio 1 - Equacdo para correcio da conversao alimentar para 2,00kg

CA Cor 2,00 = (2,00 — PV) /3) + CA, onde:

CA cor 2,00 = Conversio alimentar corrigida para 2,00 kg de peso vivo
PV = peso vivo dos frangos

CA = conversao alimentar real obtida pelos frangos

3.8.1.4. Procedimentos de necropsia

A eutanasia dos frangos foi realizada aos 21 dias de idade, por deslocamento cervical,
método aceito sob restricdo, previsto na Resolu¢do ntimero 714, de 2002, do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 2002). A necropsia, foi retirado o ter¢o inicial do

intestino delgado, sendo este dividido em dez fragmentos de aproximadamente dois
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centimetros. Estes fragmentos foram utilizados para observar as lesdes macroscopicas
presentes e, posteriormente, o material foi acondicionado em formalina tamponada a 10%

para analise histopatolégica.

3.8.1.5. Avalia¢do de lesdes macroscopicas

A classificacdo das lesdes em escore foi baseada no método descrito por Johnson e Reid
(1970) (Anexo 5), segundo o qual o escore zero equivale a auséncia de lesdes; escore um
significa a visualizagdo de pontos ou estrias brancas vistas da serosa ou mucosa, esparsas (até
cinco por cm?) e confinadas ao duodeno; o escore dois é equivalente & presenga de pontos ou
estrias brancas mais numerosas, mas niao coalescentes, se¢ estendendo entre duodeno e
diverticulo com conteudo intestinal normal; no escore trés observam-se pontos ou estrias
brancas ja coalescendo com reducdo de tamanho, se estendendo até o diverticulo, parede
intestinal engrossada e contetido intestinal aquoso; no escore quatro, os pontos ou estrias
brancas estdo completamente coalescentes, dando a mucosa do intestino uma coloracao
acinzentada, presenca de lesoes tipicas no intestino médio com parede intestinal engrossada e
conteido cremoso. O escore de lesdes fornece a classificagdo numérica de lesdes
macroscopicas causadas por coccidios e ¢ usado para determinar o efeito de diferentes

tratamentos nas infecgdes coccidianas.

3.8.1.6. Avaliacao das lesdes microscopicas

A obten¢ao do material para estudo a microscopia Optica de luz seguiu as etapas da
técnica histoldgica convencional. Para avaliacdo das lesdes microscopicas, os fragmentos
intestinais foram coletados e fixados em solu¢do de formalina tamponada a 10% e
posteriormente desidratados em série de concentragdes crescentes de alcool etilico, iniciando
com alcool a 70 graus Gay Lussac (°GL) e finalizando com alcool absoluto, realizada em seis
horas. Seguiram-se a diafaniza¢do com xilol por duas horas e a impregnagdo pela parafina
fundida em estufa a 60°C, em trés banhos de meia hora, perfazendo uma hora e meia. Para
obten¢do de um bloco regular de parafina, o material foi imerso em um molde retangular que
continha parafina liquida, em seguida solidificada em temperatura ambiente (inclusdo). Os
blocos com tecidos incluidos foram seccionados em micrétomo, obtendo-se cortes
histologicos longitudinais e semi-seriados de cinco micrometros de espessura. Para
visualiza¢ao dos componentes teciduais realizou-se coloracao pela hematoxilina-eosina (HE).

Para a analise morfométrica, as laminas foram posicionadas na objetiva de quatro

vezes de aumento e ocular de 10 (aumento de 40x), em busca de melhor campo para realizar
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as medidas de altura e larguras basal, central e apical das vilosidades, além da distancia média
entre duas vilosidades adjacentes e bem orientadas.

Todos os cortes histologicos foram analisados por imagens digitalizadas obtidas em
microscopio Olympus Triocular BX40 acoplado a uma camera digital Oly-200 da marca
Olympus®, ligada a um computador PC por placa digitalizadora Data Translation 3153. As
medidas foram realizadas pelo programa HL Image 97 (MASTRANTONIO et al., 2002), no
Laboratorio de Histologia da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). No total, foram
coletadas porgdes intestinais de 50 aves por alojamento (dez por grupo), sendo que, de cada
tratamento, foram produzidas 15 laminas, chegando-se ao numero de 150 laminas analisadas.

Em cada corte histoldgico, a partir de uma linha tragada na base das criptas, foram
medidas dez vilosidades integras, desde a base até a extremidade livre. Em seguida, realizou-
se a média por grupo. As alteragdes histopatologicas em relagao as vilosidades e criptas foram
comparadas entre os tratamentos. Estas mensuracdes foram correlacionadas ao perfil de
eliminagdo de oocistos e foram também analisadas possiveis correlagdes entre as lesdes macro
e microscopicas observadas no intestino dos frangos de corte.

O modelo matematico para mensuracdo da area de absor¢cdo da mucosa intestinal,
proposto por Kisielinski et al. (2002) foi utilizado neste estudo para analise de possiveis
modificac¢des funcionais e morfologicas ocorridas no intestino delgado devido a infec¢ao pelo
coccidio. Este modelo matematico permite estimar, em cortes histoldgicos, a drea da mucosa
intestinal pela avaliacao de trés parametros, sendo estes: comprimento e largura da vilosidade

e largura da cripta (distancia entre duas vilosidades).

Equacio 2. Equacao para calculo da area de absorcao da mucosa intestinal

M = (larg. vilo x comp. vilo) + (larg. vilo/2 + larg. cripta/2)2 - (larg. Vilo/2)*/
(larg. vilo/2 + larg. cripta/2)*

M = area (superficie) de absorcio da mucosa intestinal
Larg. vilo = largura média da vilosidade
Comp. vilo = comprimento da vilosidade

Larg. cripta = largura média da cripta
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3.9. Intervalo sanitario e tratamento da cama
Ap6s a retirada dos 150 frangos de corte da 1* etapa experimental, foi realizado
intervalo sanitario de 15 dias, no qual ndo foi removida a cama colocada no inicio do estudo
nos cinco grupos (boxes) de tratamento. Durante esse intervalo sanitario, trés grupos foram
submetidos a tratamento da cama, um grupo ndo recebeu tratamento da cama, mas os frangos
da segunda etapa receberam tratamento anticoccidiano (vide item 3.10) e um grupo foi
considerado controle, ndo sendo utilizado nenhum método de tratamento neste boxe (Grupo
1). Os tratamentos da cama reutilizada durante o intervalo sanitario sdo descritos abaixo.
. Grupo 1: Controle. Neste grupo experimental, a cama de frango nao foi
fermentada ou desinfetada no intervalo sanitario e os frangos que foram colocados
sobre essa cama (2* etapa experimental) ndo receberam tratamento para coccidiose. O
manejo de cama realizado foi apenas revolvimento, com maquina revolvedora de
cama, um dia apo6s a retirada das aves da 1? etapa e dois dias antes da entrada das aves
da 2? etapa.
. Grupo 2: Cama de frango tratada por método de desinfecgdo mecanica ou
fisica, denominado fermentacao. O procedimento de fermentagao foi realizado apds a
retirada de todas as aves da primeira etapa, durante o intervalo sanitdrio. A cama foi
revolvida um dia apds a saida das aves da 1* etapa. No segundo dia do intervalo
sanitario, a fermentagdo foi iniciada enleirando toda a cama do grupo no eixo central
desse boxe, cobrindo com lona plastica preta e, em seguida, deixando em repouso por
dez dias. Apds esse periodo, a cama foi redistribuida no boxe e revolvida com
maquina revolvedora de cama, nos dois dias anteriores a entrada das aves da 2* etapa.
o Grupo 3: Cama de frango tratada por método de desinfec¢do quimica com
amoOnia quaternaria em solugdo de concentragdo de 10% do principio ativo e dilui¢do
de 1 litro dessa solugdo de amonia quaterndria para 20 litros de agua (1:20). A
desinfeccao foi realizada por pulverizagdo do boxe de alojamento com bomba de
fumigacdo agricola, por 15 minutos, durante o segundo e o 12° dia do intervalo
sanitario, utilizando um litro de solucgdo para cada metro quadrado de 4rea. A cama foi
revolvida nos dois dias anteriores a entrada das aves da 2* etapa.
o Grupo 4: Cama de frango fermentada e, apds este procedimento, desinfetada
com amonia quaternaria. No segundo dia do intervalo, a cama foi enleirada no centro
do aviario e coberta com lona pléstica preta, iniciando-se o processo de fermentacdo,

que foi mantido por 10 dias. Apds esse periodo, a cama foi redistribuida no boxe,
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ficando em repouso por um dia, sendo que, no 12° dia do intervalo, esta cama foi
pulverizada com solu¢do de amodnia quaternaria 10% em diluicdo de 1:20 por 15
minutos e revolvida nos dois dias anteriores a entrada das aves da 2% etapa.

