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RESUMO

A diarreia nas granjas suinicolas constitui um problema que resulta em
morbidade e mortalidade dos animais, provocando perdas econémicas na producéo.
A enfermidade pode ter causas multifatoriais, sendo os coccidios agentes importantes,
associado a um manejo inadequado. O tratamento normalmente € baseado no uso
preventivo de um farmaco com acdo anticoccidiana e antiprotozoaria, sem se
conhecer efetivamente a necessidade de utilizacdo dessas drogas, uma vez que
raramente sao feitos exames coproparasitolégicos comprovando a infecgao por esses
parasitos. O objetivo desse trabalho foi verificar a ocorréncia de Cystoisospora suis
em leitdes e matrizes, as vias de transmissao e fonte de infecgcado do parasito e a
necessidade de utilizagdo de drogas anticoccidianas com uso preventivo, e ainda
observar a influéncia da estacdo do ano na ocorréncia da parasitose. O trabalho foi
realizado em uma granja de suinos localizada na cidade de Palotina-PR, em duas
etapas, sendo a primeira no inverno e a segunda no verdo. Em cada estagédo foram
utilizadas duas salas de maternidade com nove matrizes em cada, sendo uma sala o
grupo controle e a outra o grupo tratado, onde se utilizou o toltrazuril no 5° dia de vida
dos leitdes. As seguintes amostras foram coletadas: fezes de matrizes no dia do
alojamento, no dia do nascimento dos leitdes (dia 0) e nos dias 7, 14 e 21; agua dos
bebedouros individuais das gaiolas; swabs retais das leitegadas no dia do nascimento
ambas com a mesma periodicidade relatada anteriormente, totalizando 72 coletas
para cada estacao; insetos e roedores que tivessem possivel contato com as salas
analisadas; residuos de fezes e matéria organica contidos nos calgados dos
tratadores que tivessem contato com as salas; swabs de superficie do ambiente, no
pré e pés alojamento; e residuos de fezes que ficavam acumulados nas gaiolas
durante o alojamento. As amostras foram submetidas as técnicas de Willis-Mollay e
Sheather e PCR para detecgao de C.suis. Apos o experimento do inverno foi solicitada
a retirada do toltrazuril para verificar a influéncia do medicamento na ocorréncia do
coccidio. Durante o exame coproparasitolégico foi observada uma baixa ocorréncia
de C.suis nas amostras de fezes das matrizes (2,84%). Na PCR nenhuma destas
amostras resultou positiva. Das 183 amostras de fezes acumuladas nos ambientes,
37 resultaram positivas na técnica de Willis-Mollay, e nos leitdes, a positividade foi de
9,03% na PCR. Todas as amostras de swabs de superficie ambiental, residuos de
fezes e material organico no calgado dos tratadores e os insetos coletados foram
negativos na PCR. N&o houve diferenga significativa entre o grupo tratado e nao
tratado. Todas as amostras positivas de leitdbes ocorreram durante o inverno.
Nenhuma das categorias analisadas mostrou correlagdo com as leitegadas, nesse
caso diante dos resultados nao foi observada nenhuma fonte de infecgao ou via de
transmissao da coccidiose para os leitdes. Os resultados demonstraram que apesar
da retirada do medicamento, a infec¢céo por C. suis foi reduzida, comprovando que a
utilizacado da droga de forma preventiva muitas vezes ndo € necessaria e que um
acompanhamento utilizando meétodos coproparasitologicos, é possivel e mais
indicado.

Palavras-chave: leitdes, PCR, toltrazuril, C. suis.



ABSTRACT

Diarrhea in pig farms represents a problem that results in animal morbidity and
mortality, causing economic losses in production. The disease can have multifactorial
causes, being the main agents important, associated to an inadequate management.
The treatment is usually based on the use of anticancer and antiprotozoal drugs, with
the purpose of preventing the occurrence of drugs, at the same time as coproparasite
tests of infection by these parasites are performed. The objective of this work was to
verify the occurrence of spiny cystitis in cells and matrices, as transmission routes and
source of infection of the parasite and use of anticoccidials with the preventive use,
and to observe the intensity of the activity of the year in the incidence of parasitosis.
The work was carried out in a farm located in the city of Palotina-PR, in two stages,
one in winter and the second in summer. In each row, two maternity rooms were used,
with nine matrices in each, being one control group and one treated group, where
toltrazuril was used in the fifth day of life of the piglets. The following samples were
collected: feces from matrices on the day of lodging and on the day of birth of the
piglets (day 0) and days 7, 14 and 21; water from drinking fountains individuals from
seagulls; rectal swabs of litters on the following day, with the same periodicity
previously reported, totaling 72 collections for each season; insects and rodents that
could have contact with the analyzed rooms; residues of matter and organic matter
contained in the shoes of the handlers who had contact with the rooms; surface swabs
in the pre and post accommodation; and waste stool that accumulates in the cages
during housing. The samples were submitted to the techniques of Willis-Mollay and
Sheather and PCR for C.suis detection. After the winter experiment, toltrazuril was
withdrawn to verify the influence of the virus on the incidence of coccidia. During the
coproparasitary examination the incidence of feces from the matrices was analyzed
(2.84%). The membranes were removed positively. Of the 183 samples of samples
accumulated in the environments, 37 resulted in the Willis-Mollay technique, and in the
piglets, with a positivity of 9.03% in the PCR. All samples of environmental surface
swabs, faeces residues and organic materials were not treated and the insects were
negative in PCR. Not a significant difference between the treated and untreated group.
All positive piglet samples occurred during the winter. Other from the rules analyzed in
the case of the piglets, in the case of the results in the case of the presence of the
source of infected or via transmission of the coccidiosis to the piglets. The results
demonstrated that the effectiveness of the withdrawal of the drug, C. suis infection was
reduced, proving that the drug is used preventively, and it is not necessary to perform
a coproparasitological alert, it is possible and more indicated.

Key-words: piglets, PCR, toltrazuril, Willis-Mollay.



LISTA DE FIGURAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA:

FIGURA 1- OOCISTOS DE C. suis OBSERVADOS SOB MICROSCOPIA OPTICA

(AUMENTO 400X) ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeees 16
FIGURA 2 - CICLO DE VIDA C. SUIS ...uuuuuuuuuuuiuiiiuiiiiuiteeeeseessanessssssssssssssnnsesesnsennnnnee 17
FIGURA 3 - LEITAO COM DIARREIA SUGESTIVA DE COCCIDIOSE ................. 20



LISTA DE TABELAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA:

TABELA 1 -

OCORRENCIA DE COCCIDIOS EM SUINOS EM DIFERENTES
PAISES, METODO DIAGNOSTICO, NUMERO DE ANIMAIS
POSITIVOS E REFERENCIAS. ..o, 25

CAPITULO 1:

TABELA 1 -

TABELA 2 -

TABELA 3 -

TABELA 4 -

TABELA S -

COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS........ccccoiiiiiieeeeee 43
RESULTADOS DA PCR DE FEZES DE LEITOES DOS GRUPOS
CONTROLE E EXPERIMENTAL PARA A DETECGCAO DE C. suis EM
GRANJA SUINICOLA DE PALOTINA - PARANA. .........ccoooveveveeeenn 49
RESULTADOS DOS EXAMES COPROPARASITOLOGICOS E
MOLECULAR DE FEZES DE MATRIZES DOS GRUPOS CONTROLE E
EXPERIMENTAL PARA A DETECCAO DE COCCIDIOS EM GRANJA
SUINICOLA DE PALOTINA - PARANA. .........ooiiieeeeeeeeeeeeeeeeas 52
RESULTADOS DOS EXAMES COPROPARASITOLOGICOS E
MOLECULAR DE FEZES DE GAIOLAS DE MATRIZES E DE LEITOES
DOS GRUPOS CONTROLE E EXPERIMENTAL PARA A DETECCAO
DE COCCIDIOS EM GRANJA SUINICOLA DE PALOTINA - PARANA.

RESULTADOS DA PCR DE AGUA DOS BEBEDOUROS INDIVIDUAIS
DAS GAIOLAS DOS GRUPOS CONTROLE E EXPERIMENTAL PARA
A DETECCAO DE C. suis EM GRANJA SUINICOLA DE PALOTINA -
PARAN A, oo, 55



LISTA DE ABREVIATURAS

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase
ML — Microlitro

um — Micrémetro

NaCl - Cloreto de Sdodio

°C — grau Celsius

X — Vezes

pmol — Picomol

sp — espécie

GoTaq — DNA polimerase estavel fornecida em uma formulagao propria
C. suis — Cystoisospora suis
UR — Umidade Relativa do Ar



5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.24
5.3

5.3.2
5.3.1
5.3.3
5.3.4
5.3.5
5.3.6
5.3.7
5.4

5.5

SUMARIO

INTRODUGAOQO GERAL .....c.oceveueeeeeecaeeseeseseesessesssesessessessssssssssssssssssssssssssees 12
REVISAO BIBLIOGRAFICA ........coooveeeeeeerteeese s essessss e ssas e ssssesssseans 13
SUINOCULTURA E OS DESAFIOS COM A SINDROME DE DIARREIA NOS
ANIMALS ...ttt e e e e e eeeeeeseeeeeeeeeeeesesesssssesnnesnnnnnnnes 13
CYSTOISOSPORA SPP.. ......cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 14
CY/SOISOSPOIA SUIS......eeeeeeeeeeeeeeeeeeetaeeeaeee e seseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 15
ESTRUTURAE CICLOBIOLOGICO .......coiuieieieeeeeee e, 15
FONTE DE INFECCAOQ ...t 18
SINAIS CLINICOS ...t 19
DIAGNOSTICO ...ttt 21
TRATAMENTO E CONTROLE ..o 23
DISTRUBUICAO. ...t 24
REFERENCIAS — REVISAO BIBLIOGRAFICA .........cccooeeeeieeetreeeersseeaenens 26
OBUETIVOS ... s s 34
OBJETIVO GERAL ... 34
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t 34
(031 - 1 1 | X o I PPV 35
INErOAUGAOD ... e 38
Material @ MEtodos ............ooooiiiiiiiiiii e 40
Comité de Etica em Experimentagdo Animal.............c.ccoeviveeeeeeceieeeieneeennnd 40
Area de ESTUAO ...t 40
Periodo Experimental ... 42
Coleta e Processamento de AMOSEras .......ccooeeveevviiiiiiiiicii e 42
Resultados € diSCUSSA0.............uuiiiiiiiiiii e 49
Swabs retais (I8IH0€S) ..o 49
IMIALMIZES ..ottt e e e e e aaaa 52
AMDIENTE ..o e 53
Agua dos BEDEAOUIOS .........c.eeeeieeieeeeee et 55
MOSCAS € DAratas .........ccouuiiiiiiiee e 57
Calgado dos Tratadores .........coooieieieieiie 57
Swabs pré alojamento e pds limpeza e desinfecGao .........cccccvuveeeniiiiiinnnnnns 57
CONCIUSAO ... .o 61
Referéncias — Capitulo 1 ... 62
CONSIDERAGOES FINAIS .......coceerereereeersessessessessesessesssssssssssssssssssssssees 65
REFERENCIAS .......cooiiiieeiietciescesessssesse s essssssssssssssesssssssssssssssesssssssesssnnns 67

APENDICES.......coiitieeccereeeseeseresssas e e sesssss s s e s ssssssssesssssssssssssssasssasessanaes 76



12

1 INTRODUGAO GERAL

O Brasil é o quarto maior produtor de carne suina do mundo, com 3,3 milhdes
de toneladas produzidas anualmente, sendo 600 mil toneladas destinadas a
exportacao para 70 paises (ABPA, 2019), possuindo um dos maiores rebanhos de
suinos do mundo, constituido por animais de diversas ragas destinadas principalmente
a producgao industrial (NISHI et al., 2000). A regido Sul concentra grande parte da
atividade suinicola do pais, onde encontram-se empresas tecnificadas e com processo
de modernizagdo tecnolégica com foco no melhoramento genético, sanidade,
alimentac&o, e manejo do plantel (ESPINDOLA, 2002).

