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RESUMO

Com o objetivo de verificar a presenga da Eimeria ninakohlyakimovae, foram
examinadas fezes de caprinos leiteiros de ambos os sexos pertencentes a um criatorio
localizado no Municipio de Marica, na Microrregifio Fluminense do Grande Rio, Estado
do Rio de Janeiro. Os animais foram separados em dois grupos: jovens com até 180 dias
de 1dade e adultos. Das amostras positivas de animais do mesmo grupo, foi feita uma
mistura de fezes e adicionada uma solugfo de bicromato de potassio a 2,5% para verificar
o tempo de esporulagiio em quatro diferentes temperaturas: ambiente (20,33 + 1,.24°),
18, 27 e 32°C; sendo também observadas, medidas e caracteristicas morfologicas da
E. ninakohlyakimovae. Para os oocistos desta espécie foram encontradas as seguintes
medidas: 24,69 + 1,38 por 19,90 + 1,21 ym para os animais jovens e 22,61 = 1,49 por
19,70 £ 1,21 pm para os animais adultos, enquanto os esporocistos mediram 10,95 = 0,50
por 693 + 0,81 um e 10,24 = 1,08 por 6,55 + 0,37 um nos ammais jovens e adultos
respectivamente. O indice morfométrico foi de 1,24 + 0,07 para os oocistos dos animais

Javens e 1,14 + 0,07 para os dos ammais adultos. Observou-se ainda diferenca significativa
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entre o didmetro maior dos cocistos dos jovens e adultos, caracterizando um certo grau de
pleomorfismo nos oocistos procedentes dos animais jovens. No entanto, o indice
morfométrico ndo apresentou variagdo acentuada. O menor tempo de esporulagdo foi

observado nas temperaturas de 27 e 32°C.



SUMMARY

This study was carried out to verify and characterize Eimeria
ninakohlyakimovae in dairy goats. Fecal samples of two groups of animals, as kids until
180 days of age, and adults. Both, consisted of males and females. Animals were breeding
at Municipality of Marica, in the Microrregion Flummense do Grande Rio, from the State
of Rio de Janeiro. Samples containning E. ninakohlyakimovae from animals of the same
groups were mixed together, and were added to them, 2,5% potassium dichromate
solution. After that, they was allowed to sporuled at four different temperature, as
followed: 18, 20,33 + 1,24 (environment temperature), 27 and 32°C. The identification of
this species was based on morphological features, size and sporulation time. The
sponalated oocystswere 24,69 + 1,38 by 15,50 + 1,21 um in young animals, and 22,61 *
1,49 by 19,70 £ 1,21 um in adults ones. On the other hand, sporocystswere 10,95 + 0,50
by 6,93 £ 0,81 um and 10,24 + 1,08 by 6,55 + 0,37 pum in kids and adults animals
respectively. The shape index in both groups were 1,24 + 0,07 and 1,14 + 0,07

respectively. A certain pleomorphism was verified in oocysts of this species, when
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compared the larger diameter from coccidia obtained from both groups. The sporulation

process took place more rapidly at 27 and 32°C.



1. INTRODUGAO

Neo Estado do Rio de Janeiro, a partir de meados da década de 70 intensificou-
se a criagdo de caprinos com a finalidade de producéo leiteira.

Apesar da rusticidade que caracteriza a espécie, atividades seletivas
como produgdo de leite requerem que estes animais se ndo forem confinados, sejam
mantidos em sistema semi-intensivo. Dessa maneira a aglomeragiio dos mesmos tem
facihtado a propagagdo de agentes infecciosos. Entre eles, a eimeriose é um fator
hmitante, ja que fases do ciclo biolégico das espécies de género Eimeria se desenvolvem
na mucosa intestinal interferindo de maneira intensa no mecanismo de absorgdo de
nutrientes.

Para um controle efetivo da coccidiose tem sido necessario o diagnéstico com
base nas caracteristicas morfologicas dos oocistos. No entanto, deve-se levar em
consideragdo diversos fatores que podem interferir na morfologia dos oocistos, uma vez

que € possivel ocorrer variagbes intraespecificas, principalmente quando os estudos 540



conduzidos em condigdes naturais, onde os hospedeiros sdo submetidos a infeccdes
continuas.

Dentre as espécies estudadas no Estado do Rio de Janeiro, FEimeria
ninakohlyakimovae Yakimoff & Rastegaieff, 1930, considerada como uma das mais
patogénicas para caprinos foi encontrada com certa freqiéncia.

Este estudo teve como objetivo identificar as possiveis variagdes que
interfiram ou mesmo facilitem o diagnostico dessa espécie, bem como fornecer dados

biologicos quanto ao tempo de esporulagiio.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Espécies do género Eimeria parasitos de caprinos

Sobre os coccidios de pequenos ruminantes, poucos estudos foram realizados
até o século XIX e, quase nada se conhecia a respeito da biologia, especificidade, modo
de contagio e profilaxia desses protozoarios. MOUSSU & MAROTEL (1902), relataram
que o primeiro caso de coccidiose ovina foi apresentado em um Congresso de Higiene e
Demografia, no ano de 1891, em Londres na Inglaterra. Achava-se que o Coccidium
cuniculi parasita de coelhos era também o agente causador da parasitose em ovinos.
Entretanto, esses mesmos autores em 1902, apos alguns estudos, concluiram que existia
diferenga entre os parasitas desses hospedeiros, sugerindo entfio a designacdo de C. fourei
para a nova especie encontrada em carneiros, que MARTIN (1909) incluiu no género
Fimeria.