A cama do quinto boxe experimental (Grupo 5) nao foi tratada. Entretanto, as aves alojadas

nesse grupo, na 2? etapa, receberam anticoccidiano Diclazuril, por via oral.

3.10. 2? etapa experimental (2° alojamento)

Apo6s o intervalo sanitario e estabelecidos os tratamentos foram alojadas nos cinco
boxes outras 150 aves, em distribuicdo e manejo iguais aos da 1* etapa, na cama reutilizada.
No segundo alojamento, ndo ocorreu inoculagdo experimental, sendo esperada a possibilidade
de infec¢do natural pela cama de aviario.

o Grupo 5: ndo houve tratamento da cama no intervalo sanitario. As 30 aves

alojadas nesse boxe durante a segunda etapa foram tratadas com o anticoccidiano

avicola Diclazuril, na dose de 0,5 miligrama (mg) por quilo de peso corporal médio

dos frangos, via oral em dgua de bebida, aos 17 dias de idade.

3.10.1. Analises experimentais da 2% etapa
Os exames parasitologicos, desempenho zootécnico e exames histologicos desta etapa

foram os mesmos realizados na primeira etapa, anteriormente descritos.

3.11. Analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
relacdo a distribuicdo das aves nos diferentes tratamentos (SPIEGAL, 1994).

A andlise estatistica seguiu o esquema da andlise de varidncia (ANOVA) para as
variaveis quantitativas. O teste de Tukey (p<0,05) foi utilizado para comparar as médias das
variaveis quantitativas, bem como o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) para as qualitativas
(SPIEGAL, 1994).

O nuimero médio de oocistos recuperados em cada grupo, os escores de lesdes e o
ganho de peso foram avaliados por analise de variancia, pelo teste de Tukey, em nivel de
significancia de 95% de probabilidade (p<0,05). O escore de lesdo macroscopica foi avaliado
pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05). As analises de correlacao foram realizadas pelo teste
de correlagdo de Pearson (p<0,01). A andlise estatistica foi realizada através do pacote
estatistico SISVAR. A analise grafica foi obtida estatisticamente pelo Software GraphPad

Prism versao 5.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Curva de eliminacao de oocistos

Na primeira etapa experimental, foram encontrados oocistos nas fezes 120 horas
(cinco dias) ap6s a inoculagdo. Na segunda etapa, as aves foram infectadas naturalmente, por
contato com a cama reutilizada, o periodo pré-patente também foi de 120 horas, independente
do tratamento colocado na cama ou dado aos frangos. Este achado estd de acordo com o
periodo pré-patente de 97 a 120 horas, citado por varios pesquisadores como Long e Reid
(1982) apud Conway e Mackenzie (1991), Jeurissen et al. (1996), Youn e Noh (2001), Gabriel
et al. (2006) e Zulpo et al. (2007). Teixeira et al. (2006) observaram que, em frangos de corte
inoculados com a mesma cepa experimental, mas com dose infectante maior do que a deste
estudo, a eliminagdo de oocistos iniciou-se, no 5° dia apos a infeccdo (DAI), corroborando
com os achados deste trabalho. Entretanto, Kawazoe et al. (2005) comentaram que podem
ocorrer variagdes no periodo pré-patente da E. acervulina e que estas estdo associadas as
caracteristicas da cepa do parasito estudado.

Na 1? etapa experimental, observaram-se valores crescentes de oocistos nas fezes do 5°
ao 7° DAI, em seguida, houve uma fase de gradativa redu¢do da eliminagdo até o 12° DAL
Foi observado pico primario de eliminagdo no 7° DAI e picos secundarios de eliminacdo no

13° e 15° DAISs, como observado na Figura 2.

1,E+08

1,E+07

1,E+06
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média de oocistos
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1,E+03
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Dias ap6s infecgao (DAI)

—e— Inoculado

Expon. (Inoculado)

Figura 2. Curva de eliminag@o diaria de oocistos recuperados das fezes de frangos de corte inoculados

experimentalmente com Eimeria acervulina, na primeira etapa experimental.
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Os picos de eliminagdo secundarios, ou picos de repicagem, podem indicar novas
reinfeccdes de algumas aves por ingestdo de oocistos esporulados presentes na cama de
frango reutilizada. Michael (2005) considerou os picos de repicagem na coccidiose como
achado normal, ja que frangos de corte sdo convencionalmente alojados em cama e podem
reinfectar-se, naturalmente, com oocistos presentes nesta. Kawazoe et al. (2005), em
inoculagdo experimental, observaram picos primarios de eliminag¢@o entre cinco e seis dias
pos-inoculagdo, seguido de decréscimo do nimero de oocistos nas fezes, entretanto nao
observaram picos secundarios posteriores, tendo em vista o alojamento das aves desse estudo
em gaiolas, inexistindo o contato com a cama de frango e a possibilidade de reinfec¢ao.

Neste estudo, ¢ possivel observar que os picos secundarios apresentaram-se reduzidos
em relacdo ao pico do 7° DAI, possivelmente, devido a atuagdo da imunidade celular que, na
coccidiose, aparece de forma progressiva, na qual o sistema imune do hospedeiro pode
controlar, significativamente, a eliminacdo de oocistos até niveis subclinicos (WILLIS;
BAKER, 1981). Os frangos expostos a coccidiose, de acordo com as respostas do hospedeiro,
podem desenvolver imunidade ou doenca clinica com repercussao econdomica (FERNANDO,
1990). A imunidade pela continua reinfeccdo dos oocistos na infec¢do por E. acervulina
aparece cerca de trés semanas apos a infec¢do inicial (MICHAEL, 2005). Neste estudo, pode
observar-se redu¢do da excreciao de oocistos nas fezes neste periodo. Resultados semelhantes
foram relatados por Franco et al. (1993), em inoculacdo experimental de aves de postura, aos
15 dias de idade, que identificaram que o numero de oocistos no sedimento fecal foi maior no
periodo inicial, diminuindo posteriormente, corroborando com os achados deste experimento,
apesar da utilizagcdo de outra linhagem de aves.

Fatores predisponentes para a ocorréncia de esporulagdo de oocistos estdo presentes
em toda a avicultura mundial. Como as aves alojadas na 2* etapa eram inicialmente livres de
coccidiose e iniciaram a eliminagdo de oocistos, comprovou-se a reinfeccao natural destas
pelos oocistos presentes na cama reutilizada em todos os grupos desta etapa. A condi¢cdo mais
importante para que se inicie o ciclo de vida dos coccidios ¢ a esporulagdo do oocisto na
presenca de ar, calor e umidade (DAUGSCHIES et al., 2002), condi¢cdes comprovadamente
presentes na cama de frango reutilizada durante este estudo.

A Figura 3 mostra as curvas de eliminagcdo de oocistos nos diferentes grupos

experimentais, durante todo o periodo da 2? etapa.
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Figura 3. Curvas de climinagdo diaria de oocistos de E. acervulina recuperados das fezes de frangos, apods
tratamentos de controle da coccidiose (DAI: dias ap6s a inoculag@o). Grupo 1 (G1): Controle positivo (cama nio
tratada no intervalo sanitario), Grupo 2 (G2): Fermentagdo. Grupo 3 (G3): Fermentagdo e amonia quaternaria.

Grupo 4 (G4): Amoénia quaternaria. Grupo 5 (G5): Diclazuril via oral.

A Figura 3A apresenta os resultados da primeira semana de eliminacao de oocistos na
2% etapa experimental. Observou-se tendéncia crescente entre cinco e oito dias de idade, com

pico de elimina¢do primario no 7° DAIL em todos os grupos experimentais. O comportamento
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da infec¢@o na primeira semana, em relagdo ao seu inicio (cinco dias de idade) e ao pico de
eliminagdo (sete dias) foi precoce, quando comparado ao comumente diagnosticado na
avicultura industrial (pico de eliminagdo de oocistos de 10 a 12 dias) (SANTOS et al., 2005).
Tendo em vista que, a coccidiose acomete aves jovens ¢ em crescimento (LILLEHOIJ;
LILLEHOJ, 2000) e que a Eimeria acervulina apresenta periodos pré-patentes variando de 97
a 120 horas e de esporulacdo de 15 até 24 horas (LONG; REID, 1982 apud CONWAY;
MCKENZIE, 1991), este achado justifica-se como possivel, levando-se em conta que, em
cinco dias, pode ocorrer um ciclo biologico deste parasito. Este achado indica a existéncia de
infeccdo coccidiana em idade precoce nos frangos de corte. Teoricamente, em uma granja
convencional, os frangos podem se infectar nos primeiros dias de vida. No entanto, a doenga
clinica pode ndo ser observada (DANFORTH; RUFF, 1999).