Apesar dos avangos nas tecnologias e melhorias nas condi¢ées de manejo,
os parasitas ainda constituem um problema para a produgao de suinos, persistindo
mesmo em locais com boas praticas de manejo. Além de alterar o desempenho dos
animais, conduzem a perdas econémicas para o setor, e em casos de infeccbes
macicas, pode ocorrer mortalidade principalmente em animais jovens (MOTA et al.,
2003; PIGI, 2007). Os prejuizos devidos a ocorréncia de parasitas nas instalagoes
dependem da quantidade dos mesmos no ambiente, da susceptibilidade individual de
cada animal e do plantel, e as condi¢cdes higiénicos-sanitarias adotadas na granja.
Diante disso, faz-se necessario conhecer a epidemiologia das espécies que
acometem os animais, bem como entender a dindmica de infec¢cao dos parasitas, a
disponibilidade dos ovos, larvas, cistos e oocistos nos ambientes, e a deteccdo das
fontes de infeccdo (JESUS e MULLER, 2000; MOTA et al., 2003; KNECHT et al.,
2011).

Poucos tém sido os estudos referentes a infecgao por helmintos e coccidios
em suinos no Brasil, principalmente os relacionados a frequéncia e a epidemiologia
dos parasitas gastrintestinais (d’ALENCAR et al., 2006). Estudos que relatam os
efeitos das praticas de manejo, de higiene, do vazio sanitario da sala de maternidade,
e a estrutura das instalagdes da granja no risco de ocorréncia e transmissao da
doenga, também séo pouco frequentes (MUNDT et al., 2005; SOTIRAKI et al., 2008).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SUINOCULTURA E OS DESAFIOS COM A SINDROME DE DIARREIA NOS
ANIMAIS

A cada ano, a suinocultura vem objetivando o aprimoramento das tecnologias
visando suprir a crescente demanda do mercado e o consumo da carne suina.
Parametros produtivos e reprodutivos sédo frequentemente analisados e melhorados
para aumentar a produg¢do e reduzir os custos das granjas produtoras de suinos
(ALMEIDA, 2003).

Praticas de manejo adequado nas granjas vém aumentando o desempenho
reprodutivo e reduzindo a mortalidade nos animais, favorecendo assim o crescimento
da producdo. O manejo sanitario destinado aos animais inclui monitoramento clinico
e laboratorial, para prevenir, tratar e controlar possiveis doengas, e 0 manejo sanitario
destinado ao ambiente, incluindo o controle da qualidade do ar, temperatura e
ventilagdo, controle de moscas, roedores e outros animais carreadores de agentes
causadores de doengas (SOBESTIANSKY et al., 1998). Diante da intensificacdo da
producdo de suinos, melhorias nas condi¢gbes higiénicos sanitarias estdo sendo
aplicadas reduzindo o contato dos animais com as possiveis fontes de infec¢ao, pela
utilizacdo de praticas como desmame precoce, separagao dos animais por idade,
quarentena de animais ingressantes na instalagcao e o sistema “todos-dentro-todos-
fora”. O correto manejo das instalagdes por meio de uso de piso adequado, limpeza
rotineira dos equipamentos e estabelecimento, também tem contribuido para evitar o
contato dos animais com agentes infecciosos a parasitarios. O contato de espécies
de animais com 0s suinos, nos quais esses podem atuar como hospedeiros
intermediarios, tem sido cada vez mais reduzido pelo uso de praticas de manejo e
instalagdes que dificultam a aproximacéo dos hospedeiros aos animais das granjas.
A associacao destes fatores contribui para redugcdo nas espécies parasitarias e a
quebra do ciclo de vida dos parasitas presentes nos ambientes das granjas (MORA,
2000).

Um manejo incorreto ou precario, associado a alteragbes ambientais, fatores
nutricionais e fisiolégicos e uma grande carga de agentes etiologicos somados, irdo
contribuir para o aparecimento da sindrome de diarreia nos suinos (GREGORI et al.,
2000).
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A sindrome de diarreia nos leitdes constitui um dos maiores problemas de
saude que afetam as granjas suinicolas. As infecgdes entéricas tornaram-se uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em leitdes recém-nascidos, resultando
em perdas econdmicas especialmente quando a amamentacao e o desmame sao
afetados (ZLOTOWSKI et al., 2008). Dentre os diversos agentes patogénicos
possiveis causadores de quadros de diarreia, destacam-se
Campylobacter spp., Clostridium  perfringens, Escherichia  coli, Salmonella spp.,
rotavirus grupo A (RV-A), coronavirus bem como por nematddeos e protozoarios
(ZIMMERMAN et al., 2012).

O manejo dos suinos ira interferir na carga e diversidade parasitaria de
helmintos e protozoarios e na intensidade das infecgdes que os acometem, fazendo-
se necessario oferecer condigbes de higiene sanitaria e manejo adequadas. As
infecgdes provocadas pelo parasitismo nem sempre provocam alteracdes visiveis nos
animais, mas podem afetar o desenvolvimento, provocando emagrecimento, retardo
do crescimento e mortalidade, além dos custos gerados para o tratamento desses
animais (JESUS e MULLER, 2000; PINTO et al., 2007). Os protozoarios tém sido
observados em suinos, principalmente os coccidios, que provocam quadros diarreicos

intensos em leitdes lactentes (PINTO et al., 2007).

2.2 Cystoisospora spp.

O género Cystoisospora era inicialmente conhecido como /sospora, descrito
por Schneider em 1881, porém havia controvérsia sobre sua taxonomia desde os
primordios. Em 1977 Frankel propds o género Cystoisopora, devido a descoberta da
capacidade de . felis e I. rivolta formarem cistos monozoicos em hospedeiros
paraténicos, principalmente nos linfonodos mesentéricos de roedores (DUBEY &
FRENKEL, 1972; FRENKEL & DUBEY, 1972; DUBEY, 1979). A partir disso, as
espécies de Isospora spp. que formavam cistos foram denominadas Cystoisospora
spp. (FRENKEL, 1977).

Este novo género foi inicialmente englobado na familia Eimeriidae, pois seu
ciclo de vida era semelhante aos das espécies pertencentes a essa familia
(LEVINE,1988), porém por meio de analises filogenéticas do gene rRNA 18S,
observou-se que o género Cystoisospora era mais proximo dos géneros Toxoplasma,
Neospora e Sarcocystis do que do género Eimeria, indicando que Cystoisospora
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deveria ser incluido na familia Sarcocistidae, juntamente com outros coccidios
formadores de cistos (CARRENO et al.,, 1998; FRANZEN et al., 2000;
SAMARASINGHE et al., 2008). Estudos baseados em dados moleculares e
morfolégicos permitiram dividir o grupo parafilético /sospora em dois grupos
monofiléticos de parasitas, o Isospora e o Cystoisospora. Oocistos que apresentam
corpos de Stieda em seus esporocistos, possuem ciclo de vida monoxeno e nao sao
formadores de cistos pertencem ao género /sospora, familia Eimeriidae sendo
descritos principalmente em fezes de aves. Ja oocistos sem a estrutura morfologica
corpo de Stieda com fraturas nos esporocistos, possuem ciclo de vida heteroxeno,
sendo formadores de cistos pertencem ao género Cystoisospora familia
Sarcocystidae. Neste género, além das espécies ja inclusas como a C. felis e C. rivolta
do gato e C. canis e C. ohioensis do cao, foram acrescentadas as espécies C. belli,
antiga /. bellido homem e C. suis, antiga /. suis de suinos (WENYON, 1923; FRENKEL
& SMITH, 2003; BARTA et al., 2005; SAMARASINGHE et al., 2008).

2.2.1 Cystoisospora suis

C. suis é um dos mais prevalentes parasitas encontrados na suinocultura
intensiva, levando a perdas econémicas significativas por causar, em leitdes lactentes,
quadros de diarreia transitoria e desidratagdo, com subsequente diminuigdo no ganho
de peso e queda no desempenho (STUART et al., 1980; STUART & LINDSAY, 1986;
MUNDT et al., 2007; LEYTON et al., 2011).

Sobestiansky, et al. (2012) afirmam que embora a coccidiose seja uma
doenga comum em leitdes na fase de maternidade, nos ultimos anos, devido ao
desmame realizado precocemente (antes dos 28 dias de idade) em algumas granjas,

a enfermidade tem sido observada também no inicio da fase de creche.

2.3 ESTRUTURA E CICLO BIOLOGICO

Cystoisospora suis € um parasita intracelular obrigatorio, heteroxeno
facultativo e seu ciclo de vida pode ser dividido em trés fases distintas: esporogonia,
excistacdo e desenvolvimento enddégeno (TAYLOR et al., 2010; SOBESTIANSKY et
al., 1998).
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Ao ser eliminado no ambiente juntamente com as fezes, o oocisto nao
infectante (imaturo) passa pela fase de esporogonia, processo pelo qual este, sob
condicoes de temperatura (24 a 27°C), oxigenagao e umidade (80-85%), passa a ser
infectante (esporulado), num periodo aproximado de 48 horas. Esta fase
(esporulagao) ira produzir, no interior do oocisto, dois esporocistos, sendo que cada
um deste ira conter quatro esporozoitos. Os oocistos (FIGURA 01) possuem formato
esférico a subesférico, medindo cerca de 20,6 x 18,1um, com uma membrana celular
incolor e fina. Os dois esporocistos sao elipsoides e medem 13-14 x 8-11um sem
corpusculo Stieda. Os quatro esporozoitos, presentes em cada esporocisto, tém
formato alongado, cilindrico com uma extremidade pontiaguda (TAYLOR et al., 2010;
SOBESTIANSKY et al., 1998).

FIGURA 1 - OOCISTOS DE C. suis OBSERVADOS SOB MICROSCOPIA OPTICA (aumento 400x)

FONTE: A Autora (2018).

O suino se infecta ao ingerir estes oocistos esporulados presentes no
ambiente. A passagem pelo estdbmago altera a parede do oocisto, permitindo que os
sais biliares e enzimas digestivas rompam a parede do oocisto e do esporocisto,
liberando assim os esporozoitos no lumen intestinal, compreendendo a fase de

excistagdo (SOBESTIANSKY et al., 1998). Esses esporozoitos penetram nos
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enterdcitos iniciando a etapa de desenvolvimento enddgeno, arredondando-se sob a
forma de trofozoitos, aumentando de tamanho e formando a primeira geracédo de
esquizontes. Estes esquizontes, ddo origem a primeira geragao de merozoitos, que
invadem células sadias para originar a segunda geracéo de esquizontes. A merogonia
continua por uma a trés geragdes (BOWMAN, 2010).

O merozoito produzido no final da esquizogonia, chamado de telomerozoito,
penetra em uma célula sadia e se desenvolve em microgametoécito (masculino) e
macrogametocito (feminino). Estes irdo se desenvolver e dar origem aos
microgametas e macrogametas. Apenas uma pequena parte destes microgametas
formados conseguira fertilizar os macrogametas formando assim o zigoto, que dara
origem, apos coalescéncia de granulos hialinos em sua periferia, ao oocisto, sendo
essa chamada de reproducao sexuada (FIGURA 02) (BOWMAN, 2010).

FIGURA 2 - CICLO DE VIDA C. suis
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FONTE: Lindsay et al. (1994).

A fase intraintestinal do ciclo de vida acontece entre cinco a oito dias
ocorrendo principalmente, no jejuno e ileo e, em casos de altas infec¢des pode ocorrer
no ceco e colon (SOBESTIANSKY et al., 2012).
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De acordo com Joachim e Schwarz (2015), C. suis tem um desenvolvimento
consideravelmente rapido, principalmente quando comparado ao género Eimeria que
também pode estar presente nos suinos. O processo que engloba o momento da
infecgao até a conclusao da esporulagao, tornando-se infectante, necessita de menos

de uma semana para se completar.