LEVINE & IVENS (1970) ao revisarem a literatura sobre coccidios de

pequenos ruminantes relataram as espécies de Eimeria que ocorrem nesses animais, seu



ciclo de vida, desenvolvimento endégeno, distribuigdo geografica e a doenca causada. De
acordo com LEVINE (1982) existem aproximadamente 1560 espécies do género Eimeria

Schneider, 1875 que segundo esse autor esta classificado da seguinte maneira:

FILO: Apicomplexa Levine, 1970 - por apresentar um complexo apical.

CLASSE: Conoidasida Levine, 1988 - por apresentar conéide no complexo

apical.

SUBCLASSE: Coccidia Leuckart, 1879 - por possuir gamontes e gametas
pequenos, parasitos intracelulares e cujo ciclo evolutive pode ser constituido

de merogoma, gametogonia e esporogonia,

ORDEM: Eucoccidiida T.éger & Duboscq, 1910 - por apresentar merogonia.
SUBORDEM: Eimeriina Léger, 1911 - por possuir gametas que evoluem
separadamente sem sizigia ¢ microgamontes que produzem grande mimero de

microgametas.

FAMILIA: Eimeriidae Minchin, 1903 - por evoluir no interior das células

hospedeiras e ndo apresentar organelas de adeséio ou tubo vaginal.



De acordo com LEVINE (1985) ao caprino doméstico (Capra hircus) estio

assoctadas treze espécies do género Fimeria:

o Eimeria alijevi Musaev, 1970. Espécie com ampla distribuicdo geografica,

encontrada parasitando intestino delgado de caprinos.

» Eimeria apsheronica Musaev, 1970. Espécie com ampla distribuicio
geografica, encontrada parasitando intestino delgado de caprinos e,

provavelmente o cabrito montanhés na Sibéna.

» Eimeria arloingi (Marotel, 1905) Martin, 1909. Espécie com ampla

distribuigdo geografica, encontrada parasitando intestino de caprinos.

e Fimeria capring Lima, 1979. Essa espécie é encontrada em caprinos;
local de parasitismo ndo identificado, espécie comum na Aménca do

Norte.

e Limeria caprovina Lima, 1980. Essa espécie ¢ comumente encontrada nas
fezes de caprinos na América do Norte. O ovino doméstico pode ser

mfectado experimentalmente (LIMA, 1980b).



o Eimeria christenseni Levine, Ivens & Fritz, 1962. Espécie com ampla
distibuigdo  geografica, encontrada parasitando intestino delgado de

CApPrnos.

¢ Eimeria gilruthi (Chatton, 1910) Reichenov & Carint, 1937. Merontes desta
especie foram encontrados na parede do abomaso de caprinos e ovinos, mas
ainda ndo foram observados oocistos nas fezes (LEVINE, 1985). Tendo sido
relatada em abomaso de ovinos no Rio de Janeiro por BATISTA NETO et

al. (1987).

e Eimeria hirci Chevalier, 1966. Essa espécie € presumivelmente comum em

todo o mundo, encontrada nas fezes de caprinos domésticos e silvestres.

e Eimeria jolchijevi Musaev, 1970. Espécie com ampla distribuigdo

geografica, somente encontrada nas fezes de caprinos.

e Limeria kocharli Musaev, 1970. Essa espécie ocorre raramente na antiga
Unido Soviética e India, encontrada nas fezes de caprinos domésticos,
cabritos montanhés na Sibéria (LEVINE, 1985), tendo sido também relatada
em caprinos da Grande Porto Alegre, Rio Grande do Sul, por CARDOSO &

OLIVEIRA (1993).



¢ Limeria ninakohlyakimovae Yakimoff & Rastegaieff, 1930. Essa espécie é
de ampla distnbuigio geogréafica, encontrada parasitando intestino delgado,
especialmente a parte posterior, e também o ceco e colon de caprinos

domésticos e silvestres.

* Eimeria pallida Christensen, 1938. Essa espécie tem como hospedeiro tipico

¢ OVIno, mas € comum em fezes de caprinos.

e Eimeria punctata Landers, 1955. Espécie encontrada nas fezes de caprinos,

tendo sido relatada na Alemanha, Turquia e Somalia.

E extremamente comum a infeccdo de caprinos com coccidios e,
normalmente animais de qualquer idade apresentam-se parasitados por uma ou
mais espécies de Fimeria (LIMA, 1980b); entretanto, os animais jovens com menos
de seis meses de idade, sdo os mais atingidos. Ja os animais adultos sdo
portadores da doenga e, desempenham o papel de disseminadores entre os jovens (PIRES
& LOPES, 1985). LLOYD & SOULSBY (1978), constataram que em rebanhos leiteiros,
¢ comum a coccidiose em caprinos entre um e trés meses de idade, sendo que até
50% desses animais tiveram sintomas da doenga, eliminando grande quantidade de

00CIStos.



As especies de Eimeria apresentam ampla distribuigio geografica, sendo
encontradas em varias partes do mundo, LIMA (1991) comentou que em diversos estudos
foram observadas com altas prevaléncias, as espécies E. alijevi, E. apsheronica, E.
arloingi e E. ninakohlyakimovae.