De nove a 14 dias de idade, houve decréscimo significativo (p<0,05) nos valores
médios de oocistos recuperados das fezes, frente aos valores encontrados na semana anterior,
em todos os grupos experimentais (Figura 3B). O decréscimo na curva pode ser explicado
pelo ciclo biologico do parasito. Apds a multiplicacdo em progressdo geométrica nas c€lulas
epiteliais intestinais, levando a posterior eliminacdo de grande quantidade de oocistos
(observada neste estudo no pico de eliminacdo) o parasito realiza esporula¢do assexuada no
meio ambiente (JOHNSTON; FERNANDO, 1995). De acordo com estes autores, geracdes de
esquizontes do parasito multiplicam-se no intestino delgado, sendo possivel a formagao de até
quatro geragdes consecutivas destes esquizontes antes do inicio da eliminacao de oocistos, o
que pode retardar a fase de eliminagdo para o meio exterior € contribuir para um decréscimo
temporario de eliminag¢do enquanto essas fases se realizam intracelularmente.

Os principais achados da terceira semana de infec¢do foram os picos secunddrios e a
expressiva reducao nas médias de oocistos recuperados nas fezes das aves em todos os grupos
testados. Foi observado pico de repicagem (ou secundario) mais expressivo no 15° DAI
referente a possivel reinfeccdo natural dos frangos por oocistos presentes na cama (Figura
3C). Houve expressiva reducdao na eliminagdo de oocistos de 16 a 19 dias com diferenca
significativa (p<0,05) em relagdo a média de oocistos da primeira e da segunda semana, em
todos os tratamentos estudados. Nesta semana da 2* etapa, foram observadas variagdes
extremas na curva de elimina¢do dos diferentes tratamentos. Os frangos tratados com
Diclazuril (G5) aos 17 dias de idade, apresentaram uma curva de eliminacdo particular. Os
valores de eliminagdo de oocistos foram semelhantes aos do controle positivo (G1) até a idade
anterior ao tratamento e, apOs o anticoccidiano, houve reducdo significativa (p<0,05) na

média de oocistos eliminados. A alteracdo na curva de eliminacdo das aves tratadas com
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Diclazuril foi resultante da agdo terapéutica do anticoccidiano. Este resultado condiz com
Maes et al. (1988), que citaram que Diclazuril € capaz de interromper o ciclo e a eliminagao
de oocistos de Eimeria sp.

Os grupos de fermentacao, associada ou nao a desinfeccdo por amdnia quaternaria (G2
e G4) apresentaram os menores valores de oocistos na fase inicial da infeccdo dentre os
tratamentos, mas, a partir da aplicagdo do Diclazuril o nimero médio de oocistos do G5 foi
semelhante aos valores encontrados nestes grupos. O controle por fermentacdo da cama
reutilizada permitiu menor exposicao dos frangos aos oocistos no inicio de sua vida no
avidrio. Pode-se inferir que o Diclazuril apresentou eficiente acdo terapéutica, mas a
fermentacdo atuou preventivamente, reduzindo a carga ambiental de oocistos na cama
reutilizada e, consequentemente, a exposi¢ao dos frangos.

A partir de 19 dias de idade, houve reducao significativa (p<0,05) na eliminagdo de
oocistos em todos os grupos (Figura 3D). O fendmeno de reducdo da eliminacdo de oocistos a
niveis subclinicos, inclusive no grupo controle (G1) pode ser considerado caracteristico da
cinética do parasito estudado (LILLEHOJ et al., 2005). A partir de 30 dias (Figura 3E) pode-
se dizer que os oocistos eliminados nas fezes foram encontrados em valores subclinicos. Se
avaliada isoladamente, esta expressiva reducdo leva ao entendimento de que a coccidiose em
frangos de corte, severa ou subclinica, obrigatoriamente tende a auto-imunidade, e que, por
isso, ndo deve ser considerada infec¢do preocupante. No entanto, esta avaliagdo exclui as
observagoes clinicas e zootécnicas do comportamento deletério desta doenga na fase inicial da
vida das aves. As altas perdas econdmicas na avicultura atual, por coccidiose, podem estar
relacionadas a pouca importancia dispendida a fase inicial. Se a gravidade e precocidade da
infeccdo ndo forem levadas em conta, pode ocorrer destrui¢do epitelial intestinal severa,
quando niveis infectantes elevados de oocistos de E. acervulina atingirem o intestino delgado.
Consequentemente, ocorrem perdas de produtividade por reducdo do ganho de peso e piora da
conversao alimentar dos frangos de corte.

A cinética da infec¢do coccidiana observada neste estudo, nas duas etapas
experimentais, apresentou-se como descrita na literatura por Kawazoe et al. (2005) e Ito et al.
(2007). Apesar da efetiva variagdo no nimero médio de oocistos eliminados por tratamento
nos grupos da 2% etapa, o ciclo bioldgico de eliminag¢do de oocistos ndo foi modificado pelos
tratamentos, sendo regulares o periodo pré-patente, a presenga de picos € o decréscimo da
eliminagdo, como anteriormente descrito por Cardozo e Yamamura (2004), Kawazoe et al.
(2005) e Michael (2005). Frente a forma de infecgdo dos frangos, por inoculacdo experimental

ou por contato com a cama reutilizada, foi observada maior dispersdo nos valores de oocistos
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recuperados na 2? etapa, possivelmente devido aos frangos terem se infectado em diversos
intervalos temporais, e com dosagens diferenciadas através da ingestdo de oocistos na cama e
ndo por inoculacdo. Tratando-se de infeccdo natural, a producdo de oocistos nao foi
sincronizada como na 1? etapa, na qual as aves foram inoculadas a mesma idade e com
dosagem conhecida. A infec¢do natural favoreceu a formagdo de picos de infec¢do
secundarios, com valores menos expressivos por atua¢do da imunidade e devido a resposta
individual das aves dentro de cada grupo.

Em ambas as etapas, observou-se presenca de oocistos na cama durante todo periodo

estudado, ou seja, até 35 dias de idade das aves em todos os grupos experimentais.

4.2. Numeros médios de eliminacio de oocistos

Na Figura 4, observa-se que, os grupos nos quais métodos de controle da cama
reutilizada foram aplicados apresentaram-se com diferengas significativas (p<0,05) nos
valores médios de oocistos recuperados das fezes. A fermentagdo, associada ou ndo a
desinfeccdo por amonia quaternaria, (G4 e G2, respectivamente) foi o método de maior
contribuicdo para a reducao de oocistos na cama. Assim, os frangos que apresentaram
menores eliminagdes de oocistos pelas fezes foram aqueles expostos as menores cargas

infectantes na cama, reduzidas pela acdo de controle do tratamento em questao.
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Figura 4. Médias (desvio padrdo) das contagens totais de oocistos recuperados da cama de frangos de corte
infectados naturalmente com E. acervulina, apds tratamentos de controle da coccidiose, na cama reutilizada
(p<0,05). (G1: Controle positivo, G2: Fermentagdo, G3: Amodnia quaternaria, G4: Fermentacdo e amonia

quaternaria, G5: Diclazuril via oral)
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A reducdo da exposi¢do dos frangos aos oocistos, atingindo-se niveis subclinicos,
possivelmente proporcionou desenvolvimento da imunidade contra coccidiose. Comparando
os valores médios de oocistos dos grupos em que foi testado o método de desinfecgdo por
amonia quaternaria (G3, somente desinfeccdo por amoOnia quaternaria e G4 fermentagdo
associada a desinfeccdo por amodnia quaterndria), observou-se que o nimero médio de
oocistos quando a cama passou apenas por desinfec¢do (G3) foi significativamente maior
(p,0,05) em relagdo a quando a desinfec¢do por amoénia quaternaria foi associada a
fermentagdo (G4). Assim, a desinfec¢do da cama reutilizada por amodnia quaternaria
apresentou efeito limitado, ndo sendo eficiente sem sua associagdo com a fermentacao.
Permite-se considerar que a desinfeccdo por amdnia quaternaria ndo foi fator preponderante
no controle da coccidiose, ja que nao contribuiu para efetivar a reducdo do numero de
oocistos na cama reutilizada. Apesar de alguns compostos a base de amodnia, como o
composto anidro de amoénia (H3;N) (EUROPEAN COMMISSION ENVIRONMENT
BIOTECHNOLOGY AND PESTICIDES, 2000) e o hidroxido de amoénia (NH4;OH)
(HILBRICH, 1975) terem comprovada agdo sobre oocistos, a atividade da amonia
quaternaria pode ter sido limitada pelo baixo tempo de exposicdo ao desinfetante e
influenciada pelo tamanho e carga i6nica da molécula em questdo (DAUGSCHIES et al.,
2002), impossibilitando a passagem desta pela parede do oocisto. Além disso, a eficiéncia de
desinfeccdo ¢ representada in vitro pela proporcao entre oocistos esporulados em relagdo aos
nao esporulados ou lisados (DAUGSCHIES et al.,, 2002). Em estudos realizados em
ambientes ndo higienizados previamente, comprovou-se que a matéria organica existente no
ambiente, como cama de frango, fezes e penas interage com o principio ativo usado,
causando a alteracdo do poder da desinfeccdo (AYENI et al, 1972; WILLIAMS, 1997). A
amonia quaternaria foi testada, neste estudo, tendo como proposito a vantagem de sua baixa
toxicidade em relagdo aos demais compostos de amonia e a comprovada agdo da amdnia
sobre oocistos de Eimeria sp. in vitro. No entanto, observou-se que no ambiente avicola,
onde se reutiliza a cama de frango, a presenca da matéria organica pode inviabilizar a
desinfecc¢ao.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre o nimero médio de
oocistos recuperados dos grupos: grupo G1 (controle), grupo G3 (cama desinfetada com
amonia quaternaria) e grupo G5 (aves tratadas com Diclazuril), sendo observados valores
médios de 2,54x106 00Cistos, 2,26){106 e 1,93X106, respectivamente.