2.4 FONTE DE INFECCAO

A epidemiologia de C. suis ainda n&o esta totalmente elucidada. Estudos
pretéritos indicavam que as matrizes desempenhavam o papel de fonte de infecgao
para os leitdes, porém alguns autores demonstraram que as matrizes nao excretam,
ou raramente excretam, oocistos de C. suis (LINHARES et al., 2012), né&o
desempenhando assim um papel importante na transmissdo de C. suis para a
leitegada (SOTIRAKI et al., 2008).

De acordo com Sobestianky, et al. (1998) os disseminadores de C. suis sao
leitegadas anteriores que eliminam oocistos no ambiente e permanecem no piso da
maternidade. Estes oocistos presentes no ambiente das gaiolas da maternidade, séao
ingeridos pela nova leitegada constituindo-se uma importante via de transmiss&o para
os leitdes. Os oocistos podem ser remanescentes de leitegadas anteriores ou serem
carreados de um ambiente para outra por meio de insetos, roedores ou pelos
funcionarios (SOTIRAKI et al., 2008; LINHARES et al., 2012). Na maioria das granjas
o periodo de vazio sanitario € muito pequeno ou muitas vezes inexistente, a
possibilidade de contaminagdo entre leitegadas € muito grande, tornando assim o
ambiente uma via de transmiss&o importante para os animais (LINDSAY et al., 2005).
Esta contaminagédo é facilitada pela grande excreg¢do de oocistos (1000 a 40000
oocistos/grama de fezes) pelos animais portadores (SOTIRAKI et al., 2008).

A infecgao dos leitdes pode acontecer em qualquer momento durante a fase
de maternidade, podendo ocorrer logo apos o parto ou proximo da desmama. Existe
um padrao ciclico de excrecao dos oocistos, apresentando dois picos, um com 12 dias
pos nascimento e o outro com 20, demonstrando que nem todos o0s animais da
leitegada vao se infectar ao mesmo tempo, sendo que os oocistos liberados no
primeiro pico de excregao aumentam a pressao de infecgdo da gaiola de maternidade,
favorecendo assim a contaminacdo dos leitbes que ainda nao haviam sido
contaminados (SOTIRAKI et al., 2008). Joachim et al. (2014) observaram, apos
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inoculagdo experimental de oocistos esporulados, que os leitdes comegavam a
excretar os oocistos, em média, com seis dias pos infecgdo, aumentando a quantidade
excretada até o 8° dia. Um segundo pico de excregao foi observado do 12° ao 16° dia
pos infecgao.

Os oocistos sdo bastante resistentes no ambiente, podendo sobreviver no
solo por mais de um ano em temperatura de 40 a 45°C. Este fato dificulta o controle
e erradicagao da coccidose nas granjas, mesmo com as técnicas de manejo, limpeza

e desinfeccao na suinocultura atual (LINHARES et al., 2012).

2.5 SINAIS CLINICOS

Leitdes infectados com C. suis apresentam um quadro clinico de diarreia
amarelada a acinzentada fétida e pastosa, ocorrendo entre cinco a 15 dias de idade
(FIGURA 03) (LINDSAY et al., 1985; MEYER et al.,1999; SOBESTIANSKY et al.,
1998). A diarreia pode persistir por 10 a 15 dias e geralmente ndo responde a
antibioticoterapia. A enfermidade afeta tanto leitegada de primiparas como leitegada
de multiparas, sendo que a gravidade dos sinais clinicos depende da idade em que o
animal foi infectado, e se ha infeccdo mista com outros agentes infecciosos
(SOTIRAKI et al., 2008).

Leitdes lactentes infectados durante a primeira semana de vida desenvolvem
as lesdes intestinais tipicas e os sinais clinicos da coccidiose, provocando assim,
uma infeccdo mais severa nestes animais (MUNDT et al., 2003; WORLICZEK et
al., 2009; WORLICZEK et al., 2011). Segundo Gabner et al. (2014) isso pode ser
devido a uma imaturidade funcional do sistema imunolégico dos leitdes durante as

primeiras semanas de vida.
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FIGURA 3 - LEITAOCOM DIARREIA SUGESTIVA DE COCCIDIOSE

=l

FONTE: A Autora (2018).

A taxa de morbidade da doenga € variavel, podendo atingir 100%, em
comparagao a taxa de letalidade, que geralmente € menor que 5%. Porém ha uma
marcante redugdo no desempenho dos animais, levando a perdas econdmicas. Em
casos mais graves, a letalidade da doenca pode atingir até 20% (SOBESTIANSKY et
al., 1998). Animais acometidos por C. suis ficam com a regido do perineo suja de
fezes, pelos arrepiados e os leitdes ficam mais letargicos, porém continuam a se
alimentar. Leitdbes altamente infectados terdo uma perda de parte da superficie
intestinal, levando assim a uma redug¢ao no crescimento e ganho de peso, tornando
umas das consequéncias mais marcantes da coccidiose (KREINER et al., 2011).

C. suis é considerado agente primario e responsavel pela lesdo na mucosa
intestinal, permitindo a ocorréncia de infeccbes secundarias. As lesdes primarias
causadas por C. suis tornam a mucosa intestinal mais permeavel a outros patégenos
(BACH et al., 2003).

A coinfecgdo com outros agentes, como bactérias (E.coli, Clostridium sp.) e

virus (Rotavirus, Coronavirus) pode estar associada a quadros clinicos mais graves e
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taxas de letalidade mais elevadas, quando comparadas a infeccdo somente pelo
referido protozoario (VITOVEC et al., 1991; WESTPHAL et al. 2007; MENGEL et al.,
2012).

ApOs a ingestdo de oocistos esporulados, a infecgdo se desenvolve por um
periodo de cinco a sete dias resultando em lesbes no epitélio das vilosidades
intestinais, como necrose, fusdo das vilosidades, atrofia e hiperplasia das criptas e
enterite necrética (MUNDT et al., 2003). Estas lesbes causadas por C. suis localizam-
se basicamente no jejuno e ileo, e algumas vezes se estendendo ao ceco e célon
(NIESTRATH et al., 2002), podendo predispor os leitdes a outras infec¢des como
clostridioses e colibacilose (MAES et al., 2007). Macroscopicamente, as alteragdes
sdo discretas e dificilmente pode ser encontrada uma enterite fibrinonecrotica
(NIESTRATH et al., 2002). As lesdes consistem em atrofia de vilosidades e moderada
erosdo da mucosa, a uma grave enterite fibrinonecrética (STUART et al., 1982;
MUNDT et al., 2007).

As lesdes no intestino podem ter um impacto significativo no crescimento e no
bem-estar dos suinos ao longo da vida, causando queda no ganho de peso mesmo
em leitdes assintomaticos (MAES et al., 2007).

A infecgao por Cystoisospora € autolimitante. No interior do organismo do
hospedeiro o protozoario se reproduz dando origem a varias geragdes, diante do
desenvolvimento da imunidade por parte do hospedeiro, essa reprodugao diminui
consideravelmente, podendo desaparecer completamente (BOWMAN, 2009). A
imunidade celular constitui o meio mais importante para o desenvolvimento de
resisténcia a doenca, tornando os animais naturalmente resistentes em casos de
reinfecgdes, visto que os anticorpos adquiridos via colostro possuem pouca
importancia na protegdo do leitdo contra o desenvolvimento da forma clinica da
coccidiose (STUART et al., 1982; KOUDELA E KOUCERVA, 2000).

2.6 DIAGNOSTICO

O diagndstico da coccidiose causada por C. suis é realizado comumente pela
visualizagcdo em microscoépico optico de oocistos nas fezes, utilizando métodos de
flutuagéo fecal ou de centrifugo-flutuagdo. No entanto, a presenca de impureza nas
fezes, o alto conteudo de gordura nas fezes de leitdes, e o curto periodo de excre¢ao

bem como padrdes de excregao de oocistos bastante variaveis acabam dificultando e
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limitando o uso da técnica (LINDSAY et al., 1997; MUNDT et al., 2006; KARAMON
et al., 2007; JOHNSON et al., 2008; JOACHIM et al., 2014). Para o diagnéstico da
presenca de oocistos nas fezes, devem ser amostradas no minimo cinco leitegadas
com idade entre oito e 20 dias, fazendo o pool de fezes de cada dois a trés leitdes. Se
a primeira coleta resultar negativa, recomenda-se repeti-la com intervalo de uma
semana, pois a chance de deteccdo aumenta a medida que aumenta a idade dos
leitdbes (MEYER et al., 1999).

Oocistos de C. suis sao diferenciados dos de Eimeria spp. somente apds a
esporulacao destes que ocorre somente no ambiente. Oocistos de C. suis possuem
estruturas chamadas de hazy bodies entre a parede do oocisto e 0os esporocistos e
pelo fato dos oocistos possuirem dois esporocistos com quatro esporozoitos cada,
diferentemente dos oocistos de Eimeria spp. que possuem quatro esporocistos com
dois esporozoitos em cada (LINDSAY et al., 1999).

O diagndstico pode ser realizado também pela visualizagdo de formas
enddgenas do protozoario nas células epiteliais do jejuno e ileo, em cortes histoldgicos
corados com hematoxilina e eosina (REBOUCAS et al., 1992).

Lesdes macroscopicas sao visiveis em casos de infecgdo severa, onde
observa-se membrana fibronecrotica na mucosa do jejuno e ileo. Microscopicamente
observa-se uma leve descamacgao do epitélio intestinal, hiperplasia de criptas,
associadas a uma necrose e atrofia focal moderada a leve, das vilosidades, observado
principalmente também no jejuno e ileo. No tecido linfoide ocorre hiperplasia, podendo
apresentar edema e congestao da lamina propria com infiltrado inflamatério misto com
predominio de células escamosas (CALDERARO et al., 1997).

A técnica de microscopia de fluorescéncia, com emissao de luz ultravioleta,
constitui uma forma de diagndstico para deteccdo de oocistos nas fezes,
principalmente em fezes com alto teor de gordura. O uso desta técnica permite
aproveitar a autofluorescéncia dos oocistos, facilitando assim a visualizagao destes,
sendo mais sensivel que os métodos tradicionais de flutuagéo fecal (DAUGSCHIES
et al., 2001).

Testes baseados na detecgao do acido nucleico, como reagao em cadeia pela
polimerase (PCR), sdao altamente sensiveis (JOACHIM et al., 2004), podendo ser
utilizados também como ferramenta de diagndstico, principalmente em casos onde a
obtencao de fezes frescas para visualizagdo de oocistos viaveis esteja comprometida
(JOACHIM et al., 2004).
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Porém, a extragao do material genético a partir das amostras (tecido, fezes),
€ dispendiosa e exige mao-de-obra treinada podendo ser um fator limitante ao uso da
técnica (SHRESTHA et al., 2018).

Poucos sdo os dados disponiveis no Genbank para espécies de
Cystoisospora spp., tornando assim o uso rotineiro de primer universal para amplificar
o genoma do referido género (MATSUBAYASHi et al., 2011). Em suinos, espécies
pertencentes aos géneros Eimeria spp. e Cystoisospora sao relatadas, diante disso o
uso de sequenciamento genético permite um diagnostico mais acurado (MORENO et
al., 2007; PENGFEI et al., 2012).

2.7 TRATAMENTO E CONTROLE

O uso profilatico de medicamentos com agao anticoccidiana em leitdes na
primeira semana de vida ja € rotina na maioria das granjas de suinos. Dentre os
produtos disponiveis para uso nesses animais, a droga de escolha atualmente usada
na rotina das granjas € o toltrazuril, aplicado em dose unica (20 mg/kg), em leitbes
com trés a cinco dias de vida, via oral, podendo efetivamente reduzir a chance e a
quantidade de excrecgéo dos oocistos (WESTPHAL et al., 2007; SKAMPARDONIS et
al., 2010; JOACHIM et al., 2011; MENGEL et al., 2012), e promovendo significativos
beneficios econdmicos, mesmo em casos subclinicos (LEYTON et al., 2011). Quando
comparado com outras drogas disponiveis, como o diclazuril e as sulfonamidas,
toltrazuril demonstrou efeito superior (MUNDT et al., 2007).