LIMA (1980a), examinando 318 amostras de fezes de caprinos, procedentes
de Illinois, Indiana, Missouri e Wisconsin, nos Estados Unidos da América (EUA)
encontrou em 10% das amostras, oocistos de nove espécies de Eimeria, distribuidas na
seguinte propor¢do: E. arloingi (98,8%), £. caprina (49,7%), E. caprovina (1,9%),
E. crandallis (92,6%), E. christenseni (58,2%), E. faurei (15,4%), E. granulosa (35,2%),
E. ninakohlyakimovae (33,3%), F. parva (33,3%), e observou ainda que £. christenseni e
E. parva foram mais prevalentes em animais jovens do que em adultos; em contrapartida,
E. caprina e F. granulosa foram mais prevalentes em animais adultos do que em animais
jovens. Na Inglaterra, NORTON (1986), encontrou em 98% das 422 amostras de fezes
examinadas contendo oocistos de Eimeria. Os animais com menos de um ano de idade,
apresentaram uma concentragfo maior de cocistos, em relagio aos animais adultos. Nove
especies foram identificadas e, 65% das amostras continham de trés a cinco espécies,
assim distribuidas: E. arloingi (94%), E. hirci (69%), E. christenseni (64%), E. caprina
(55%), L. ninakohiyakimovae (48%), E. alijevi (42%), E. apsheronica (42%), E.
Jolchijevi (8%) e E. caprovina (4%).

YVORE et al. (1985), apés infectar experimentalmente cabritos livres de

contamina¢do com quatro espécies de coccidios do género Eimeria: k. parva, E. arloingi,



E. ninakohlyakimovae e E. christenseni, verificaram diferengas importantes entre as
espécies estudadas, relacionadas a patogenicidade e a eliminagio de oocistos.
E. ninakohlyakimovae foi entre as quatro espécies estudadas, a mais patogénica, pois cla
determinou uma grave doenga, entretanto raramente causando a morte do amimal. Qs
resultados determinaram a importdncia das contaminagdes multiespecificas, pois, se
algumas espécies parecem ser pouco patogenicas, elas podem estar associadas a
conseqiiéncias graves por favorecerem o desenvolvimento de espécies mais patogénicas.
BALOZET (1932b), descreveu um caso de diarréia muco-sanguinolenta, seguido de
morte em um anmmal adulto, naturalmente infectado por E. ninakohlyakimovae. Was
infecgdes mistas onde ocorreu a predominéncia de F. arloingi, F. christenseni e E. hirci,
foram observados freqiientemente casos fatais em caprinos jovens.

Com o desenvolvimento da caprinocultura no Brasil, varios s3o os estudos hoje
realizados, sobre a importancia e ocorréncia das espécies de Eimeria, que tanto afetam o
desenvolvimento do rebanho. TORRES & RAMOS (1938) ¢ TORRES (1945),
verificaram que no Estado de Pernambuco os caprinos apresentaram infecgdes mistas e,
diagnosticaram as seguintes espécies: E. faurei, E. ninakohkvakimovae, E. galouzoi e
E. arloingi. A seguir PADILHA et al. (1980), verificaram a presenga em material fecal de
caprinos sem raga definida (SRD), criados extensivamente nos Sertdes de Pernambuco e
Bahia, as seguintes espécies: £. arloingi, k. ninakohlyakimovae, k. parva, E. faurei,
E. ashata, E. crandallis e E. pallida. Também em Pemambuco, SANTANA & PEREIRA

(1984), identificaram em 88 amostras de fezes oriundas de caprinos jovens e adultos, as
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seguintes espécies: F. arloingi, E. parva, E. ashata, E. crandallis, E. faurei,
E. ninakohlyakimovae e E. pallida. CAVALCANTE & LOPES (1997), examinando 215
amostras de fezes coletadas de caprinos leiteiros, oriundos da microrregidio homogénea de
Sobral, Ceara, identificou nove espécies de FKimeria: K. arloingi, E. christenseni,
E. jolchijevi, E. hirci, E. alijevi, E. ninakohlvakimovae, E. caprina, E. caprovina e
E. apsheronica.

No Rio de Janeiro, PIRES & LOPES (1985), ao examinarem 10% de amostras
de fezes coletadas em caprinoculturas nos municipios do Rio de Janeiro, Nova Iguagi e
Itaguai, identificaram seis espécies do género Eimeria, assim distribuidas: E. hirci
(50,39%), E. ninakohlyakimovae (35,73), E. arloingi (6,91%), E. caprina (5,32%),
E. caprovina (3,73%) e E. christenseni (1,97%). Em Minas Gerais, MACHADO ef al.
(1987), ao realizarem um levantamento em caprinoculturas de sete municipios,
1dentificaram as seguintes espécies: E. alijevi, E. christenseni, k. jolchijevi, E. arloingi,
k. caprina e E. ninakohlyakimovae. BOMFIM & LOPES (1994), ao realizarem
levantamento de parasitas gastrintestinais em quatorze criagbes nos municipios de Nova
Iriburgo e Petropolis, na regido serrana do Estado do Rio de Janeiro, identificaram
se1s espeécies deste género: E. arloingi, E. christenseni, E. caprovina, E. hirci,
E. ninakohlyakimovae, E. alijevi e E. pallida.