Apesar do Diclazuril, via oral, comprovadamente reduzir a eliminagdo de oocistos

(MAES et al., 1988) ndo houve diferen¢a significativa (p>0,05) entre a média de oocistos
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recuperados das fezes do grupo controle (G1) e deste tratamento (G5). Este fato pode ser
explicado pelo tratamento somente aos 18 dias de idade das aves, quando a multiplicacdo dos
parasitos ja havia ocorrido no intestino, com liberacdo de grande quantidade de oocistos. Os
grupos G2 e G4 apresentaram diferencas significativas (p<0,05) nos valores médios de
oocistos recuperados por grama de fezes (OOPG) em relacdo ao G1, G3 e GS5. Isso pode
refletir o nivel diferenciado de recontaminacdo da cama de frangos reutilizada e que o
tratamento terapéutico ndo ¢ efetivo na redugdo da eliminagdo tanto quanto a fermentagao.

As médias dos valores das contagens totais e desvio padrdo, picos de eliminagdo
primario e secunddrio (o mais expressivo, aos 15° DAI) de oocistos recuperados da cama de
frangos de corte infectados com E. acervulina da 1* e 2% etapas experimentais estao
representadas na Tabela 1. Como pode ser observado, a média de eliminagdo de oocistos

recuperados nas fezes dos frangos inoculados na primeira etapa foi de 3,67x10°.

Tabela 1. Médias de oocistos recuperados das fezes com desvio padrao (DP) e picos de eliminagdo, observados
na primeira etapa experimental (inoculagdo) e na segunda (infec¢do natural por contato com cama reutilizada),
em frangos de corte, infectados com oocistos de E. acervulina. (DAI: dias apos a infec¢ao).

Picos de eliminacao

Médias de oocistos

Tratamentos
eliminados (DP) Pico inicial (7° DAI) Pico de repicagem

(15° DAI)
Inoculagio 3,67x10°(8,96x10°) ¢ 8,43x10° 4,03x10°
G1 Controle positivo 2,54x10°(4,40x10°) b 7,95x10° 3,52x10°
G2 Fermentagéo 0,67x10°(2,38x10°) a 4,23x10° 1,96x10°
G3 Aménia quaternaria 2,26x10°(4,35x10°) b 6,21x10° 2,89x10°
G4 Fermentagdo/Amonia 0,76x10°(2,21x10%) a 4,49x10° 2,12x10°
G5 Diclazuril via oral 1,93x10°(6,70x10%) b 6,68x10° 3,17x10°

(abc) Valores do mesmo pardmetro seguidos de letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam
valores estatisticamente diferentes pelo Teste Tukey (p<0,05).
O niimero médio de oocistos por grama de fezes (OOPG) da 1* etapa experimental
apresentou-se maior e com diferenca significativa (p<0,05) quando comparado a média dos
valores encontrados nos grupos da 2* etapa experimental. Entretanto, o valor do grupo

controle (G1), da 2 etapa, demonstrou que a reutilizacdo da cama de frangos de corte sem
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método de controle da coccidiose leva a uma maior carga de oocistos na cama para a

reinfeccdo das aves, ja que este grupo apresentou a maior média de oocistos nas fezes.

4.3. Desempenho zootécnico

Os frangos da 1* etapa apresentaram menor peso final (1.392+41,9) e maiores valores
de conversao alimentar real e ajustada, 1.917 e 2.119, respectivamente, aos 35 dias de idade.

Na 2* etapa, observou-se que o peso médio e a conversao alimentar real e ajustada
foram influenciados pelos tratamentos de controle da coccidiose. Entre os tratamentos dessa
etapa, os frangos dos grupos de fermentacdo (G2 e G4) apresentaram um ganho de peso maior
e uma conversao alimentar menor, tendo o melhor desempenho zootécnico.

Em relagdo ao peso, os frangos mostraram-se mais pesados nos grupos alojados sobre
cama fermentada (G2), fermentada e desinfetada por amoénia quaterndria (G4) e quando
receberam tratamento com Diclazuril (G5). O pior desempenho em peso dos grupos controle
(G1) e dos frangos alojados sobre a cama apenas desinfetada com amoénia quaternaria (G3)
(1.450+47,3 e 1.535+£57,8 respectivamente) coincidiu com as maiores médias de oocistos
nestes tratamentos. Os valores médios de ganho de peso final aos 35 dias (GP) e da conversao

alimentar real (CR) e ajustada (CAj) sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios dos parametros zootécnicos: peso médio final (35 dias), conversdo alimentar real (CR)
e conversao ajustada (CAj) em frangos de corte infectados com E. acervulina experimentalmente (1* etapa) e,
naturalmente, por oocistos na cama reutilizada, ap6s tratamentos de controle da coccidiose (2* etapa), calculados
ao final do periodo experimental. (GP: ganho de peso)

Peso 35 dias Conversio Real Conversio
Tratamentos
(GP) (CR) Ajustada (CAj)
Inoculagdo experimental 1.392+41,9 a 1.917 ¢ 2.119¢
G1 Controle positivo 1.450+47,3 b 1.897 b 2.080 b
G2 Fermentacdo 1.587+63,4 d 1.765 a 1.903 a
G3 Amoénia quaternaria 1.535£57,8 ¢ 1.841b 1.996 b
G4 Fermentagao e Amonia quaternaria 1.599+51,0d 1.692 a 1.826 a
G5 Diclazuril via oral 1.613+£81,0d 1.834b 1.963 b

(abcd) Valores do mesmo paradmetro seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam valores
estatisticamente diferentes pelo Teste Tukey (p<0,05). Unidade de medida: gramas (g).
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Em relacdo a conversdo alimentar, os frangos alojados sobre cama fermentada (G2 e
G4) apresentaram menor conversdo alimentar, com diferenca significativa em relacdo aos
grupos G1, G3 e G5 (Tabela 2).

No caso da coccidiose, a piora da conversdo alimentar justifica-se pela passagem da
racdo no duodeno sem ser totalmente digerida e absorvida porque as células epiteliais estdo
danificadas pela infec¢do. O tratamento com Diclazuril contribuiu para a melhoria no peso
desse grupo, porém, a conversdo alimentar ndo apresentou melhoria. Esse resultado corrobora
com o de McCarter (1999), cujas aves tratadas com anticoccidiano apresentaram maior valor
de conversdo alimentar apesar de melhoria no ganho de peso. Os valores de peso final e
conversao alimentar dos frangos da 1? etapa apresentaram diferenga significativa (p<0,05) em
relagdo aos dos grupos da 2* etapa. Hammond e Long (1973) e Ruff (1999) comentaram que
aves infectadas com coccidiose apresentam retardo no crescimento € consequente redugao no
ganho de peso, proporcional a gravidade da infec¢do. Os achados desses autores corroboram
com os piores indices de desempenho zootécnico (peso e conversdo alimentar) encontrados
nas aves alojadas sem tratamento de controle da coccidiose, na 1* etapa e na 2% etapa
experimental (G1). Nestes, a cama foi reutilizada sem tratamento de controle, e por isso, as
aves foram expostas a maior gravidade de infeccdo, devido ao nivel infectante de oocistos na
cama, que permaneceu elevado.

Os diferentes tratamentos influenciaram no ganho de peso semanal. Houve diferenca
significativa (p<0,05) quando comparados os dois primeiros pesos semanais (sete ¢ 14 dias)
dos tratamentos preventivos da cama (G2 e G4) com os grupos controle, cama desinfetada
apenas com amoénia quaterndria e tratado com Diclazuril (G5). A partir de 21 dias o peso
semanal do grupo tratado com Diclazuril apresentou melhora significativa (p<0,05). A
utilizacdo do Diclazuril melhorou o peso final das aves porque levou ao ganho de peso
compensatorio apés o tratamento. Vanparijs et al. (1990), relataram que o tratamento com
Diclazuril pode suprimir ou reduzir lesdes intestinais permitindo ganhos de peso normais por
melhoria na absor¢do intestinal de nutrientes. Nao houve diferenca significativa (p>0,05)
entre o peso médio final aos 35 dias nos tratamentos G2, G4 ¢ G5 (G2=1.587+63.4;
G4=1.599+51,0; G5=1.613+81,0; p>0,05). Houve diferenca significativa no peso final das
aves entre G3 e G1 (p<0,05), e estes grupos apresentaram, respectivamente, 0s menores pesos
finais desta etapa.