O toltrazuril, € um farmaco com atividade anticoccidiana e antiprotozoaria de
amplo espectro de acéo, podendo ser usado para prevencao da coccidiose neonatal
em suinos, mieloencefalite protozoaria equina (Sarcocystis neurona, Neospora
caninum, Neospora hughesi) e hepatozoonose canina (Hepatozoon spp.) (ADAMS,
2003). Recomenda-se o toltrazuril como medida preventiva para coccidiose suina, e
também como terapia para casos com formas clinicas evidentes (MUNDT et al., 2007),
atuando nas distintas formas evolutivas do parasita, principalmente nos esquizontes
nos macrogametocitos e microgametdécitos e alterando a funcéo da cadeia respiratéria
e as enzimas mitocondriais (SPINOSA et al., 2002). Reduz significativamente a
excrecao de oocistos e o quadro diarreico em animais infectados (GUALDI et al., 2003;

MUNDT et al., 2007). A sua eficacia para o controle e tratamento de coccidiose suina
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ja foi relatada frequentemente em estudos com leitdes infectados experimentalmente
(MUNDT et al., 2003; MUNDT et al., 2007).

De acordo com Silva et al. (1998) a utilizagdo somente de medicamentos
como medida de controle das diarreias gera resultados irregulares e temporariamente
satisfatorios, tornando necessario um estudo sobre as condi¢gdes de manejo € o
ambiente onde os animais se encontram, visando assim reduzir a ocorréncia de novos
casos e suas possiveis consequéncias para a produgéo animal.

A associagdo do uso de um anticcocidiano com a implantagdo de um
programa de limpeza completa e continua s&o fundamentais para um controle efetivo
do protozoario (KREINER et al., 2011)

2.8 DISTRUBUIGAO

C. suis tem sido relatado em varios paises, porém no Brasil poucos séo os
estudos atuais que aliam a prevaléncia ou ocorréncia de parasitas, em especial o
referido protozoario, dada a sua importancia de seus impactos na suinocultura
brasileira.

Autores como Nish et al. (2000), Lai et al. (2011) e Barbosa et al. (2015)
avaliaram a presenca de protozoarios em suinos, encontrando resultados para
coccidios, porém sem a distingdo entre os géneros Eimeria sp. e Cysotisospora sp. Ja
Calderaro et al. (2001); D’Alencar et al. (2006); Sator et al. (2007); Leyton etal. (2011);
Zhang et al. (2012); Ruiz et al. (2016) e Leon & Borges (2018) avaliaram,
especificadamente, a presencga de Cystoispora suis em leitdes lactentes com média

de uma a quatro semanas de idade (TABELA 01).



TABELA 1 - OCORRENCIA DE COCCIDIOS EM SUINOS EM DIFERENTES PAISES, METODO

DIAGNOSTICO, NUMERO DE ANIMAIS POSITIVOS E REFERENCIAS.
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REFERENCIA ESTADO/PAIS DI AMGENTgSDT?CO A:"V?AI‘E'S
POSITIVOS
Ledn e Borges (2018) Venezuela (Sgr?trrcl)fﬂzgailﬁ?lljc;%gg) (231%/2?2)
Leyton et al. (2011) Canada C?ﬁ;?f:égziggg)c ° (1286;;2)/09)
Lafetal @011 SUSTIS et o 8
Zhang et al. (2012) China C‘;ﬁ;?f:;f,‘}‘;'é’ﬁ.'f ° (gg/’? ?(:/8)
Ruiz et al. (2016) el (hutacofecs) (648
sartor etal. (2007) S utieae)  (137260)
DiAlencar etal. (2008) O e O (11126)
Calderaro etal. (2001) 575 ZRie OOy (19h74)
Nishietal. (2000) T e ey (26114)
Nishi et al. (2000) el (hutacaotecs | (581423)
Barbosa etal. (201) 10 g IO ey (138/702)

FONTE: A Autora (2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a ocorréncia de Cystoisospora suis na fase de maternidade,
comparando com o uso profilatico do toltrazuril em uma granja suinicola do municipio

de Palotina/PR-Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a ocorréncia de C. suis em leitdbes e matrizes em uma granja
suinicola no municipio de Palotina-PR com e sem o uso profilatico do toltrazuril.

2. Pesquisar as possiveis fontes de infecgdo do C. suis em uma granja suinicola
no municipio de Palotina-PR.

3. Avaliar as vias de transmissédo do C. suis na fase de maternidade em uma
granja suinicola no municipio de Palotina-PR.

4, Avaliar a interferéncia da estagdo do ano na ocorréncia de C. suis em uma

granja suinicola no municipio de Palotina-PR.
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4 CAPITULO 1

Artigo intitulado: Analise da pressao de infecgao do C. suis antes e apds a suspensao

do uso profilatico do toltrazuril, em uma granja suinicola em Palotina, PR, BR
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RESUMO

A coccidiose suina, causada pelo Cystoisospora suis, € responsavel por
perdas produtivas e acomete principalmente animais na fase de lactagao que podem
se infectar pela ingestdo de oocistos remanescentes presentes no ambiente das
instalagdes, ou carreados para dentro das instalagdes por meio de fomites, vetores ou
outros animais. Os sinais clinicos incluem diarreia ndo hemorragica com duragéo
aproximada de 10 dias, levando os animais a quadros de desidratacao e perda de
peso. O objetivo desse trabalho foi determinar a ocorréncia de Cystoisospora suis na
fase de maternidade, comparando com o uso profilatico do toltrazuril em uma granja
suinicola localizada no municipio de Palotina, Estado do Parana, Brasil, conhecer as
possiveis fontes de infecgao e vias de eliminagao do agente e correlacionar a infecgéao
com a estagdo do ano. Para isso foram utilizados um grupo controle e um grupo
tratado, durante o inverno (junho e julho) e o verao (fevereiro e margo), cada grupo foi
constituido por nove matrizes alojadas em sala de maternidade com igual estrutura
fisica. As seguintes amostras foram coletadas: fezes das matrizes, agua dos
bebedouros individuais de cada gaiola, swabs retais de cada leitegada, residuos
organicos presentes no calgado dos tratadores, swabs ambientais pré e poés
alojamento, insetos presentes nas salas analisadas e fezes que ficavam acumuladas
nos ambientes das gaiolas durante o periodo de amamentagédo. As amostras foram
submetidas a exames coproparasitolégicos e a PCR. A presencga de oocistos de C.
suis nas amostras foi detectada nas seguintes amostras e frequéncias: fezes de
matrizes (2,84%); fezes coletadas no ambiente das gaiolas (20,22%); swabs retais
dos leitdes (9,03%); amostras de agua coletadas (7,60%). As demais amostras foram
negativas para a presenca doo parasita. Nao houve correlagdo entre as vias de
transmissao e fonte de infecgdo estudadas, assim como nao houve diferenga
significativa entre o grupo tratado e nao tratado. Em relacdo a estagdo do ano,
observou-se maior ocorréncia do protozoario durante o inverno. Os resultados
demonstram que C. suis ndo esta amplamente disseminado no ambiente das
maternidades das granjas suinicolas e que o uso profilatico do toltrazuril ndo mostrou
ser necessario, podendo assim ser evitado o seu uso indiscriminado, gerando menos
custos econdmicos e casos de resisténcia contra essa droga.

Palavras-chave: coccidiose, anticoccidiano, maternidade.
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ABSTRACT

Swine coccidiosis is, caused by Cystoisospora suis, is responsible for the
productive losses and mainly affect animals in the lactation phase and can become
infected by ingestion of remaining oocysts present in the environment of the facilities,
or carried into the premises by means of fomites, vectors or other animals. Clinical
signs include non-hemorrhagic diarrhea that lasts for more than 10 days, leading to
dehydration and weight loss. The aim of this study was to determine the occurrence of
Cystoisospora suis in the maternity phase, comparing with the prophylactic use of
toltrazuril in a pig farm in Palotina city, Parana State, Brazil, to know the possible
sources of infection and routes of elimination of the agent and to correlate the infection
with the season of the year. For this, a control group and a treated group were used
during the winter (June and July) and the summer (February and March), each group
consisted of nine matrices housed in a maternity ward with the same physical structure.
The following samples were collected: feces from the matrices, water from the
individual drinking fountains of each cage, rectal swabs from each litter, organic
residues present in the trawlers' shoes, environmental swabs pre and post housing,
insects present in analyzed rooms and feces accumulated in the environments during
the breastfeeding period. Samples were submitted to coproparasitological examination
and PCR. The presence of C. suis oocysts in the samples and frequencies was: feces
of matrices (2.84%); feces collected in the environment of the cages (20.22%); rectal
swabs of piglets (9.03%); samples collected (7.60%). The other samples were negative
for the presence of the parasite. There was no correlation between the transmission
routes and source of infection studied, nor was there a significant difference between
the treated and untreated groups. In relation to the season of the year, it was observed
a greater occurrence of the protozoan during the winter.The results show that C. suis
is not widely disseminated in the maternity environment of swine farms and the
prophylactic use of toltrazuril has not been shown to be necessary, thus avoiding its
indiscriminate use, resulting in less economic costs and cases of resistance against
this drug.

Key words: coccidiosis, anticoccidial, maternity.
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5.1 Introducgao

A coccidiose em leitdes € uma doenca entérica causada por protozoarios da
classe Coccidia sendo a espécie Cystoisospora suis a principal espécie relacionada
as perdas produtivas (MUNDT et al., 2006).

Os leitdes podem se infectar ao ingerirem oocistos esporulados presentes no
ambiente contaminado por fezes remanescentes de outras leitegadas anteriores, ou
serem carregados das outras salas de maternidade por meio de insetos, roedores ou
pelos funcionarios, ou através da contaminacao nos tetos das porcas (LINHARES et
al., 2012; LINDSAY et al., 1999). A resisténcia dos oocistos no ambiente € alta,
podendo sobreviver no solo por 15 meses em temperatura de 40 a 45°C, o que poderia
justificar a dificuldade no controle e erradicacdo da coccidose nas granjas, mesmo
apo6s as melhorias realizadas com relagao a limpeza e desinfecgdo na suinocultura
atual (LINHARES et al., 2012).

Acreditava-se que as porcas poderiam ser uma fonte de infecgdo, porém
atualmente sabe-se que estes animais raramente excretam oocistos de C. suis
(LINHARES et al., 2012).

Os sinais clinicos dependem da quantidade de oocistos ingeridos pelo animal,
e inclui diarreia de consisténcia cremosa a pastosa, nao hemorragica (MUNDT et al.,
2006), que nao responde a antibioticoterapia convencional (SCALA, et al 2009).
Devido a diarreia, os leitdes desidratam e apresentam redug¢ado no ganho de peso e
queda no desempenho (SKAMPARDONIS et al., 2010).

O uso profilatico de medicamentos com agao anticoccidiana em leitdes na
primeira semana de vida ja € rotina na maioria das granjas de suinos. Dentre os

produtos disponiveis para uso nesses animais, o produto mais eficiente € o toltrazuril
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que quando comparado com outras drogas disponiveis, como o diclazuril e as
sulfonamidas, demonstra efeito superior (MUNDT et al., 2007).

O toltrazuril, € um farmaco com atividade anticoccidiana e antiprotozoaria de
amplo espectro de acdo, podendo ser usado para prevengao da coccidiose neonatal
em suinos, mieloencefalite protozoaria equina (Sarcocystis neurona, Neospora
caninum, Neospora hughesi) e hepatozoonose canina (Hepatozoon spp.) (ADAMS,
2003). O toltrazuril atua nas distintas formas evolutivas do parasita, principalmente
nos esquizontes nos macrogametoécitos e microgametécitos, alterando a funcao da
cadeia respiratoria e as enzimas mitocondriais (SPINOSA et al., 2002).