Embora ndo seja invalidada as citagBes de referéncias mais antigas, deve-se
considerar a identificagdo das espécies com base na especificidade do género Eimeria, de

acordo com os estudos de MUSAEYV (1970), ratificados por NORTON (1986).
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2.2, Especificidade

Dewido a estreita similaridade morfologica entre os cocistos das espécies de
Limeria de caprinos e ovinos, eles foram considerados durante um longo periodo de
tempo como pertencentes a mesma espécie, pois, os trabalhos eram conduzidos sem que
0s autores se preocupassem em determinar os hospedeiros, ¢ dessa maneira, se pensava
que as espécies de coccidios que parasitavam caprinos e ovinos eram as mesmas
(McDOUGALD, 1979). Para que o parasito possa exercer sua atividade vital, as
condigdes do meio devem ser otimas e, se ele encontra no hospedeiro essas condigies,
fica assim estabelecida a relagdo parasito-hospedeiro, surgindo entfio, a especificidade
entre os dois, sendo essa, uma caracteristica importante para auxiliar na sistematica destas
espécies (MUSAEYV, 1970).

NORTON (1986), através de estudos relacionados com transmissdo cruzada,
concluiu que os caprinos e ovinos eram parasitados por diferentes espécies do género
Limeria, embora estas possuissem 0ocistos com caracteristicas morfoldgicas semelhantes.
Tal fato, ja tinha feito com que, (MUSAEV, 1970) as considerasse como espécies
biolégicas e, propusesse novas ¢ distintas designacdes.

Sabe-se hoje, que existe uma alta especificidade das espécies do género
Eimeria para com seus hospedeiros e, que essa especificidade, é uma caracteristica muito
importante para a identificagdo das diferentes espécies do género (JOYNER & LONG,

1974, JOYNER, 1982; PIRES & LOPES, 1985), ja que raramente um parasito ocorre
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naturalmente ou completa seu ciclo em mais de um género hospedeiro (JOYNER , 1982;
LONG & JOYNER, 1984).

LONG & JOYNER (1984), comentaram que 0s oocistos podem desencistar no
intestino de um hospedeiro que néo seja o especifico, mas ndo consegue se desenvolver e

completar seu ciclo biolagico.

2.3. Aspectos morfobiolégicos de Eimeria ninakohlyakimovae

Limeria ninakohlyakimovae, foi descrita pela primeira vez por YAKIMOFF &
RASTEGAIEFF (1930), na Russia, parasitando caprinos e, apresentando as seguintes
caracteristicas: oocistos com a forma elipsoidal ou subesférica a levemente oval, medindo
19-28 x 14-24 um; parede do ooctsto constituida por duas camadas de aspecto liso, com a
camada externa medindo 0,8-1 pm ¢ a interna medindo 0,4-0,6 pm; presenga de
micropila; auséncia de calota polar; com um ou mais granulos polares. Os esporocistos
com a forma oval alongada, medindo 9-15 x 4-10 pm; com carpo de
“Stieda”; e granulos residuais espalhados. Os esporozoitas alongados, apresentando dois
globulos claros. BALOZET (1932b), descreveu os oocistos de E. ninakohlyakimovae com
as seguintes caracteristicas: oocisto oval, auséncia de micropila, com parede dupla
medmdo entre 1 a 5 pm. Esporocistos esféricos a alongados, medindo em seu diAmetro
maior 24 a 27 pm e seu didmetro menor 13 a 16 ym. SHAH & JOSHI (1963)

descreveram os vocistos de . ninakohlyakimovae como elipsoidal ou subesférico a aval,
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medindo 19-28 x 14-23 pum; com parede constituida por duas membranas, a externa
medindo 1 um € a intema medindo 0,4 pm; capuz micropilar ausente, granulos polares
presentes; micropila presente. Esporocistos oval alongado, medindo 9-14 x 4-10 um;
corpo de “Stieda” presente e esporozoitas alongados com um ou dois glébulos claros.
LIMA (1980a), venficou as seguintes medidas para os oocistos de . ninakohlyakimovae,
19,5-28 x 16,5-20,7 um, com indice morfométrico variando de 1,06 a 1,50. Em relagdo
aos esporocistos, as medidas observadas foram 9,8-14,6 x 5,5-8.5 um. PIRES & LOPES
(1985), encontraram as seguintes caracteristicas para a E. ninakohlyakimovae: oocisto
esférico ou elipsoidal pouco ovéide; parede formada por duas camadas lisas, a externa
com aproximadamente 1 um de espessura e a interna com aproximadamente 0,4 pm de
espessura, micrdpila presente, porém pouco visivel, presenga de granulos polares;
didmetro polar vanando de 14,2-29,6 um e didmetro equatorial de 14,0-21,67 um.
Esparocistos de forma esférica ou ovdide alongada, com corpo de “Stieda” e residuo:
presenga de um ou mais glébulos claros nos esporozoitas; didgmetro polar variando de
3,3-20,79 pm e didmetro equatonal de 5,2-11,4 ym. Em 1986, PIRES & LOPES
verificaram as seguintes caracteristicas para E. ninakohlyakimovae: oocistos medindo
18,15 x 15,47 pum, com a forma esférica ou elipsoidal poucc ovdide, micrdpila presente,
calota polar ausente; com residuos de granulos polares. Esporocistos medindo 9,20 x 6,19
pm, com a forma esférica ou ovéide alongada; corpo de “Stieda” presente; globulos claros
presentes nos esporozoit;ts. CAVALCANTE & LOPES (1997), encontraram para os

oocistos de E. ninakohlyakimovae, procedentes de animais jovens e adultos as
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caracteristicas a seguir: oocisto elipsoidal ou subesférico; parede constituida por duas
membranas lisas, variando de 1,1 a 1,47 um e 1,07 a 1,51 pm para animais jovens e
adultos respectivamente; micropila pouco visivel; granulos polares presentes. Didmetro
maior variando de 20,47 a 26,68 um e 20,93 a 29,44 um para animais jovens e adultos
respectivamente;, didmetro menor variando de 16,56 a 22,08 um para jovens e adultos.
indice morfométrico variando de 1,10a1,47e 1,07 a 1,51 para caprinos jovens e adultos
respectivamente. Esporocistos de forma esférica ou ovdide alongada, com corpo de
“Stieda” e residuos. Esporozoitas com dois globulos claros.