A Tabela 3 apresenta os valores médios dos pesos semanais, que foram realizados aos

sete, 14, 21, 28 e 35 dias de vida dos frangos.
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Tabela 3. Valores médios dos pesos semanais (7, 14, 21, 28 e 35 dias) em frangos de corte infectados com E.
acervulina experimentalmente (1* etapa) e, naturalmente, por oocistos na cama reutilizada, apos tratamentos de
controle da coccidiose (2% etapa).

Peso médio semanal por grupo de tratamento

Datas das pesagens (dias) 7 14 21 28 35
Inoculagdo experimental 142+8,7 a 380+12,3 a 647+£27,6 a 1.090+51,4a 13924419 a
G1 Controle positivo 153+£6,5b 387+15,7 a 673+24,3 b 1.180+44,9b 1.450+47,3 b
G2 Fermentagao 176£3,9 ¢ 445+10,4 b 725+18,7 ¢ 1.274+43,7¢c  1.587+63,4d
G3 Amoénia quaternaria 165+9,6 b 393+8,21 a 670+29,1b 1.163+49,7b  1.535+£57,8 ¢
G4 Fermentacdo e AmoOnia 182+7,6 ¢ 452+14,3 b 710+£22,8 ¢ 1.250+41,3 ¢ 1.599+51,0d
G5 Diclazuril via oral 150+9,2 b 384+11,8 a 699+26,5 ¢ 1.290+40,8 ¢ 1.613+£81,0d

(abcd) Valores do mesmo paradmetro seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam valores
estatisticamente diferentes pelo Teste Tukey (p<0,05). Unidade de medida: gramas (g).

4.3.1. Sinais clinicos

Sinais clinicos como diarréia, apatia e queda do consumo de ragdo foram observados
na 1* etapa experimental, com maior intensidade de cinco a oito dias apos a inoculagdo,
correspondendo a idade de 17 a 20 dias dos frangos. O sinal clinico mais evidente foi queda
de peso, também a partir de 17 dias de idade. A diarréia foi a primeira manifestagao clinica
observada, corroborando com os achados de Koynarski et al. (2007) e de Freitasi et al.(2008),
em estudos similares de coccidiose experimental por Eimeria acervulina. Quadros de diarréia
sanguinolenta ndo foram observados porque a E. acervulina infecta as células epiteliais
intestinais sem penetragcao profunda na mucosa intestinal.

Na 2% etapa, os sinais foram mais brandos e precocemente observados, a partir de 14
dias de idade, sendo o mais evidente a diarréia. A queda de peso ndo foi tdo acentuada como
na 1? etapa, principalmente nos grupos de frangos alojados sobre cama fermentada e nos que
foram tratados com Diclazuril.

Na 1% e 2? etapas experimentais, apos a terceira semana de idade (21 dias) todos os
grupos apresentaram melhoria no quadro clinico, com controle da diarréia e gradativa

recuperagao do peso corporal, devido ao fendmeno de ganho de peso compensatoério.
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4.4. Escore de lesdes intestinais macroscopicas

A necropsia, as alteragdes patoldgicas observadas macroscopicamente no intestino dos
frangos foram enterite, hiperemia, congestdo e alta concentracdo de exsudato mucoso no
Iimen, em todos os tratamentos. Estas lesdes descritas sdo indicativas de fase inicial da
infeccdo coccidiana e referem-se a parasitemia por trofozoitos (SMITH, 2000), as lesdes
ocorrem devido a perda de células epiteliais intestinais. Isso pode explicar o efeito negativo
no ganho de peso e na conversdo alimentar. Alteragdes semelhantes as observadas neste
estudo foram descritas por Freitasi et al. (2008) em frangos de corte da linhagem Cobb
também infectados com Eimeria acervulina.

Na 1? etapa experimental, as lesdes intestinais macroscopicas foram visualizadas pela
necropsia seis dias apos a inoculagdo. Alguns frangos pertencentes a esta etapa apresentaram
escore de lesdao igual a quatro (JOHNSON; REID, 1970), indicativo de maior severidade de
infec¢do, com lesdes pontuais e estriadas brancas e completamente coalescentes na mucosa do
intestino, caracteristicas da espécie de Eimeria estudada, e parede intestinal engrossada.

A média de escore de lesdo macroscopica nesta etapa foi de 3,5+0.53, sendo este
resultado similar ao descrito por Conway et al. (2001), que trabalharam com dosagem de 10*
oocistos de E. acervulina.

Na 2% etapa, os grupos G4, G2 e G5 apresentaram os menores escores de lesdes
intestinais macroscdpicas, respectivamente, sendo os valores absolutos individuais e o escore

médio de cada grupo de dez frangos observados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores absolutos individuais e média do grupo com desvio padrdo (DP) dos escores de lesdes
macroscopicas (conforme Johnson e Reid, 1970) em frangos necropsiados aos 21 dias de idade, infectados
experimental e naturalmente por E. acervulina. (n = 10, nimero de aves avaliadas).

Escore de lesao macroscopica (n=10 frangos)

Tratamentos Meédia do escore £DP

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Inoculagdo 3,5+0.53d 4 3 4 4 4 3 3 4 3 3
Gl 3,1+£0.57 ¢ 3 3 3 3 4 3 3 4 2 3

G2 1,3+0.48a 1 1 2 1 1 1 2 1 1 2

G3 2,3+£0.95b 3 3 1 3 3 2 3 3 1 1

G4 1,1+0.32 a 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1

G5 1,6+£0.69 a 1 1 2 1 1 2 2 3 2 1

(abcd) Valores do mesmo pardmetro seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam valores
estatisticamente diferentes pelo Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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A média de escore de lesdo macroscopica do grupo controle (G1) foi igual a 3,1+0.57,
valor significativamente maior (p<0,05) que os dos demais grupos dessa etapa. A desinfec¢ao
por amonia quaternaria isoladamente (G3) apresentou escore médio de lesdes (2,3+0.95) valor
estatisticamente maior aos observados na fermentacao (G2 e G4) e no anticoccidiano (G5), e
menor em relagdo ao grupo controle (G1). Entre os grupos G2 (1,3+0.48), G4 (1,1+0.32) e G5
(1,6+0.69) os escores de lesdes macroscopicas encontrados ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05). A aplica¢do do anticoccidiano quatro dias antes da necropsia foi causa
provéavel da melhora observada na aparéncia macroscopica intestinal, por eliminagdo e/ou
redugdo da presenga do parasito no epitélio, propiciando a este grupo baixo valor de escore de
lesdo intestinal (1,6+0,69). Esse achado corroborou com Cardozo; Yamamura (2004), que em
infeccdo por E. acervulina observaram menor escore de lesdes apos tratamento dos frangos
com Diclazuril por via oral.

O valor médio de escore de lesdo macroscopica da 1* etapa foi estatisticamente maior
(p<0,05) em relagdo aos valores dos grupos da 2% etapa, principalmente em relagdo aos grupos
G2, G4 e G5. Essa diferenca pode ser explicada pela redugdo da carga infectante de oocistos
apods os tratamentos preventivos de fermentagdo da cama no intervalo sanitario e da aplicagao
do anticoccidiano.

O aparecimento de sintomas clinicos e de lesdes macroscopicas no intestino de uma
ave infectada por Eimeria sp. depende, primariamente, da quantidade de oocistos esporulados
ingeridos, da localizacdo do parasito nas vilosidades e da resposta imune do hospedeiro
(GUZMAN et al., 2003). Em aves jovens, que nunca tiveram contato prévio com coccidios, o
aparecimento de lesdes macroscopicas ¢ diretamente proporcional a dose infectante (ELLIS;
BUMSTEAD, 1990). Em relagdo aos achados desses autores, ¢ neste estudo, a eliminacao do
numero de oocistos nas fezes frente aos métodos de controle da coccidiose, apresentou-se
diretamente correlacionada, pelo Coeficiente de Pearson (p<0,01) ao valor do escore de lesdes
macroscopicas (Tabela 5). Este fato também foi citado por Garg et al. (1999), Greif et al.
(2000), Kettunen et al. (2001), Zhao et al. (2001) e Persia et al. (2006). Os resultados
demonstram que os coeficientes de correlacdo entre OOPG e valores dos escores de lesdes
foram indicativos de alta (>0,70) e de média correlagdao (coeficiente entre 0,30 a 0,70) nos
diversos tratamentos testados, tanto na 1? etapa quanto na 2* etapa experimental. Neste estudo,
a correlagdo positiva entre o escore de lesdes macroscopicas intestinais € o nimero médio de

oocistos apresentou os maiores coeficientes (+0,74 e +0,71) na inoculagdo experimental e no
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G1 (controle) da 2% etapa, respectivamente, quando os escores € o nimero de oocistos foram

também maiores.