Poucos tém sido os estudos referentes a infeccao por helmintos e coccidios
em suinos no Brasil, principalmente os relacionados a frequéncia e a epidemiologia
de parasitas gastrintestinais (I’ALENCAR et al., 2006). Estudos que relatam os efeitos
das praticas de manejo, de higiene, do vazio sanitario da sala de maternidade, e a
estrutura das instalagbes da granja no risco de ocorréncia e transmissédo da doencga,
também sao pouco frequentes (MUNDT et al., 2005; SOTIRAKI et al., 2008). Diante
do exposto, o objetivo do trabalho foi entender a epidemiologia da infec¢do por
Cystoisospora suis na fase de maternidade em uma granja suinicola do municipio de

Palotina-PR e avaliar a eficacia do uso profilatico do toltrazuril.
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5.2 Material e Métodos

5.2.1 Comité de Etica em Experimentacdo Animal

Esse estudo esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo
Animal e foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal do Parana-Setor Palotina, com protocolo numero 25/2017.

5.2.2 Area de Estudo

O experimento foi realizado em uma granja de suinos comercial, no municipio
de Palotina, Parana, Brasil. A cidade esta localizada no oeste paranaense, possuindo
clima subtropical umido, com verdes quentes e invernos frios ou amenos, tendo a
média anual de temperatura de 20°C. A latitude é de 24°17'2" S, longitude
de 53° 50' 24" W e altitude de 335 m com precipitagdo média anual de 1600 a 1800
mm (IAPAR, 2018).

Quatro salas de maternidade foram utilizadas ao total, com nove gaiolas em
cada. As matrizes, tanto multiparas como primiparas, permaneciam nestas salas até
o desmame dos leitdes, que acontecia, em média, aos 21 dias de seu nascimento.
Era realizado o sistema de manejo “todos dentro-todos fora”, onde apds o desmame
ocorria a higienizagao e desinfecgao das salas com o uso dos produtos Noval® X Car
(concentracao 1:40) e o desinfetante Farmasept® Plus associados com jatos de agua
fria.

O total de matrizes utilizadas para este experimento foi de 36, pertencentes a

genética DB e 36 leitegadas com uma meédia de 11 leitdes por leitegada. A granja
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possui historico de diarreia em leitdes lactentes e presenca de protozoarios na fase
de maternidade.

Na sala de maternidade os animais ficavam em instalagcbes convencionais de
alvenaria, revestidas de cimento com paredes e pisos impermeaveis, sendo que a
parte posterior do piso era de ferro galvanizado vazado. As gaiolas eram suspensas
do chao com vala para deposi¢ao e condugao dos dejetos. Cada gaiola possuia um
comedouro e bebedouro para as fémeas, que também eram compartilhados pelos
leitdes, eventualmente. A climatizagdo do ambiente era feita por meio de ventiladores
e o sistema de gotejamento de agua por dutos posicionados acima das fémeas. O teto
era forrado com lona plastica e as paredes laterais possuiam cortinas moveis que
permitiam uma ventilagdo natural quando necessario.

Os animais ficavam em regime de confinamento recebendo racao, trés vezes
ao dia, na forma farelada formulada a base de milho e farelo de soja e suplementadas
com minerais e vitaminas para atender as exigéncias nutricionais dessa fase.

Os escamoteadores eram anexos as gaiolas com paredes e pisos de
concreto, possuindo uma abertura lateral e superior de madeira. O aquecimento era
feito por meio de energia elétrica, com o uso de lampadas halégenas claras.

As fémeas eram alojadas na maternidade cerca de trés a cinco dias
precedentes ao parto, o qual era induzido e, em caso de necessidade, era realizado o
toque vaginal para auxilio ao nascimento dos leitdes. Logo apds o nascimento dos
leitdes realizava-se a amarragao do umbigo com barbante umedecido em iodo e no
terceiro dia de vida era feito o desgaste dos dentes e aplicagao de ferro intramuscular

em cada leitao.
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5.2.3 Periodo Experimental

Com o objetivo de compreender o comportamento epidemiolégico de C.suis
no uso profilatico e na retirada, intencional, do Toltrazuril o experimento foi realizado
utilizando-se grupo experimental, onde houve a administracéo profilatica de toltrazuril
e 0 grupo controle onde os animais nado receberam o referido medicamento, o
experimento foi feito em duas etapas, sendo uma no inverno e a outra no verao.

O experimento realizado no inverno compreendeu os meses de julho e agosto
de 2017, abrangendo assim uma parte do inverno brasileiro, onde foram utilizadas
duas salas de maternidade, sendo nove gaiolas em cada uma. O experimento
realizado no verdo ocorreu durante os meses de fevereiro e margco de 2018,
abrangendo uma parte do verao brasileiro, sendo utilizada a mesma quantidade de
salas de maternidade e gaiolas que se utilizou no inverno. Logo apds o experimento
do inverno foi solicitada a retirada do Toltrazuril, uma vez que a ocorréncia do coccidio

foi baixa.

5.2.4 Coleta e Processamento de Amostras

Diferentes amostras biolégicas e ambientais foram coletadas com o objetivo
de verificar possiveis fontes de infecg¢ao, vias de transmissao e vetores responsaveis
pela transmissdo da isosporose para os leitdes. As amostras foram submetidas aos
métodos coproparasitolégicos de Willis-Mollay (1921) modificado e de Sheather
(1923) modificado e a reagdo em cadeia pela polimerase segundo Samarasinghe et

al. (2008).
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As amostras de fezes submetidas aos exames coproparasitologico foram

classificadas, individualmente, quanto a quantidade de oocistos presente, baseando-

se em um score de acordo com Mengel et al. 2012 (APENDICE B).

As amostras que foram submetidas a PCR sofreram extracdo de DNA

utilizando-se o kit comercial DNeasy Blood and Tissue (Qiagen) segundo as

recomendagdes do fabricante, com um volume final de 200 uyL. Quatro ciclos de

congelamento/descongelamento (YANG et al., 2015) foram realizados previamente

para garantir a lise eficiente dos possiveis oocistos presentes antes de ser submetido

a extracao de DNA. As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel

de agarose (1,5%) para visualizagao.

A tabela 01 resume a coleta e o processamento das amostras realizadas no

experimento.

TABELA 1 - COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

Amostra N°de Dias das coletas Exames
amostras
Fezes Matrizes 144 .5,0,7,14,21 WL f,%el_j‘ther e
Fezes Leitegadas 144 0,7,14,21 PCR
Fezes Gaiola Matrizes 89 0,7,14,21 Willis/ ffc‘;esther e
Fezes Gaiola Leitegada 94 7,14,21 WIIIIS/}SDféeRather €
Agua bebedouro 184 -5,0,7,14,21 PCR
Moscas e baratas 32 0,7,14,21 PCR
Willis/Sheather e
Calgados 16 0,7,14,21 PCR
Swab ambiente pré-alojamento 36 -1 PCR
Swab ambiente pés- alojamento 36 22 PCR

FONTE: A Autora (2018).
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5.2.4.1 Fezes

Matrizes:

Cento e quarenta e uma amostras de fezes das 36 matrizes alojadas nas salas
de maternidade submetidas ao experimento foram coletadas. Essas coletas
ocorreram no dia do alojamento destas fémeas na sala de maternidade, que ocorria
em torno de trés a cinco dias antes do parto (dia -5), e depois coletadas novamente
no dia do nascimento dos leitdes (dia 0), repetindo-se a coleta semanalmente (dias 7
e 14) até o desmame (dia 21).

As amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal
armazenadas em recipientes com tampa de rosca, devidamente identificados, e
refrigeradas até analise, que ocorria em até sete dias apds a coleta. As amostras
foram submetidas as técnicas de Willis-Mollay e ao método de Sheather. Amostras

positivas foram submetidas a PCR.

Ambiente:

Amostras de fezes que ficavam acumuladas no ambiente das gaiolas foram
coletadas sendo 94 fezes de leitdes e 89 fezes de matrizes. Durante o periodo da
coleta, algumas gaiolas ndao tinham nenhuma amostra de fezes ou apenas tinham
amostra de fezes de leitdo ou somente da porca. As amostras foram coletadas
semanalmente, comegando a partir do dia do nascimento dos leitdes até o término do
periodo de amamentagao, de 21 dias. Para as amostras de leites, foi realizado um
pool das fezes da leitegada presentes em cada gaiola.

As amostras foram acondicionadas em recipientes com tampa de rosca,

devidamente identificados, e refrigeradas até analise, que ocorria em até sete dias
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apos a coleta. As amostras foram submetidas as técnicas de Willis-Mollay e ao método

de Sheather. Amostras positivas foram submetidas a PCR.

Swabs retais (leitbes):

Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal dos leitdes,
com o auxilio de swabs estéreis (Absorve®). O swab retal para recuperagéo de fezes
foi realizado em cada leitdo que constituia a leitegada.

O swab de cada leitdo foi armazenado, formando o pool da leitegada, em
tubos conicos de 50 mL tipo falcon com agua destilada estéril. No laboratério, cada
tubo foi submetido a agitacdo por aproximadamente um minuto visando o
desprendimento da maior quantidade de fezes presentes no material do swab, e
armazenados a 4°C até o processamento da analise molecular, na qual foi realizada
a Reacdo em Cadeia pela Polimerase. As coletas de fezes realizadas utilizando o
swabs foram feitas no momento do nascimento do animal, e repetidas semanalmente
até o término do periodo de amamentacao, totalizando 144 pools de swabs retais dos

leitOes.

5.2.4.2 Agua dos bebedouros

Um total de 184 amostras das aguas presentes nos bebedouros de cada
gaiola foram coletadas no dia do alojamento das fémeas na sala de maternidade, no
dia do nascimento dos leitdes e depois a coleta foi repetida semanalmente até o dia
do desmame. Amostras de agua oriundas da fonte de distribui¢cao para as salas foram

coletadas no dia do alojamento e no dia do desmame. Apds a coleta, as aguas eram
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armazenadas em recipientes com tampa de rosca e armazenadas sob temperatura
ambiente, até o momento da filtragao.

Para a filtragao utilizou-se um aparato de filtracdo da Millipore (Millipore Filter
Holder), contendo membrana filtrante de microfibra de vidro, sem resina com 47mm
de diametro, para a concentracdo de possiveis oocistos presentes nas amostras. A
filtracdo ocorreu sob pressado negativa e apds a membrana foi retirada e colocada em
embalagem plastica com PBS tween, sendo entao friccionada dentro da embalagem
e o liquido recuperado apds esta fricgao foi entdo centrifugado a 10000rpm por 10
minutos. O sedimento final foi suspenso em 500 pL de tampé&o de lise (DNeasy Blood

and Tissue (Qiagen), e mantido congelado para posterior extracdo de DNA.

5.2.4.3 Moscas e baratas

Moscas, baratas e roedores que tivessem tido contato com as salas de
maternidade durante o periodo de amamentagcao foram coletados. Para tanto, foram
colocadas armadilhas no interior de cada sala para capturar estes insetos e roedores.
A granja ndo possui nenhum sistema de controle e prevengao contra esses animais.

As amostras foram acondicionadas em recipientes devidamente fechados e
identificados e mantido a 4°C até o momento do processamento molecular.