O desenvolvimento do oocisto até o estagio infectante, ¢ uma fase que tem
grande importincia no ciclo biologico, e s30 necessarias condiges adequadas como,
temperatura, oxigenagdo e umidade (YVORE, 1977, FOREYT, 1990). Em geral a
esporulag@o dos oocistos é mais rapida a uma temperatura de 28°-31°C ¢, entre 0° e 5°C o
processo de esporulagdo é retardado, mas recome¢a quando a temperatura volta a
aumentar (FOREYT, 1990). YVORE (1977), observou que entre 0° e 10°C os oocistos
ndo esporulam, mas permanecem viaveis, no entanto sio sensiveis ao calor de 40°C e a
dessecagdo. FOREYT (1990), considerou que as temperaturas acima de 63°C sdo letais
para os oocistos e segundo MARQUARDT (1960), a esporulagfio € inibida entre 35° ¢
39° a 40°C ndo acorre qualquer desenvolvimento.

O tempo de esporulagiio é diretamente influenciado pela temperatura, sendo
que na temperatura ambiente os oocistos esporulam em trés a quatro dias (BALOZFET,

1932a; YVORE, 1977; PIRES & LOPES, 1985), em quatro dias (LEVINE, 1985), um a
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dois dias (CHRISTENSEN, 1938), por no minimo seis dias a 25°C (REBOUCAS ef al,,
1992), e durante uma a duas semanas a 22°-25°C (LIMA, 1980a). As temperaturas
consideradas 1deais sdo: 27°-29°C (JOYNER, 1982; LONG & JOYNER, 1984,
NORTON, 1986), 27°-32°C (PIRES & LOPES, 1985) e 28°-31°C (FOREYT, 1990).
HIDALGO-ARGUELLO & CORDERO-DEL-CAMPILLO (1988), conside-
raram que o processo de esporulagdo estd completo, quando a uma temperatura de 27°C,
se observa pelo menos 80% dos oocistos esporulados apresentando os esporozoitas
definidos morfolégicamente e segundo CHANDRA & GOSH (1990), quando o niimero

de oocistos esporulados se torna estacionario, o processo de esporulaco esta encerrado.

2.4. Diagnostico diferencial

Para a identificag@io das diversas espécies de coccidios do género Fimeria,
parasita de pequenos ruminantes, tem sido utilizados dados referentes 4 sua morfologia e
biologia, como: medidas dos oocistos esporulados, dos esporocistos, indice morfométrico,
presenca ou auséncita de corpo de “Stieda”, presenga de corpos residuais tanto nos
0OCISIOS COMO NOS esporocistos, presenga ou ndo de capuz polar, presenca ou nio de
micropila, presenga ou ndo de grénulos polares e tempo de esporulagdo. O tamanho do
oocIsto ndo € constante, mas seu indice morfométrico tem se mantido freqiiente, tornando
essa caracteristica de grande importéncia, pois ela é considerada como um dos caracteres

especificos para auxiliar na identificagdio das espécies do género Eimeria que parasitam
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pequenos ruminantes (LEVINE, 1982; LONG & JOYNER, 1984). Segundo LONG &
JOYNER (1984), o indice morfométrico (a razdo do didmetro maior pelo didimetro menor)
que permite analisar a forma do oocisto, tem variado para diferentes espécies, contudo
permite venficar que a tendéncia da forma do oocisto é retilinea e, ¢ uma caracteristica de
maior preciséio que auxilia na comparagdo entre espécies e, na variagio intra-especifica de
uma mesma espéecte.

Os oocistos das espécies de Eimeria que parasitam ovinos e caprinos devido a
estreila semelhanga foram considerados como pertencentes 4 uma mesma espécie durante
um longo tempo (MUSAEV, 1970, McDOUGALD, 1979), entretanto nd3o ocorre
transmissdo cruzada desse coccidio entre os dois hospedeiros (NORTON, 1986) e, a
especificidade passou a ser um dado importante no auxilio da identificagdio da espécie

parasita, de acordo com o hospedeira (JOYNER, 1982; LONG & JOYNER, 1984).



3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizade no Labaoratério de Protozoologia da Estagéio
para Pesquisas Parasitologicas W.O. Neitz do Departamento de Parasitologia Animal,
Instituto de Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, no periodo

compreendido entre maio e agosto de 1996, durante a época seca (outono/ inverno).

3.1. Origem do rebanho

Utilizaram-se animais pertencentes a caprinocultura leiteira de propriedade
particular, localizada no Municipio de Marica, na Microrregido Fluminense do Grande
Rio, FIBGE (1985). A Figura ! contém o mapa do Estado do Rio de Janeiro com
destaque para a Microrregidio Fluminense do Grande Rio (AEERJ, 1990/1991). O
rebanho era constituido por caprinos das ragas Alpina e Toggenburg, assim como
seus mestigos. Dois grupos de animars foram considerados dentro deste rebanho; jovens

até se1s meses de idade e adultos, independente do sexo e estado fisiolégico dos animais.
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FIGURA 1 Mapa do Estado do Rio de Janeiro, com destaque para a Microrregido Fluminense do Grande Rio e a

localizacdo de Marica.
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Foram colhidas e examinadas amostras de 100% dos animais jovens e

reprodutores, pelo fato de serem em nimero reduzido, e 20% de fémeas adultas.