Tabela 5. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre os resultados médios obtidos para as contagens de

oocistos de Eimeria acervulina e os escores de lesdes macroscopicas dos frangos necropsiados aos 21 dias de
idade.

Correlacio entre OOPG e Escore de lesdes macroscopicas
Média de oocistos Escore de Lesio
Tratamentos Coeficiente de correlacio (r)
O0OPG macroscopica
Inoculagdo experimental 3,67x10° (8,96x103) c 3,540.53 d +0,74
Gl 2,54x10°(4,40x10°) b 3,1+0.57 ¢ +0,71
G2 0,67x10° (2,38x103) a 1,3+0.48 a +0,59
G3 2,26x10°(4,35x10°) b 2,3+0.95 b +0,61
G4 0,76x10° (2,21x103) a 1,1+0.32 a +0,55
G5 1,93x10°(6,70x10°) b 1,640.69 a +0,65

(abcd) Valores do mesmo parametro seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam valores
estatisticamente diferentes pelos Testes de Tukey e de Kruskal-Wallis (p<0,05). Valores de Coeficientes de
correlagdo: Teste de Correlagdo de Pearson (p<0,01).

A imunidade gerada pela infec¢do das espécies de Eimerias nao previne que o
esporozoito invada a célula do hospedeiro, mas sim o seu desenvolvimento dentro da célula.
A Eimeria acervulina possui sua patogenicidade intestinal diretamente relacionada com
quantidade de gametocitos que invadem as células e posteriormente originam oocistos
(ALLEN; FETTERER, 2002). Este fato pode explicar a presenca das lesdes macroscopicas
intestinais, tanto nas aves inoculadas experimentalmente quanto nas infectadas através da
cama reutilizada, e a existéncia da correlacdo positiva entre estes fatores, porém com
variacoes entre a extensao da lesdo epitelial, devido a carga de oocistos infectantes ingeridos.

A Figura 5 demonstra graficamente que os escores de lesdes macroscopicas de E.
acervulina tiveram correlagdo direta e positiva com a quantidade de oocistos encontrados no

intestino e, posteriormente, liberados nas fezes (nimero médio de oocistos).
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Figura 5. Correlagdo entre os valores médios do numero de oocistos ¢ dos escores de lesdes macroscopicas
intestinais, por grupo de tratamento, em frangos de corte experimental (Inoculado) e naturalmente infectados
com E. acervulina, ap6s metodologia de controle (G1l: Controle positivo, G2: Fermentacdo, G3: Amonia
quaternaria, G4: Fermentacdo e amdnia quaternaria, G5: Diclazuril).

Segundo Lillehoj (1998), para que ocorra processo de imunidade contra coccidiose,
faz-se necessario que os protozoarios completem alguns ciclos de vida. Esse efeito ¢ mantido
e ampliado por reinfecgdes sucessivas, tanto de oocistos vacinais, que foram excretados pelas
fezes, bem como por oocistos virulentos presentes no ambiente.

E possivel ocorrer atenuagdo do quadro clinico e das lesdes macroscopicas intestinais
por diminui¢do do nimero de oocistos infectantes aos quais os frangos sdo expostos. A
reinfeccdo por oocistos, na coccidiose, pode atuar como estimulo a imunidade quando a
pressdo de infec¢do do parasito for reduzida pelo tratamento adequado da cama. Os frangos
alojados sobre cama fermentada apresentaram menor escore de lesdes intestinais,
possivelmente porque tiveram a pressao de reinfeccao da coccidiose atenuada pelo tratamento
da cama reutilizada, capaz de diminuir o nimero de oocistos encontrados na mesma. Como

consequéncia, reduz-se o nimero de oocistos aos quais os frangos foram expostos.
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4.5. Lesoes microscopicas e morfometria intestinal

Freitasi et al. (2008), relataram atrofia das vilosidades e denso infiltrado inflamatorio
no epitélio intestinal de aves infectadas com E. acervulina, sendo semelhante aos achados
deste estudo. Na 1? etapa, observaram-se os menores valores em comprimento e largura de
vilosidades analisadas, sendo o comprimento médio de 926,38(+274,58) microns. Macari e
Maiorka (2000) citam que duas fases do ciclo de vida das Eimerias sp. ocorrem no interior
das células epiteliais, levando a destruigao dessas, com reducao de seu comprimento e largura.
Este dado pode explicar o padrao das vilosidades dos frangos desta etapa.

Na 2* etapa experimental, quando a cama de frango ndo foi submetida a métodos
eficientes de controle da coccidiose (G1 e G3), e por isso, as aves foram expostas a uma maior
carga infectante de oocistos, houve maior multiplicacdo do parasito no epitélio intestinal
(maior destrui¢do celular). Assim, o comprimento médio das vilosidades intestinais nestes
tratamentos foram menores, em relacdo aos grupos G2, G4 e G5, e este fato pode ser
explicado pelo desequilibrio causado pela maior taxa de multiplicagdo da E. acervulina (ja
que foi maior o nimero de oocistos ingeridos), levando a destrui¢do e atrofia das vilosidades.

A utilizagdo do Diclazuril (G5) foi capaz de afetar as vilosidades intestinais, sendo que
ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre este tratamento e os grupos de cama
fermentada ou fermentada e desinfetada com amoénia quaternaria (G2 e G4). Este resultado
deve-se a acdo anticoccidiana do Diclazuril na recuperacdo da integridade intestinal, com
consequente melhoria da capacidade de absor¢do intestinal. A avaliagdo morfométrica das
vilosidades intestinais mostra que as aves alojadas sobre cama fermentada apresentaram maior
profundidade de criptas, comprimento e larguras médias de vilosidades comparadas as que
foram alojadas sobre cama sem método de fermentagdo. Pode-se inferir que, o tratamento por
fermentagdo da cama de frango, associada ou ndo a desinfec¢do por amonia quaternaria,
mostrou interagdo positiva com a saude intestinal, por permitir menor atrofia das vilosidades
intestinais e permanéncia de maior area de absorc¢do. O fato de a fermentagdo da cama reduzir
significativamente a carga infectante de oocistos pode ser a causa da maior integridade do
epitélio duodenal, o que, consequentemente, resulta em maior comprimento das vilosidades.

Na Tabela 6, observam-se os valores médios obtidos na avaliagdo morfométrica das

vilosidades intestinais, com diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos.
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Tabela 6. Valores médios (desvio padrao) da morfometria intestinal (em microns) de frangos de corte infectados
experimental (1* etapa) e naturalmente (2* etapa) com E. acervulina e necropsiados aos 21 dias de idade (n=10,
numero de aves avaliadas).

Avaliagdes morfométricas das vilosidades intestinais *DP

Comprimento Largura média Largura média Largura média Distancia
Tratamentos
médio basal central apical entre vilos

Inoculagdo experimental  926,38(274,58)a  197,52(79,25)a  158,23(49,12)a  108,13(51,42)a _ 39,80(2,03) d

G1 1129,26(167,43)b  215,39(64,53)b  179,35(58,02)b  117,05(51,30)a  29,95(2,34) ¢
G2 1805,29(137,09) ¢ 312,28(82,15)d  299,05(58,11)c  219,13(64,05)c  20,81(3,14) a
G3 1170,12(222,24)b  249,86(59,86)c  201,61(54,83)b  137,45(64,59)b  27,10(2,96) b
G4 2056,11(158,75) ¢ 344,21(47,26)d  305,04(41,32)c  204,31(48,22)c  20,34(2,79)a
G5 1946,36(267,23)c  327,18(70,15)d  278,26(57,74)c  167,39(59,23)b  26,93(3,67) b

abcd. Valores do mesmo parametro seguidos de letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam valores
estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Segundo Maiorka et al. (2002), as alteragdes dos enterdcitos nas vilosidades tém
impacto imediato na digestao e absor¢ao dos nutrientes. O nimero e tamanho das vilosidades
dependem do nimero de células que a compdem. Assim, quanto maior o nimero de células,
maior o tamanho da vilosidade, e por consequéncia, maior a area de absor¢cao de nutrientes.
Dessa forma, a absor¢do somente se efetivara quando houver quantidade ideal e integridade
funcional das células das vilosidades (FURLAN, et al. 2004).

As aves inoculadas (1* etapa) apresentaram atrofia das vilosidades intestinais quando
comparadas as da 2% etapa.