As moscas e baratas coletadas foram maceradas de forma separada, de
acordo com a espécie e a sala a qual foi capturada e em seguida foi realizada a

extragao de DNA e posterior PCR. Nenhum roedor foi capturado durante a pesquisa.
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5.2.4.4 Calcados dos tratadores

Residuos de matéria organica encontrados na sola dos sapatos dos
funcionarios que tinham contato com as salas de maternidade também foram
coletados. Ao entrarem nas respectivas salas, com o auxilio de uma espatula de ago
inox, residuos presentes no solado dos sapatos foram retirados e armazenados em
potes de coleta devidamente fechados e identificados. Estes residuos, que muitas
vezes eram constituidos por restos de matéria organica, dentre eles fezes, foram
submetidos a técnica de Willis-Mollay (1921) modificado. Além da coleta com a
espatula, os residuos foram coletados também utilizando swabs, os quais foram
armazenados em microtubos de 2 mL contendo agua destilada estéril, cada microtubo
foi submetido a agitagéo por aproximadamente um min visando o desprendimento da
maior quantidade de material e mantidos a 4°C para posterior analise molecular. Os
mesmos materiais coletados foram submetidos a diferentes formas de analise
(coproparasitologica e as amostras positivas foram submetidas a PCR.

Ao total foram analisadas 32 amostras oriundas do solado do calgado dos
tratadores. Estas amostras foram coletadas semanalmente, iniciando no dia do
nascimento dos leitdes até o desmame, sendo assim contabilizando duas amostras

por semana, em cada uma das quatro salas analisadas durante todo o experimento.

5.2.4.5 Swabs pré-alojamento e pos alojamento

No mesmo dia do alojamento das matrizes nas salas de maternidade, antes

das fémeas serem alocadas em suas respectivas gaiolas, foram passados por toda
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extensdo da gaiola, englobando principalmente fissuras, valetas, buracos existentes
no ambiente que favoreciam o acumulo de fezes, de matéria orgénica.

Ao total foram realizados, 36 swabs no pré-alojamento das fémeas, para cada
gaiola foram usados dois swabs que foram acondicionados em microtubos de dois mL
contendo agua destilada estéril, cada microtubo foi submetido a agitacdo por
aproximadamente um minuto visando o desprendimento da maior quantidade de
material e mantidos a 4°C para posterior analise molecular. As amostras foram
submetidas a PCR.

Amostras superficiais do ambiente (piso e paredes), englobando
principalmente fissuras, valetas, buracos existentes no ambiente que favorecessem o
acumulo de fezes, de matéria organica, de cada gaiola foram coletados utilizando
swabs. Essa coleta ocorreu apods a limpeza e desinfec¢ao das salas da maternidade.

Ao total foram realizados 36 swabs que foram acondicionados em microtubos
de 2 mL contendo agua destilada estéril, cada microtubo foi submetido a agitagéo por
aproximadamente um minuto visando o desprendimento da maior quantidade de

material e mantidos a 4°C para posterior analise molecular.

5.2.4.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada com o procedimento FREQ e

CORR do programa SAS 9.1.3.
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5.3 Resultados e discussao

5.3.2 Swabs retais (leitdes)

Das 144 amostras de pool de swabs retais coletadas de cada leitegada, nas
duas estagdes do ano avaliadas, 13 (9,03%) foram positivas para C.suis na técnica
da PCR, correspondendo a nove das 36 (25%) leitegadas analisadas, compreendo
leitbes com idade entre sete e 21 dias. Todas as amostras positivas foram obtidas
durante o periodo do inverno, ndo sendo observada positividade nas amostras
coletadas durante o verdo (Tabela 02). Esta baixa ocorréncia se assemelha ao
observado Cruz Junior et al. (2013) que encontraram C. suis em apenas 3,3% das
amostras de fezes de 60 leitdes lactentes na primeira semana de vida, os autores
relacionaram seus baixos resultados com a idade dos animais analisados, sugerindo
que a coccidiose € rara em leitdes entre um e sete dias de idade, no qual de acordo
com Martineau & Castillo (2000). A infeccgao por C.suis € mais frequente durante a

segunda e terceira semana de vida dos leitdes.

TABELA 2 - RESULTADOS DA PCR DE FEZES DE LEITOES DOS GRUPOS CONTROLE E
EXPERIMENTAL PARA A DETECCAO DE C. suis EM GRANJA SUINICOLA DE PALOTINA -
PARANA.

Amostra/Dia/ N°. positivos 0 7 14 21
Leitdes grupo controle/inverno 0 0 3 0
Leitdbes grupo tratado/inverno 0 3 4 3
Leitdes grupo controle/veréao 0 0 0 0
Leitbes grupo tratado/verao 0 0 0 0

FONTE: A autora (2019)

Sartor et al. (2007) ao analisarem fezes de leitdes lactentes no estado de
Santa Catarina encontraram apenas 5% das amostras contaminadas com C. suis,

correlacionando o baixo resultado com as boas condigcbes de manejo realizada nas
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instalagdes analisadas e o uso de produto de forma preventiva para C. suis.
Pettersson et al. (2019) ao analisarem fezes de 791 leitegadas oriundas de 81 granjas,
encontraram uma prevaléncia de 11,9 £ 15,1% em leitbes com duas semanas de
idade, e 10,7 £ 16,7% em leitdes com quatro semanas, os autores consideraram sua
porcentagem baixa comparada aos dos demais pesquisadores por eles citados,
justificando que em seu experimento o manejo utilizado passou a ser o sistema “todos-
dentro-todos-fora”.

O percentual de amostras positivas para C. suis nos leitdes, observado neste
trabalho, pode estar relacionado com as condi¢des de manejo realizadas no ambiente
que era utilizada o sistema “todos-dentro-todos-fora” e podemos considerar também
que a limpeza e desinfeccdo realizadas eram eficazes visto que néo foram
encontrados oocistos residuais presentes apds estes procedimentos, assim nao
favorecendo a contaminagcdo dos animais por C. suis. Sotikari et al. (2007)
demonstraram que a limpeza das instalacbes da maternidade pode ser um método
eficaz para evitar a disseminagao do protozoario entre as leitegadas.

Das amostras positivas, trés foram coletadas na segunda semana de vida
(D7) dos leitbes, sete na terceira semana (D14) e trés na quarta semana de vida (D21).
Ambas as salas analisadas apresentaram leitegadas com resultados positivos, sendo
gue em uma delas houve apenas trés amostras positivas. Apenas uma leitegada foi
positiva durante a segunda, terceira e quarta semanas de vida.

Nos animais positivos houve diferenga entre o grupo controle e o tratado na
segunda e na quarta semana de vida dos leitdes, todos os animais positivos
pertenciam ao grupo tratado. Ja na terceira semana nao houve diferencga significativa,

tendo a presencga do protozoario tanto no grupo tratado como no controle.
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Leon et al. (2018) também encontraram uma maior quantidade de animais
parasitados com C.suis durante as duas primeiras semanas de vida. A auséncia de
um programa adequado de profilaxia e controle da granja pode aumentar a presséo
de infeccdo nessa faixa de idade (LEON et al. 2018). J& Niestrath et al. (2002)
encontraram animais parasitados com trés a quatro semanas de vida, coincidindo com
os resultados também encontrados no presente estudo, pois animais nessa idade
também foram positivos, porém em menor quantidade quando comparada as demais
idades.

Algumas leitegadas que apresentaram positividade nas fezes do ambiente,
também foram positivas na PCR dos swabs retais, sugerindo que os animais
infectados eram os leitdes e ndo as matrizes.

Ao analisar os resultados obtidos no experimento do inverno, onde foi
observada diferenca significativa encontrando maior positividade no grupo tratado, foi
sugerido ao proprietario a suspensao do toltrazuril profilatico para evitar a pressao de
selecao de parasitas resistentes e por questbes econémicas.

Dessa forma durante todo o periodo que compreendeu o final do experimento
de inverno (julho) até o inicio do experimento de verdo (janeiro) os animais do rebanho
nao receberam mais o tratamento profilatico utilizando o toltrazuril.

E mesmo com essa suspensado, ao iniciar o experimento de verdo, em
fevereiro, em nenhum leitdo foram encontrados oocistos de C. suis, tanto no grupo

tratado, quanto no grupo controle.
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5.3.1 Matrizes

Das 141 amostras de fezes analisadas, nas duas esta¢des do ano avaliadas,
apenas quatro (2,84%) apresentaram oocistos de coccidios, sendo estas oriundas de
trés das 36 matrizes analisadas.

Durante o inverno duas fémeas, do grupo controle, eliminaram oocistos,
sendo que a presenga destes foi considerada rara pois foi observado somente um
oocisto, em cada amostra, durante o exame coproparasitolégico. Uma mesma fémea
eliminou oocisto na primeira semana pés nascimento dos leitées, e na ultima (quarta)
semana (Tabela 03). A segunda fémea positiva eliminou oocisto somente na ultima
semana. No grupo tratado nenhuma matriz eliminou oocistos durante o inverno.

Durante todo o experimento do verao apenas uma fémea, também do grupo
controle, foi positiva, na terceira semana pds nascimento dos leitdes, sendo

observados apenas trés oocistos no coproparasitologico (Tabela 03).

TABELA 3 - RESULTADOS DOS EXAMES COPROPARASITOLOGICOS E MOLECULAR DE FEZES
DE MATRIZES DOS GRUPOS CONTROLE E EXPERIMENTAL PARA A DETECCAO DE COCCIDIOS
EM GRANJA SUINICOLA DE PALOTINA - PARANA.

EXAME W S P W S P WS P WS P W S P
Amostr_a_IDlaIN°. 5 0 7 14 21
positivos
Matrizes GC/inverno O 0 O 0O 0 0 1 0 O O O O 2 0 O
Matrizes GT/inverno 0O 0 0 0 0 O OO0 0o oo0 o 0O 0 O
Matrizes GC/verao 0O 0 O 0O 0 0 1 0 O O O O 0O 0 O
Matrizes GT/verdo O 0 0 0 0 0O OO0 O o o0 o 0O 0 O

FONTE: A Autora (2019).
GC: Grupo controle; GT: Grupo tratado; W: Willis; S: Sheather; P: PCR

Os resultados demonstram que as matrizes excretam raramente ou nao
excretam oocistos de C. suis, como afirmam Linhares et. al. (2012). Neste trabalho foi
observado que nas duas estagdes avaliadas houve positividade, porém com uma

ocorréncia muito baixa.
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Porém, mesmo em baixa quantidade, os oocistos podem tornar-se infectantes
e contaminar todo o ambiente, especialmente quando ha problemas higiénicos-
sanitarios e de manejo (LEON, 2009), e consequentemente a leitegada.

SOTIRAKI et al. (2008) afirmam que as matrizes nao desempenham um papel
importante na transmissao de C. suis para a leitegada, como observamos em nosso

trabalho, onde apenas uma leitegada, de trés matrizes positivas, foi contaminada.

5.3.3 Ambiente

Das 183 amostras de fezes coletadas no ambiente das gaiolas, em 37 foram
encontrados oocistos de coccidios, sendo que 31 eram fezes de leitdbes e seis eram

das matrizes (TABELA 04)

TABELA 4 - RESULTADOS DOS EXAMES COPROPARASITOLOGICOS E MOLECULAR DE FEZES
DE GAIOLAS DE MATRIZES E DE LEITOES DOS GRUPOS CONTROLE E EXPERIMENTAL PARA
A DETECCAO DE COCCIDIOS EM GRANJA SUINICOLA DE PALOTINA - PARANA.

EXAME W 8 P WS P WS P W S P
Amostra/Dia/N°. positivos 0 7 14 21

Gaiola Matrizes grupo controle/inverno O 0 - 0 O 2 2 0 1 1 0
Gaiola Matrizes grupo tratado/inverno 0 ©O o 0 - 0 0 O 3 3 0
Gaiola Matrizes grupo controle/verao o o - o o - o0 0 - 0 O -
Gaiola Matrizes grupo tratado/verao o o - o o - o0 0 - 0 O -
Gaiola Leitdes grupo controle/inverno 0o 0 0 2 2 2 5 5 5 4 4 4
Gaiola Leitdes grupo tratado/inverno o o - o o - 1 1 1 6 6 6
Gaiola Leitdes grupo controle/veréao o 0 o o o o 3 3 3 4 4 4
Gaiola Leitdes grupo tratado/verédo 0O 0 0 2 2 2 0 0 O 3 3 3

FONTE: A autora (2019).
W: Willis; S: Sheather; P: PCR; -: amostra ndo coletada

Analisando-se o grupo controle e tratado e a estagdo do ano para cada
periodo, ndo foi observada diferencga significativa (p>0,05). Tratar ou nao tratar os
animais nao interferiu na ocorréncia do protozoario, bem como a estagao do ano.