3.2, Manejo

Os caprinos eram abrigados em capris do tipo suspenso com ripado e
submetidos ao sistema semi-intensivo, pastejando durante o dia, capins gordura (Mellinis
munitiflora), coloméio (Panicum maximum), Brachyaria decubens e B. rodhesiensis e

abrigados ao entardecer, quando entdo recebiam ragdo complementar' e sal mineral®.
3.3. Coleta do material

As amostras de fezes foram coletadas da ampola retal dos animais,
acondicionadas individualmente em sacos plasticos identificados, mantidas sob
refrigeragéo e transportadas ao Laboratdrio para serem examinadas. Foram realizadas trés

coletas; maio, junho e agosto, de 1996

3.4. Exames laboratoriais

Cada amostra de fezes foi examinada com a finalidade de verificar a presenca

! Prolcitina - Purina, SP.
 Mineralina - Purina, SP.
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de oocistos do género Fimeria, utilizando-se a técnica de centrifugo-flutuagiio de acordo

com MENEZES & LOPES (1995).

3.5. Esporula¢iao dos oocistos

Do matenal fecal dos animais pertencentes a um mesmo grupo, foi
feita uma solugdio aquosa de fezes, passada em tamises com a finalidade de
remover detritos e, a esta adicionada uma sohigdo de bicromato de potassio’ (K2 Cr2 O7)
a 2,5%, sendo a seguir distribuida em finas camadas em placas de Petri para que ocorresse
a esporulagéo dos oocistos. O tempo de esporulagdo dos oocistos foi verificado em quatro
diferentes temperaturas: ambiente (20,33 = 1,24°C), 18,27 ¢ 32°C.

Para se obter o tempo de esporulagio nas temperaturas de 18, 27 e 32°C,
foram utilizadas estufas B.O.D.* observando-se a variagdo de + 1°C. As observagdes
foram feitas em intervalos de seis horas até a obtengdo de no minimo 80% dos ococistos

esporulados.

3.6. 1dentificacao da Eimeria ninakohlyakimovae

Apds a esporulagdo os oocistos procedentes dos animais jovens e adultos,

separadamente, foram concentrados de acordo com o descrito por MENEZES & LOPES

* Reagen - Quimibzas Lida, RJ.
? Eletrolab Mod. 102, Brasil.
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(1995). Em seguida foram preparadas laminas com esse concentrado e para a
identificagdo dos oocistos tomou-se como base a morfologia e as medidas dos oocistos
esporulados como também suas estruturas internas, indice morfométrico e tempo de
esporulagdo nas quatro diferentes temperaturas.

Para medir os oocistos foi utilizado microscopio binocutar WILD-M20° com
auxilio de ocular micrométrica K-15° ¢ objetiva de 40x. As fotografias foram feitas em
microscopio triocular JENAPOL com camara fotografica modelo mf-KAS Automatic-27,

e filmes 35 mm ektachrome® e neapan’, ISO 100 (21 DIN).

3.7. Analise estatistica

Para anahise estatistica dos resultados obtidos, empregou-se a analise de
variancia ¢ teste de Tuckey, com o uso do programa Graph Pad Instat tm Copyright 1990-

1994 Graph Pad Software V2-05 a 9504225,

* Heerbroug, Suica.

® Carl Zeiss/Jena, Antiga Repiiblica Democritica Alemi.
" Carl Zciss/Jena, Antiga Repiblica Democratica Alemd.
* Kodak, México.

’ Fuji Photo Film Co. Lida, Japdo.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Morfologia da Eimeria ninakohlyakimovae

As caracteristicas utilizadas para a identificagdo da £. ninakohlyakimovae no
presente estudo, foram baseadas nos trabalhos de YAKIMOFF & RASTEGAIEFF
(1930), LONG & JOYNER (1984), LEVINE (1985) e MENEZES & LOPES
(1996) para as caracteristicas morfologicas e nos de MUSAEV (1970) e NORTON
(1986) quanto aos aspectos biologicos. Os oocistos de E. ninakohlyakimovae
(Figura 2) encontrados neste estudo tiveram forma elipsoidal a subesférica, auséncia da
calota polar, observando-se a presenga de micrdpila em alguns oocistos, ja que
na maiona das vezes ela foi indistinta. A parede do oocisto era constituida por
duas membranas de aspecto liso, de coloragio marrom-amarelado. Observaram-se
granulagGes finas no citoplasma ¢ presenga de granulo polar, nfo foi encontrado corpo

residual.



FIGURA 2. Oocidtos de Eimeria ninakohlyakimovae. (A) Néo esporulado e (B) esporulado.
Solucdo saturada deaglicar (__ =10 um).



24

Na Tabela 1, estio apresentadas as médias e desvio padrio de 100
oocistos procedentes de animais jovens e adultos, onde observou-se diferenca significativa
(P £ 0,001) no didgmetro polar dos oacistos procedentes dos animais jovens, em relagio
aos oocistos oriundos dos animais adultos. Notou-se que os cocistos pertencentes aos
animats jovens tinham forma elipsoidal, enquanto que os procedentes de animais adultos
apresentaram caracteristica de elipsoidal a subesférica.