Na Figura 6, estd demonstrada a tela do programa HL Image 97, utilizado neste estudo
para a analise da morfometria das vilosidades e criptas intestinais. Esta figura exemplifica a
analise morfométrica da altura de uma vilosidade, em corte histologico referente ao Grupo 2,
da 2° etapa experimental. Como demonstrado, o programa calcula, no caso, em microns, o
valor do comprimento de qualquer linha tracada (em verde) sobre a imagem histologica. Na
tabela do programa (interior da Figura 6) esta circulado em vermelho o valor referente a linha
verde (142,00 microns). A seta preta apenas indica a representacao em letras maiores, externa
a tabela, do valor encontrado. Nota-se na imagem, que as vilosidades encontram-se proximas

entre si, achado indicativo de integridade da superficie de absor¢ao intestinal.
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Figura 6. Fotomicrografia de corte longitudinal da regido duodenal de frangos infectados com E. acervulina

(corada com HE em medigao de vilosidade intestinal pelo programa HL Image 97, aumento 40x).

A renovacao epitelial intestinal é resultante das divisdes mitoticas sofridas por células
totipotentes localizadas nas criptas e ao longo das vilosidades. Sabe-se que o equilibrio entre
os processos de renovagdao e perda celular (extrusdo) ocorre normalmente no apice das
vilosidades e determina furnover celular (mitose-migragdo-extrusao) constante. Ou seja, a
manuten¢do do comprimento das vilosidades esta relacionada & manutengdo da capacidade
digestiva e de absorc¢ao intestinal (UNI et al., 1998; UNI, 2000). De acordo com Pluske et al.
(1997), o maior valor de profundidade de cripta (ou de comprimento de vilosidade) indica
maior atividade proliferativa celular, com adequada taxa de renovagdo epitelial intestinal,
compensando perdas celulares nas extremidades das vilosidades. Quando o intestino responde
a algum agente (microrganismos, por exemplo) ocorre um desequilibrio no turnover com uma
consequente reducao na altura.

Na Figura 7, estdo representadas imagens histolégicas de cada grupo estudado, para
exemplificagdo de alguns dos achados encontrados nas avaliagdes histomorfométricas.
Observam-se menores distancias entre as vilosidades, maior largura e uniformidade da area,
fatores responsaveis pela adequada absor¢do intestinal, principalmente nos grupos G2 ¢ G4

(Figuras 7C e 7E, respectivamente), nos quais a cama passou por tratamento de fermentagdo e
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fermentagdo associada a desinfeccdo por amonia. Neste estudo, o parasito pode ter levado a
um aumento na taxa de extrusdo, havendo diminui¢do na taxa de proliferacdo celular das
vilosidades. Dessa forma, na 1* etapa (Figura 7A) e no grupo controle (G1) da 2* etapa
(Figura 7B), o intestino pode ter respondido com aumento da distancia entre as vilosidades e
desuniformidade da area de absor¢do intestinal, consequentemente, isso pode ter levado a

reducdo da capacidade de digestdo e absor¢do, devido a agdo da Eimeria acervulina.

Figura 7B

Figura 7. Observacdes histopatologicas dos padrdes de vilosidades intestinais (aumento de 40x) em frangos de
corte infectados com Eimeria acervulina. Figuras 7A: 17 etapa: Inoculagdo; 2* etapa: 7B: Grupo controle (G1);
7C: Fermentacdo (G2); 7D: Amonia quaternaria (G3); 7E: Fermentacdo + Amonia (G4); 7F: Diclazuril (GS5).
Escala: barra de 250 micrémetros (um).
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Na Figura 7D, observa-se o padrdo de vilosidades das aves alojadas sobre cama
desinfetada com amonia quaternaria, e, na Figura 7F, dos frangos tratados com Diclazuril, que
possivelmente tiveram o padrao intestinal influenciado pela acdo do anticoccidiano.

Os valores absolutos referentes as areas de absorcdo intestinal, conforme modelo
matematico proposto por Kisielinski et al. (2002), sdo apresentados na Tabela 7. Observa-se
que o menor valor de area de absorcdo intestinal encontrado refere-se aos frangos que
sofreram inoculagdo experimental (p<0,05). Na 2% etapa experimental, apresentaram maiores
valores de area de absor¢do intestinal os grupos G4 e G5, sendo estes o grupo de cama
fermentada e desinfetada com amoénia e o de tratamento com Diclazuril, seguidos do grupo de
cama fermentada (G2), que apresentou valor maior do que os grupos onde ndo foram
realizados controles efetivos de coccidiose (G1 e G3) (p<0,05).

Wang et al. (2007), em avaliagdo intestinal de camundongos com este modelo
matematico de Kisielinski et al. (2002), observaram que a proliferagdo ou reducio das células
das vilosidades ocorre em resposta adaptativa a algum estimulo ou patdégeno, acompanhada
por acréscimo da apoptose celular. Este achado demonstra que a area de absorcao intestinal €
diretamente afetada quando ocorrem alteragdes ou presenca de patdogenos intestinais. Dekaney
et al. (2007) avaliaram a superficie de absor¢cdo da mucosa intestinal de camundongos pelo
calculo descrito por Kisielinski et al. (2002) e observaram alteracdes na profundidade das
criptas intestinais apoOs lesdo provocada cirurgicamente. Estes autores concluiram que a
superficie de absor¢ao intestinal reage frente a acdo de agravos externos e de patogenos, o que

corrobora com este estudo.

Tabela 7. Valores da area de absor¢do da mucosa intestinal de frangos de corte infectados com E. acervulina,
calculados por pardmetros de morfometria intestinal (larguras de cripta e vilosidade e comprimento de
vilosidade) conforme calculo de Kisielinski et al. (2002).

Area de absorgao da mucosa duodenal (Calculo de Kisielinski)

Inoculagao experimental G1 G2 G3 G4 G5

15,31 a 18,76 b 21,23¢ 18,26 b 23,82d 23,43 d

abcd. Valores do mesmo pardmetro seguidos de letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam valores
estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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O sistema digestivo sofre influéncia de fatores para o desempenho da funcdo de
absorcdo de nutrientes e a manutengdo das condigdes de homeostase. O tempo de transito dos
alimentos pelo canal alimentar, a extensao da superficie absortiva ¢ a integridade desta
superficie sdo objetos de estudo em modelos animais € humanos (MORRIS et al., 2004).

Morris et al. (2004) conduziram experimentos avaliando a resposta em ganho de peso,
escore de lesdo e morfologia intestinal de aves desafiadas com cepas de Eimeria acervulina e
concluiram que a interferéncia da coccidiose no desempenho e nos parametros intestinais de
frangos de corte depende da cepa e da carga infectante das Eimerias. Este resultado
corroborou com os achados deste estudo.

A avalia¢do de correlacdo pelo coeficiente de Pearson (p<0,01), entre desempenho
zootécnico ¢ morfometria intestinal foi realizada neste estudo. O desempenho zootécnico foi
representado matematicamente, nesta analise estatistica, pelos valores da conversao alimentar
ajustada, tendo em vista que, esta ¢ calculada por uma razdo matematica que inclui o peso
médio final e a conversdo real (vide item 3.8.1C). O coeficiente de Pearson (p<0,01) referente
aos valores da 1 etapa indicou correlacdo positiva e média (+0,62) entre o desempenho
zootécnico e o tamanho das vilosidades intestinais. Isso indica que, o pior desempenho
zootécnico dessas aves estd diretamente correlacionado a maior distancia entre vilosidades
intestinais observada nesse grupo, possivelmente, devido a maior extensdo de lesdo, devido a
maior quantidade de oocistos de Eimeria acervulina a que estes frangos foram expostos.

Na 2? etapa experimental, o coeficiente de correlacdo obtido no grupo G1 (controle)
foi de +0,58. Os frangos que apresentaram maior area de absorcdo intestinal, ou seja, menor
distancia entre as vilosidades foram os dos grupos G2 e G4, e estes também obtiveram os
melhores valores de peso médio e de conversdo alimentar ajustada, com coeficientes de
correlagdo positivos de +0,63 e +0,68, respectivamente. Os valores dos coeficientes de
correlagdo dos grupos G3 e G5 foram de +0,59 e +0,55, respectivamente. Todos os
coeficientes de correlagdo encontrados nesta andlise apresentaram-se com valores positivos e
entre +0,30 e +0,70, indicativos da existéncia de correlacdo diretamente proporcional e média
(valores entre +0,30 e +0,70), entre desempenho zootécnico e a preservacdo da area de
absorcao intestinal.

Na Tabela 8, os dados demonstram os coeficientes de correlacdo de Pearson (p<0,01)

calculados entre desempenho zootécnico e morfometria intestinal.
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Tabela 8. Correlagdo entre desempenho zootécnico (ganho de peso e conversdo alimentar) e padrdes
morfométricos intestinais nas aves infectadas experimental e naturalmente com Eimeria acervulina.