Kreiner et al. (2011) ao analisarem a eficacia do toltrazurii em leitdes

observaram que o grupo tratado foi significativamente mais saudavel e apresentou
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diminuicdo da diarreia, bem como a porcentagem de leitdes desmamados foi mais
elevado neste grupo. Porém os animais que recebiam o toltrazuril permaneciam em
situagdes higiénicos-sanitarias precarias e tiveram maior risco de desenvolver
doengas e diarreia. O tratamento com toltrauzril € recomendado em granjas onde a
coccidiose clinica é observada, associado a condi¢des de higienes adequadas
controlam efetivamente a diarreia neonatal.

Diversos autores relatam que o uso do toltrazuril produz resultados
significativos, permitindo assim um melhor ganho de peso nos animais € melhor
desempenho corporal (Mundt et al., 2007; Skampardonis et al., 2010; Rypula et al.,
2012).

Em nosso estudo nao foi observada diferencga significativa (p>0,05) entre os
animais tratados e os nao tratados, assim como para Mundt et al. (2005) e Lippke et
al. (2011) que nao observaram diferencga significativa entre o tratamento com toltrazuril
e a ocorréncia de oocistos de C. suis. Deve-se levar em conta que na granja estudada,
casos de coccidiose clinica ndo eram tdo comuns e o0s animais n&o estavam
excessivamente parasitados. Para Maes et al. (2007), € recomendavel fazer o exame
coproparasitologico antes do inicio do tratamento de rotina, pois em granjas que nao
apresentam sintomatologia clinica da coccidiose, sem prévia avaliagdo da presenca
de C. suis nao resulta em resposta efetiva nos custos.

As amostras positivas foram submetidas a PCR para a deteccao de C.suis,
onde 11 (31,43%) amostras foram positivas nesta técnica. Em duas amostras néao foi
possivel realizar a PCR pois ndo havia material fecal suficiente.

A maioria das amostras apresentaram quantidades insignificantes de

oocistos. Os resultados obtidos demonstram que C. suis n&do esta amplamente
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difundido entre os ambientes das gaiolas, e quando presente apresenta-se em baixa
quantidade.

Das amostras de fezes das matrizes coletadas no ambiente das gaiolas,
apenas duas amostras ja haviam sido positivas quando coletadas diretamente da
ampola retal da fémea. Possivelmente as demais amostras de fezes ambientais, das
matrizes, que foram positivas ocorreu contaminagao ambiental, visto que fezes de
matrizes e leitdes ficam todas acumuladas em um mesmo local, podendo ocorrer
facilmente contaminacgao cruzada.

A consisténcia fecal de todas as amostras foi avaliada imediatamente apos a
coleta e registrada em duas categorias distintas. Das 37 amostras positivas, apenas
cinco apresentaram consisténcia pastosa a liquida, nao havendo correlagdo entre a
presenca do protozoario e a consisténcia pastosa a liquida (de acordo com a tabela

de valores criticos do coeficiente de correlagéo a 5%).

5.3.4 Agua dos Bebedouros

Das 184 amostras de agua dos bebedouros individuais de cada gaiola
coletadas, apenas 7,60% (14/184) foram positivas para C. suis, analisadas utilizando

a PCR (TABELA 05).

TABELA 5 - RESULTADOS DA PCR DE AGUA DOS BEBEDOUROS INDIVIDUAIS DAS GAIOLAS
DOS GRUPOS CONTROLE E EXPERIMENTAL PARA A DETECGAO DE C. suis EM GRANJA
SUINICOLA DE PALOTINA - PARANA.

Amostra/Dia/ N°. positivos -5 0 7 14 21
Grupo controle/inverno 0 0 0 0 0
Grupo tratado/inverno 1 0 1 0 1
Grupo controle/verao 3 4 1 1 1
Grupo tratado/verao 2 0 0 0 0

FONTE: A Autora (2019).

Os resultados demonstram que C.suis esta presente na agua dos bebedouros

dos animais, podendo esta, constituir uma via de transmissao do protozoario, que ao
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ser ingerido juntamente com a agua ira se estabelecer no intestino, penetrando as
células epiteliais e assim dar origem a um novo parasitismo (VASCONCELOQOS et al.,
2008).

O bebedouro utilizado nas instalagbes permitia o acumulo de agua em um
recipiente, criando assim um meio ainda mais propicio para o desenvolvimento do
parasita e facilitando a transmissdo, pois essa agua nao era renovada
constantemente, somente quando o animal a ingeria. Ao correlacionar a agua com as
leitegadas observou-se um valor de 0,118 que apesar de ser considerado baixo, indica
que a agua poderia constituir um meio de transmissao.

Ao analisarmos, de acordo com o periodo do desmame que ocorreu a coleta
e a estacado do ano, as aguas de bebedouros coletadas no alojamento (D-5), no dia
do nascimento dos leitdes (DO) e na terceira semana de vida (D14), tiveram diferenca
significativa, onde nestas datas houve ocorréncias, apenas durante o verdo. Ja na
segunda semana de vida (D7) e na quarta semana (D21) ndo houve diferenga, pois,
ocorreu uma amostra positiva em cada estagao, nesse caso tanto o verdo como o
inverno tiveram ocorréncias.

Ao analisar o coeficiente de correlagao para cada estagcao do ano, observa-se
gue no verao a correlagéo entre a ocorréncia de C. suis na agua com a presenga nas
leitegadas foi nula (zero), uma vez que nenhuma leitegada apresentou o protozoario
durante esta estacdo. Nesse caso a agua nao atuaria como veiculo transmissor. No
inverno, esta correlagao foi de 36%, considerada uma baixa associagao, nesse caso
nao necessariamente a presenga do protozoario na agua significou que os animais

foram contaminados.
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5.3.5 Moscas e baratas

N&o houve positividade nas amostras de moscas e baratas coletadas durante
o verao, em nenhum dos dois testes empregados. Todas as amostras coletadas foram
negativas, nesse caso as moscas e baratas ndo atuaram como vetores. Porém,
considerando o fato que o numero de insetos coletados foi pouco significativo, talvez

este resultado tenha ficado subestimado.

5.3.6 Calgado dos Tratadores

As amostras de residuos de fezes, matéria organica, coletadas no solado do
calcado dos tratadores, apresentaram-se todas negativas. Os resultados demonstram

que os calcados dos tratadores nao constituiram fémite para transmissao de C. suis.

5.3.7 Swabs pré alojamento e pos limpeza e desinfecgao

Todas as amostras coletadas em cada gaiola, no pré alojamento e apos
limpeza e desinfecg¢ao, para detecgéo de possiveis oocistos residuais nas instalagoes
apresentaram resultados negativos, portanto o ambiente das gaiolas nao constituiu
uma via de transmissao para os animais.

Leon (2009) observou influéncia do material do piso utilizado nas instalagdes
das salas de maternidade em relagcédo a permanéncia de oocistos nas instalagées. Em
pisos solidos e mistos (plastico e solido) observou-se maior ocorréncia de C. suis, pois
nestes tipos de pisos seria dificil executar uma boa limpeza e desinfecgao,

favorecendo a permanéncia dos oocistos dentro dos alojamentos. Ja os pisos de
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plastico permitem uma melhor limpeza e desinfecgdo reduzindo a chance de
sobrevivéncia de eventuais oocistos residuais de leitegadas anteriores. Skampardonis
et al. (2012) verificaram que leitegadas alojadas em piso de plastico vazado tinham
2,81 vezes menos chances de serem positivos para C. suis quando comparado a
animais alojados em pisos de outro material, como o de metal.

No presente estudo apesar do material das instalagbes das gaiolas ser piso
soélido (cimento), todas as amostras coletadas em cada gaiola foram negativas. Este
resultado pode estar relacionado ao fato que antes do alojamento e apds o término
deste periodo e posterior limpeza e desinfeccao, os residuos de fezes e matéria
organica que restavam eram praticamente imperceptiveis, as gaiolas ficavam,
aparentemente, sem nenhum tipo de residuo, e com isso a quantidade de material
que era recuperado com o swab tornava-se escassa. Mundt et al. (2005) ao analisar
diferentes tipos de pisos usados nas instalagdes, como pisos parcialmente ripados,
totalmente ripados, pisos inteiramente solido sem ripa, e pisos com maravalha,
observaram que o tipo de piso usado e a desinfeccdo realizada ndo afetaram a
ocorréncia de oocistos de C.suis.

No presente trabalho, foi observada a ocorréncia de C. suis somente no
periodo do inverno, sendo que no verdo n&o se observou, em nenhuma amostra
coletada diretamente da ampola retal dos leitdes, positividade para o referido
protozoario. Meyer et al (1999) realizaram um estudo na Alemanha e observaram
maior excregado no verao com 66,3% das leitegadas positivas quando comparada as
outras estacgodes, principalmente ao inverno. Nessa estacao, apesar das temperaturas
externas as instalacbes serem mais baixas, no interior das maternidades,

principalmente nos escamoteadores, devido a presenga das lampadas aquecedoras
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as temperaturas tendem a ficar mais elevadas (32 a 35°C) favorecendo a esporulagao
mais rapida dos oocistos e a continuidade do ciclo do protozoario (DE PAIVA, 1996).

Durante a coleta realizada no inverno, a Umidade Relativa do Ar (UR) variou
de 53% a 89%, com média de 70%, ja as temperaturas ficaram em uma faixa 34,9°C
a 1,4°C com média de 27,4°C, e a precipitacdo se manteve em 0 mm durante
praticamente todo o experimento ocorrendo apenas picos esporadicos que variaram
de 9 mm a 25 mm. Na coleta ocorrida no verdo, a UR variou de 61% a 92%, com
média de 75%, as temperaturas ficaram em uma faixa de 34,8°C a 15,1°C com média
de 31,5°C e a precipitacdo se manteve em 0 mm na maior parte do experimento,
ocorrendo picos esporadicos com 35, 40 e 45 mm (SIMEPAR, 2019). A coccidiose
suina pode ocorrer em qualquer época do ano, sendo que os surtos tendem a ocorrer
no verao e o outono, onde as temperaturas mais elevadas e a umidade favorecem a
esporulagao dos oocistos (ROSTAGNO et al., 1999).

Por n&o haver uma presenca tao evidente e clinica de parasitoses, durante o
inverno, pode ocorrer uma menor atencao por parte dos tratadores e produtores, em
relagdo ao manejo, visto que € uma época onde teoricamente, ndo se observa a
presenca evidente de parasitas e seus efeitos nos animais. Desse modo, as lampadas
permanecendo ligadas a maior parte do tempo, os animais mais aglomerados,
favorecendo assim o contato entre eles e a retencao do calor dentro do escamoteador,
cria um ambiente mais quente e mais propicio a esporulacdo dos oocistos, quando
comparado ao verdo, que apesar de ocorrer temperaturas mais elevadas
externamente, no interior das instalagdes os animais ndo se aglomeram tanto e as
lampadas ficam ligadas um menor periodo de tempo, ndo gerando um calor interno

tao propicio ao protozoario.
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Durante o desenvolvimento do projeto, as condi¢gdes climaticas
predominantes observadas se mantiveram relativamente quentes. De acordo com
Langkjeer e Roepstorff (2008) oocistos de C.suis podem ter uma resisténcia ambiental
muito menor do que se presume. Oocistos eliminados dias antes da desmama passam
pelos procedimentos de limpeza e desinfecgdo e vazio sanitario até o alojamento e
nascimento da proxima ninhada, o periodo em que ocorrem todos estes
procedimentos pode ser impactante para a sobrevivéncia dos oocistos em condi¢cdes
de microclima onde predominam-se temperaturas quentes e secas, facilitando a
quebra o ciclo de transmissdo do protozoario. O aumento na dessecacdo dos
ambientes em que os animais ficam alojados reduzem o numero de oocistos
infectantes que permaneceram no ambiente mesmo apos a limpeza e desinfeccao.
Para esses autores, mesmo em condigdes climaticas com umidade elevada (75%) e
temperatura de 20 a 30°C, os oocistos morrem em um prazo de 24 a 60 horas. No
presente estudo, o referido protozoario foi submetido a condi¢des climaticas onde as
temperaturas e a UR se mantiveram relativamente altas, mesmo durante o inverno, o
que pode ter favorecido assim a interrupgao do ciclo de vida de C. suis no ambiente
analisado.