Segundo LONG & JOYNER (1984) o tamanho do oocisto pode ser variavel,
entretanto seu indice morfométrico tem se mantido constante, sendo que essa variagiio
pode estar relacionada a imunidade dos animais, a0 grau de infec¢8o e também ao periodo
de paténcia (MAGI ef al., 1986).

Em relac@io a espessura da parede dos cocistos, no presente estudo nio foi
observada diferenga significativa entre as medidas encontradas para os animais jovens e
adultos e, estdo na faixa de 1 a 5 um observada por YAKIMOFTF & RASTEGAIEFF
(1930) ¢ 1,15 + 0,38 pm encontrada por MENEZES & LOPES (1996), mas nfo
concordam com os resultados encontrados por SHAH & JOSHI (1963), que encontraram
medida de 1 pm.

Os esporocistos eram de forma oval alongada, com corpo de *Stieda”. Quanto
as dimensdes, ndo se observou diferenca significativa das amostras oriundas dos dois
grupos, embora, nfio sgjam semelhantes aos encontrados por SHAH & JOSHI (1963),

LIMA (1980a) e MENEZES & LOPES (1996).



TABELA 1. Medidas dos oocistos de Eimeria ninakohlyakimovae procedentes de caprinos jovens ¢ adultos da Microrregido

Fluminense do Grande Rio.

Idade Qocistos® Indice Esporocistos®
: DM™ dm° morfométrico DM dm
Jovens - 24,69+ 1,38 19,90 + 1,21 1,24 £ 0,07 10,59 + 0,59 6,93 + 0,81
Adultos 22,61 + 1;49 19,70 + 1,21 1,14 + 0,07 10,24 + 1,08 6,55+ 0,37

a

X+ s(X) em pm de 100 espécimes.
® Didmetro maior.

¢ Didmetro menor.

4P <0,01.

e d
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De acordo com LONG & JOYNER (1984) ao se marcar o didmetro polar
sobre o didmetro equatorial para cada oocisto tem-se a projegdo linear desses oocistos, que
segundo FIGUEIREDO (1989) pode ser utilizado como um meio para a diferenciagiio
entre espécies do mesmo género e, de acordo com LOSS (1991) para a diferenciagiio de
variagOes entre uma mesma espécie. Na Tabela 2, observa-se os valores encontrados por
outros autores para a k. ninakohlyakimovae em comparacdo com os observados neste
estudo.

Devido a esta condigdo foi feito o estudo morfométrico dos oocistos
focalizando-se os didmetros polar e equatorial dos mesmos. Consideraram-se
separadamente os dois grupos de animais e, ficou caracterizado que ocorreu diferenga no
tamanho dos cocistos procedentes de animais jovens.

Os histogramas relativos aos didmetros polar e equatorial dos oacistos
oriundos de animais jovens (Figuras 3 e 4) mostram irregularidade na distribuigio das
freqiiéncias obtidas, sendo que para o didmetro equatorial essa diferenca ndo foi
significativa, o que néo foi observado nos histogramas relativos aos oacistos pertencentes
aos anumais adultos, onde se observa a regularidade na distribuigio dessas freqiiéneias
(Figuras 5 € 6).

Foi feita a comparagéo entre os oocistos de E. ninakohlyakimovae procedentes
dos dois grupos estudados (Figura 7 e 8) utilizando-se retas de regressdo onde observou-se
uma regulanidade na distribuigéio espacial dos pontos de confronto entre os didmetros

polar e equatorial dos oocistos, 0 que sugere tratar-se de uma mesma espécie, apesar de



TABELA 2. Aspectos comparativos das medidas dos oocistos de Eimeria ninakohlyakimovae, obtidas por varios autores,

incluindo o presente estudo.

Medidas (um) Indice Autores
Docistos Esporocistos morfométrico
19,00-28,00 x 14,00-24,00 9,00-15,00 x 4,00-10,00 - YAKIMOFF & RASTEGAIEFF (1930)
21,00-27,00 x 13,00-17,00 — — BALOZET (1932b)
19,00-28,00 x 14,00-23,00 9,00-14,00 x 4,00-10,00 - SHAH & JOSHI (1963); SINGH (1964)
19,50-28,00 x 16,50-20,70 9,80-14,60 x 5,50-8,50 1,06-1,50 LIMA (19801)
14,20-29,60 x 14,00-21,60 5,30-20,79 x 5,20-11,40 - PIRES & 1.OPES (1985)
21,10x 16,94 8,32 x 5,60 1,25 MENEZES & LOPES (1996) (jovens)
22,68 x 18,69 8,73x 5,64 1,22 MENEZES & LOPES (1996) (adultos)
20,47-26,68 x 16,56 -~ 1,10-1,47 CAVALCANTE (1997) (jovens)
20,93-29,44 x 22,08 — 1,07-1,51 CAVALCANTE (1997} (adultos)
23,60 x 18,60 15,30 x 8,50 - VIEIRA (1996)
24,60+ 1,38 x 19,90+ 1,21 10,59 + 0,50 x 6,93 = (,81 1,24 + 0,07 Presente estudo (jovens)
22,61 +1,49x% 19,70 + 1,21 10,24 +£ 1,08 x 19,70 + 1,21 1,14 £ 0,07 Presente estudo (adultos)
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FIGURA 3. Distribuicéo das frequiéncias do diametro maior de 100 oocistos de Eimeria ninakohlyakimovae procedentes
de caprinos jovens.
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FIGURA 4. Distribuicéo das freqiiéncias do diametro menor de 100 oocistos de Eimeria ninakohlyakimovae procedentes

de caprinos jovens.
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FIGURA 5. Distribuicéo das freqiiéncias do diametro maior de 100 oocistos de Eimeria ninakohlyakimovae procedentes
de caprinos adultos.
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FIGURA 6. Distribuicéo das freqiiéncias do diametro menor de 100 oocistos de Eimeria ninakohlyakimovae procedentes
de caprinos adultos.
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existir uma diferenga significativa com base na andlise de varidncia e teste de Tuckey
entre os diAmetros polar dos oocistos dos animais jovens em relagio aos adultos.