Correlacao entre Desempenho zootécnico e Padroes microscopicos
Conversio Coeficiente de
Tratamentos Peso médio Distiancia entre vilos

Alimentar ajustada correlacio (r)

Inoculagdo 1.392+419 a 2.119¢ 39,80(2,03) d +0,62

Gl 1.450+47,3 b 2.080b 29,95(2,34) ¢ +0,58

G2 1.587+63,4 d 1.903 a 20,81(3,14) a +0,63

G3 1.535+57,8 ¢ 1.996 b 27,10(2,96) b +0,59

G4 1.599+51,0d 1.826 a 20,34(2,79) a +0,68

G5 1.613+£81,0d 1.963 b 26,93(3,67) b +0,55

abcd. Valores do mesmo pardmetro seguidos de letras minusculas diferentes na mesma linha indicam valores
estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey (p<0,05). Coeficientes de correlacdo: Teste de Correlagdo de
Pearson (p<0,01).

A manutencdo da sanidade das aves, em relagdo as doencas ou agentes que atuam
sobre o trato gastrointestinal, ¢ de grande importancia para a producao de frangos, pois essa ¢
a principal via de entrada dos nutrientes para o desenvolvimento da ave (WALLACH, 2000).
Os processos de absor¢do sdo totalmente dependentes dos mecanismos que ocorrem na
mucosa intestinal. Considerando, entdo, que a ragdo representa de 70 a 80% dos custos de
producdo, a integridade dos mecanismos digestivos e absortivos dos nutrientes no trato
digestorio, ou seja, a integridade das células epiteliais da mucosa gastrintestinal ¢ de vital
relevancia para o bom desempenho das aves (HOERR, 1998). Como a manutencdo do
funcionamento do epitélio intestinal tem um elevado custo energético para os animais
(McBRIDE; KELLY, 1990), a reducao de reinfeccao por coccidiose, pelo tratamento da cama
de frango, leva a menor invasdo de oocistos em tal epitélio. A manutencdo de boa condi¢ao
desse tecido pode explicar a melhoria na conversdo alimentar e do ganho de peso dos frangos
sob menor desafio coccidiano, que foram alojados apds a cama reutilizada ser fermentada.

Nao existe medida de biosseguranga, higiene e desinfeccdo que possa evitar ou
eliminar o risco de perpetuacdo ou introdu¢do de coccidios em uma granja convencional. Mas
essa infeccdo pode ser controlada, ou prevenida, por métodos de controle que permitam a
implantacdo de resposta imune por reducdo de carga infectante de oocistos exposta aos
frangos de corte. A utilizagdo de metodologia especifica, no caso, a fermentacao da cama ¢

capaz de preservar a resisténcia natural do hospedeiro, proporcionar sustentabilidade
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ambiental e reduzir a utilizagdo de anticoccidianos e drogas quimicas, além de ser método de

baixo custo e alta eficiéncia contra a coccidiose.
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5. CONCLUSOES

- A fermentacdo obteve o maior potencial para metodologia de controle da coccidiose, por
redugdo da carga de oocistos na reinfecgao. O método de fermentagao da cama reutilizada,
associado ou ndo a desinfec¢do por amonia quaternaria, apresentou maior eficiéncia dentre os
diferentes métodos de controle da coccidiose testados, em relagdo ao desempenho zootécnico.
Este pode ser o método de escolha para controle da coccidiose em frangos de corte, sobre

cama reutilizada.

- O método de desinfeccdo da cama reutilizada por amoOnia quaterndria ndo apresenta
efetividade no controle da reinfeccdo de frangos de corte por oocistos de Eimeria acervulina.
Novos testes que envolvam desinfec¢do quimica em ambientes criatorios de aves devem ser

realizados com a amoénia quaternaria.

- O tratamento quimico, via oral, com anticoccidiano Diclazuril ¢ eficiente em reduzir a
eliminacdo de oocistos a partir de sua utilizagdo. Este pode ser método de escolha para a

abordagem terapéutica da coccidiose.

- O Diclazuril permite recuperagdo do ganho de peso das aves, por ganho compensatério apos
o tratamento, apresentando comprovada acdo terapéutica, porém hd piora da conversiao

alimentar, e ndo contribui para redu¢do da reinfeccdo e da contaminagdo ambiental.
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Anexo 1. Protocolo de aprovagio do projeto de pesquisa emitido pelo Comité de Etica na Utilizagdo

de Animais (CEUA), da Universidade Federal de Uberlandia.

]

Universidade Federal de Uberlandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacéao
Comité de Etica na Utilizagao de Animais (CEUA)
Avenida Jodo Naves de Avila, n°. 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica -
Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4531/4173; e-mail:ceua@propp.ufu.br;
www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 015/09 DO COMITE DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS
PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 050/08

Projeto Pesquisa: “Eficiéncia de diferentes métodos de controle sobre oocistos de
Eimeria acervulina na cama reutilizada de frangos de corte”.
Pesquisador Responsavel: Marcia Cristina Cury

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacédo e da metodologia apresentadas.

SITUAGAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE ANALISE E
APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia, 06 de janeiro de 2009.

Prof. Dr. Alcino Eduardo Bonella

Coordenadora do CEUA/UFU



68

Anexo 2. Grafico de controle da temperatura do aviario pela idade dos frangos (em dias),

na zona de conforto térmico das aves (em graus Celsius).
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Legenda: linha verde: temperatura ideal (°C), vermelha: maxima e azul: minima.
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Anexo 3. Material de inoculacao dos frangos de corte (cedido pelo Laboratoério BIOVET).

Referéncia: Amostra de oocistos de Eimeria acervulina
Procedéncia: EMBRAPA
Preparado por: Doutora Lucimara Mendes, Laboratério BIOVET

Autorizado por: Doutor Juan Solis

Um frasco contendo 100 mL de solu¢ao com Diluente de Marek (meio de cultura estéril muito
utilizado para dilui¢do das vacinas utilizadas em avicultura), sem antibidticos, com oocistos
de Eimeria acervulina cepa Ea3LP8a, suficiente para inocular 200 aves com 0,5 mL/ave com

3.000 oocistos por ave.

Formula¢ao do Diluente de Marek

ACIAO OTtO-FOSTOTICO. ..o 83 ml
NLZLAINING .ottt ettt ettt e sat e e bt e s ateebeessbe e st e sabeenseessseenseassseenseennseenns 462 ¢
KOH SN ettt ettt et h bt et s bttt et sat e bt et saeenees 600 ml
Vermelho fEnO] ........oooiiiiiiiii e 750 ml
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Anexo 4. Protocolo de Técnica Parasitologica. Centrifugo-Flutuacdo em soluc¢do de sacarose

(SHEATER, 1923).

A técnica de Sheater (1923), ¢ recomendada para a pesquisa de oocistos em material

fecal fresco ou preservado em solucdo de formaldeido.

REAGENTES
1. Sacarose (C2H2,01)
2. Fenol, cristais (C¢HgO)

PREPARACAO

1. Solucdo de sacarose de Sheather, densidade 1,2 g/ml

Sacarose 500 gramas
Fenol (fundido a 44°C) 6,5 gramas
Agua destilada-deionizada 320 ml

Ferver a solu¢do de sacarose até clarificar e adicionar, com cuidado, o fenol. Deixar esfriar a

temperatura ambiente antes de esfriar.

TECNICA

1. Colocar 1 ou 2 gramas de fezes formadas, coletadas de varias partes do bolo fecal, em
frasco contendo 10 ml de 4gua corrente.

2. Filtrar a suspensdo através de gaze dobrada quatro vezes e receber o filtrado em um
tubo conico de centrifuga de 15 ml.

3. Adicionar a solucdo de sacarose de Sheather até % do tubo (aproximadamente 10 ml).

4. Agitar vigorosamente 1 a 2 ml da suspensdo fecal com 10 ml da solugdo de sacarose.
Completar o volume do tubocom a solugdo de sacarose.

5. Colocar uma laminula (22X22 mm) na borda do tubo, mantendo-a em contato com a
solugdo de sacarose.

6. Centrifugar (500 x g por 10 min.). Remover a laminula, invertendo a sua posicao,
colocando a face com a gota sobre a lamina.

7. Examinar em microscopio de contraste de fase.
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Anexo 5. Escores de lesdes macroscopicas intestinais, por Eimeria acervulina, segundo

JOHNSON e REID (1970), utilizados neste estudo:

ESCORE LESOES
0 Auséncia de lesdes.
1 Pontos ou estrias brancas, vistas da serosa ou mucosa, esparsas (até cinco

~ 2 ’
lesdes por cm”) e confinadas ao duodeno. Leve perda de peso no periodo de

sete dias apos a infeccao.

2 Pontos ou estrias brancas mais numerosas, mas nao coalescentes, se
estendem até ao meio entre duodeno e diverticulo; contetdo intestinal

normal.

3 Pontos ou estrias brancas ja coalescendo com redug¢do de tamanho, se
estendem até o diverticulo; parede intestinal espessada e contetido intestinal

aquoso.

4 Pontos ou estrias brancas completamente coalescentes, dando a mucosa do
intestino uma coloragdo acinzentada; lesdes tipicas s6 no intestino médio;

parede intestinal engrossada e contetido cremoso.
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