O fato da matriz ser primipara ou multipara influencia na resisténcia dos leitdes
perante C. suis. Leitdes nascidos de fémeas multiparas recebem em maior quantidade
e qualidade anticorpos colostrais quando comparado a leitdes de fémeas primiparas,
gerando assim leitdes com melhor capacidade imunoldgica, desenvolvendo um
sistema imunoldgico capaz de combater infeccdo por C. suis (LEON, 2009). No
presente estudo, as fémeas alojadas durante o inverno eram primiparas, observando-
se leitdes menos resistentes a infecgao por coccidios, onde seis das nove leitegadas

geradas foram positivas para C. suis durante as semanas subsequentes da
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maternidade. Ja as matrizes analisadas no verdo, onde todas eram multiparas
nenhuma leitegada foi positiva para C.suis, bem como na sala dois do inverno, onde
apenas trés leitegadas foram positivas e somente durante a terceira semana de vida.

Ao correlacionar o conjunto de resultados obtidos em cada categoria avaliada,
observou-se que a correlacdo entre matrizes e leitegadas possuiu valor de -0,017,
valor este considerado como nulo, portanto as matrizes nao constituiram uma fonte
de infecgdo para os leitdes. A correlagao entre fezes acumuladas no ambiente e
leitegada apresentou valor de -0,029 considerado nulo também, desse modo as fezes
do ambiente também n&o constituiram uma via de transmissao. A correlagao entre a
agua dos bebedouros e a leitegada apresentou valor de 0,118 valor este considerado
muito baixo, sendo assim pouco sugestivo que a agua dos bebedouros possa ser uma

via de transmissao para os filhotes.

5.4 Conclusao

C. suis nao estd amplamente disseminado dentro do ambiente das
maternidades estudadas, sendo observado com maior ocorréncia durante o inverno.

As fémeas matrizes, 0 ambiente das gaiolas no pré e pés alojamento bem como
durante o alojamento, moscas e baratas e material contido no calgado dos tratadores
nao foram os disseminadores de C.suis para a leitegada. Sugere-se que a agua
presente nos bebedouros de cada gaiola poderia ser a mais provavel via de
transmissao, porém com um valor de correlacdo considerado baixo, ndo seria esta a
principal via.

O tratamento a base de toltrazuril ndo interferiu na ocorréncia do protozoario
nos animais. Neste caso, tratar ou ndo os animais, ndo determinou a ocorréncia ou

auséncia do referido protozoario.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O Brasil é o quarto maior produtor de carne suina do mundo e possui uma
capacidade muito grande de subir esse ranking, por ser um pais continental, com
grande capacidade de produg¢ao animal e agricola.

Apesar dos grandes avangos nas tecnologias e melhorias nas condi¢des de
manejo, os parasitas ainda constituem um problema importante na produgao de
suinos.

O C. suis é o mais importante coccidio dos suinos e ainda assim, muitas
lacunas acerca da sua epidemiologia ainda existem, porém o uso profilatico de
medicamentos como o toltrazuril é rotina na maioria das granjas de suinos.

Essa utilizacao é feita sem nenhum critério técnico e atualmente com o conceito
de Saude Unica, muito se discute sobre a utilizacdo de antimicrobianos na Satde
Animal e seu impacto na Saude Publica, especialmente em relagao aos antibioticos.

Apesar de nao ser utilizado ainda na medicina humana, o toltrazuril ja vem
sendo estudado como uma alternativa para o tratamento de doencas de seres
humanos (SILVA, 2016) e dessa forma, os cuidados com a sua utilizagdo indevida na
medicina veterinaria ja devem ser tomados para evitar a pressdo de selegao de
parasitas resistentes.

O presente estudo demonstrou que na granja estudada ndo ha a necessidade
da utilizacdo do toltrazuril de forma preventiva e que o ideal é que exames
coproparasitoldgicos sejam realizados para verificar a presenga do parasita para
entdo realizar o tratamento adequado.

Contudo, o desenvolvimento de mais pesquisas envolvendo ambientes

diferentes do avaliado nesta pesquisa ainda sdo necessarios, abrangendo um maior
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periodo de experimento, bem como a investigagdo de outras possiveis fontes de
infeccdo e vias de transmissdo do referido protozoario, principalmente ao se
considerar que estudos com esse enfoque sao raros e que a epidemiologia de C. suis

ainda nao esta bem estabelecida.
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7 APENDICES

Apéndice A: Sala de maternidade em uma granja suinicola no municipio de Palotina-
PR.




Apéndice B: Score de excreg¢ao dos oocistos.

77

Média de oocistos por campo de visao Score
O<x=<2 +
2<xs<5 ++
5<x=10 F++

>10 ++++

FONTE: Mengel et al. (2012)
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GUIDE FOR AUTHORS

We now differentiate between the requirements for new and revised submissions. You may choose to
submit your manuscript as a single Word or PDF file to be used in the refereeing process. Only when
your paper is at the revision stage, will you be requested to put your paper in to a 'correct format'
for acceptance and provide the items required for the publication of your article.

To find out more, please visit the Preparation section below.

INTRODUCTION

Acta Tropica publishes original research papers, short communications, review articles and letter
to the editor. Original papers should normally not exceed 10 printed pages including tables
and figures. Short communications should not exceed 4 printed pages including tables and figures.
Manuscripts must be accompanied by a letter signed by all the authors. Submission of a paper to Acta
Tropica is understood to imply that it has not previously been published (except in an abstract form),
and that it is not being considered for publication elsewhere. The act of submitting a manuscript
to Acta Tropica carries with it the right to publish the paper. Responsibility for the accuracy of the
material in the manuscript, including bibliographic citations, lies entirely with the authors. Letters to
the Editor is considered for publication provided it does not contain material that has been submitted
or published elsewhere. The text, not including references, must not exceed 1000 words. The letter
can have one figure or small table. When a letter refers to an article recently published in Acta Tropica,
the opportunity for reply will be given to the authors of the original article. Such a reply will be
published along with the letter. Start the letter with "Dear Editor".

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the journal for
review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
e E-mail address
» Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

e Include keywords

« All figures (include relevant captions)

e All tables (including titles, description, footnotes)

¢ Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
 Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

¢ All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)

* A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests to
declare

* Journal policies detailed in this guide have been reviewed

« Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN
Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication.
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All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organizations
that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential competing interests
include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent
applications/registrations, and grants or other funding. Authors must disclose any interests in two
places: 1. A summary declaration of interest statement in the title page file (if double-blind) or the
manuscript file (if single-blind). If there are no interests to declare then please state this: 'Declarations
of interest: none'. This summary statement will be ultimately published if the article is accepted.
2. Detailed disclosures as part of a separate Declaration of Interest form, which forms part of the
journal's official records. It is important for potential interests to be declared in both places and that
the information matches. More information.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in
the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple, redundant or concurrent
publication' for more information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where
the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in
English or in any other language, including electronically without the written consent of the copyright-
holder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection service Crossref
Similarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing policy.
Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information).

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to differences,
and promotes equal opportunities. Articles should make no assumptions about the beliefs or
commitments of any reader, should contain nothing which might imply that one individual is superior
to another on the grounds of race, sex, culture or any other characteristic, and should use inclusive
language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias, for instance by using 'he
or she', 'his/her' instead of 'he' or 'his', and by making use of job titles that are free of stereotyping
(e.g. 'chairperson’ instead of 'chairman’ and 'flight attendant’ instead of 'stewardess’).

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your article is
more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to consider transferring
the article to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically on your behalf
with no need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal.
More information.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see
more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version
of this agreement.
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Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open access
articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to comply
with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the author for the gold
open access publication fee. Details of existing agreements are available online.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription

» Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.

* The Author is entitled to post the accepted manuscript in their institution's repository and make this
public after an embargo period (known as green Open Access). The published journal article cannot be
shared publicly, for example on ResearchGate or Academia.edu, to ensure the sustainability of peer-
reviewed research in journal publications. The embargo period for this journal can be found below.
Gold open access

» Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

¢ A gold open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research
funder or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards.

For gold open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative
Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a collective
work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial purposes, as long
as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article,
and do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective
work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or
modify the article.
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The gold open access publication fee for this journal is USD 2350, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of green open
access options available. We recommend authors see our open access page for further information.
Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public access from their
institution's repository after an embargo period. This is the version that has been accepted for
publication and which typically includes author-incorporated changes suggested during submission,
peer review and in editor-author communications. Embargo period: For subscription articles, an
appropriate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers before
an article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from the
date the article is formally published online in its final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feel free to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Referees

Authors must send the names, addresses and email addresses of at least 3 potential reviewers for this
manuscript meeting the following criteria: They must be experts or active workers in the field; They
must not be from the same university; They must not be current or prior mentors or collaborators;

PREPARATION

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF file, which
is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file
to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-
out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality
figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at
the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded
separately.

Please submit the manuscript with double line spacing and with continuous line numbering.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/
book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article
number or pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by
the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing
data will be highlighted at proof stage for the author to correct.
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Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements
needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and
Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in
your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text
in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The corresponding caption should
be placed directly below the figure or table.

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by the
editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejecticn of articles. The Editor's decision is final. More
information on types of peer review.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an
editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared
in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with
Elsevier). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Please submit the manuscript with double line spacing and with continuous line numbering.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly
from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications
to existing methods should also be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.
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Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

» Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future gueries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

¢ Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view example Highlights on
our information site.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommmon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Please provide, when submitting your article, a graphical abstract. This comprises the title, authors
and affiliations, identical to the article itself, a summary of about 25 words, and a pictogram:
one figure representative of the work described. Maximum image size: 400 x 600 pixels (h x w,
recommended size 200 x 500 pixels). Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See
https://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
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Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy];
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case,
indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the
end of the article.

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

» Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

» Number the illustrations according to their sequence in the text.

» Use a logical naming convention for your artwork files.

e Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

¢ For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

e Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.
A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics’'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi
is required.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
e Supply files that are too low in resolution.

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.
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Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF) or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) in addition to color reproduction in print. Further
information on the preparation of electronic artwork.

Illustration services

Elsevier's WebShop offers Illustration Services to authors preparing to submit a manuscript but
concerned about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators
can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range of charts, tables
and graphs. Image 'polishing’ is also available, where our illustrators take your image(s) and improve
them to a professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Persanal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use
reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.
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Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/acta-tropica

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/
book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article
number or pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by
the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references
yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references can be listed either first
alphabetically, then chronologically, or vice versa.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999)... Or, as
demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recently shown ...'

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.5¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a scientific article. Heliyon.
19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese cak
wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. https://doi.org/10.17632/
Xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. . In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate

AUTHOR INFORMATION PACK 2 Apr 2019 www.elsevier.com/locate/actatropica 1
12



91

image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data into
one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your data. Data articles
ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly
available to all upon publication. You are encouraged to submit your article for Data in Brief as an
additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your research article is
accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Brief. Please note an open
access fee of 500 USD is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data
in Brief website. Please use this template to write your Data in Brief.
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Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for
sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is
accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via
Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their article gold open access do
not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.
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