No presente estudo a forma elipsoidal a subesférica observada nos oocistos
esteve coerente com o indice morfométrico de 1,24 + 0,07 ¢ 1,14 + 0,07 para animais
jovens e adultos respectivamente (Tabela 1), concordando com os valores encontrados por

SHAH & JOSHI (1963), LEVINE (1985), MENEZES & LOPES (1996),

4.2. Tempo de esporulacio

O tempo de esporulagéo, tem sido uma das caracteristicas biologicas auxiliar
na 1dentificacdo das diferentes espécies de Eimeria (NORTON & JOYNER, 1981;
JOYNER, 1982; LONG & JOYNER, 1984, CHANDRA & GOSH, 1990), porém pode
vaniar principalmente com a temperatura, umidade € tensdo de oxigénio.

No presente estudo, foi observado o tempo de esporulagdo dos oocistos de
L. ninakohlyakimovae de caprmos da Microrregido Fluminense do Grande Rio,
Municipio de Marica em quatro temperaturas diferentes (Tabela 3), a intervalos de seis
horas.

O processo de esporulagéo obteve maior éxito nas temperaturas de 27 e 32°C,
concordando com a faixa de temperatura entre 27 e 29°C, considerada como ideal para a
esporulagdo de varas espécies (JOYNER, 1982; LONG & JOYNER, 1984; NORTON,

1986, MAGI e al., 1986; MENEZES & LOPES, 1995 e 1996).



TABELA 3. Tempo de esporulagio, em intervalo de horas, em diferentes temperaturas dos oocistos de Eimeria

ninakohlyakimovae procedentes de caprinos leiteiros da Microrregido Fluminense do Grande Rio.

Temperatura Jovens Adultos
°Cy Esporocisto Esporozoita Esporocisto Esporozoita
18+1 30-72 60-84 30-48 54-72
20,33+ 1,24 24.54 36-78 24-42 30-60
27+ 1 18-48 30-66 24.54 24-66
321 12-48 12-72 18-36 42-54

* Variagfio observada na B.O.D.
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Os resultados obtidos na faixa de temperatura de 18 € 20,33 + 1,24°C estio de
acordo com os observados por YVORE (1977) na Franca, mas discordam com os obtidos
por LIMA (1980a), no meio-oeste dos EUA, que observou a esporulagio dos oocistos a
uma temperatura de 22-25°C em um periodo de duas semanas.

Foi possivel verificar que nas temperaturas mais elevadas o processo de
esporulagdo teve inicio mais rapidamente. Entretanto, prolongou-se mais do que nas
temperaturas ambiente e de 18°C para ser totalmente concluido. Provavelmente esse fato
se deve ao efeito deletério da alta temperatura (32°C), como foi comentado por
MARQUARDT (1960), que verificou a inibigdo da esporulacio de E. zurmii em
temperaturas superiores a 35°C. Possivelmente para essa amostra de F.
ninakohlyakimovae a temperatura de 32°C tenha sido mal tolerada, quando comparada a
amostra da mesma espécie estudada por MENEZES & LOPES (1996) na Microrregido
Serrana Fluminense.

Em relagfio aos resultados obtidos nas temperaturas de 27 e 32°C com material
proveniente de caprinos adultos, € importante ressaltar que o estudo fo1 feito com amostras
ao acaso, coincidindo com a auséncia de oocistos contendo esporocistos efou esporozoitas
em determinados horarios de observagio.

Nao se pode afirmar o momento exato em que ocorre a esporulagio dos
oocistos, mas segundo HIDALGO-ARGUELLO & CORDERO-DEL-CAMPILLO
(1988), a uma temperatura de 27°C, quando se observa no minimo 80% dos

oocistos esporulados, apresentando os esporozoitas morfologicamente definidos, pode-se
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considerar o processo de esporulagio concluido, enquanto CHANDRA & GOSH (1990)
afirmaram que quando o nimero de cocistos esporulados se torna estacionario, pode-se
considerar encerrado o processo de esporulacdo.

No presente estudo as observagdes foram realizadas a intervalos de seis horas
até se obter um percentual superior a 80% dos oocistos esporulados por trés vezes
consecutivas. Independente do resultado ter sido apresentado em intervalos de horas,
constatou-se Ja nas primeiras cbservagSes que a percentagem de oocistos esporulados era

bastante elevada, atingindo um indice superior aos 70%.



5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

1. A espécie estudada foi caracterizada como Eimeria ninakohlyakimovae
Yakimoff & Rastegaieff, 1930, apresentando variagdo intraespecifica, com um certo grau
de pleomorfismo dos oocistos procedentes de animais jovens quando comparados aos
procedentes dos animais adultos, sem contudo modificar o indice morfométrico das duas

procedéncias.

2. O menor tempo de esporulagdo observado para E. ninakohlyakimovae foi
entre 27° ¢ 32°C, quando se observou um maior namerc de oocistos contendo

esporozoitas morfologicamente definidos.
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