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PELO USO DA REGRESSAO LINEAR E ALGORITMOS MORFOLOGICOS

IZABELLA C. HASSUM!; GUSTAVO S. VALLADARES?; RITA DE CASSIA A. A. DE MENEZES?

ABSTRACT:- HASSUM, 1.C.; VALLADARES, G.S.; MENEZES, R. DE C.A.A. DE [Differentiation of the
species of Eimeria parasite of sheep by the use of linear regression and morphologic algorithms]. Diferenci-
acdo das espécies de Eimeria parasitas de ovinos pelo uso da regressao linear e algoritmos morfolégicos. Revista
Brasileira de Parasitologia Veterindria, v. 16, n. 2, p. 97-104, 2007. Departamento de Parasitologia Animal, Insti-
tuto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Km 07 da BR 465, Seropédica, RJ 23890-000,
Brazil. E-mail: cassia@uftrj.br

With the aims to evaluate the use of the linear regression analysis as a technique to detect interespecifc
morphometric differences and to develop algorithms for differentiating oocysts from the Eimeria species, fecal
samples of Santa Inés sheep, has been used. Empiric algorithms have been developed based on quantitative and
qualitative data from the oocysts morphology. The linear regression of the lenght and width of the oocysts has been
tested. There was no significant difference among the measures from the oocysts of the species E. bakuensis, E.
faurei and E. ovinoidalis in lambs and in adults. From the five polar cap provided species, E. ahsata was differentiated
from E. intricata and from E. bakuensis based on the straight lines angular coefficient. Concerning the species that
do not present polar cap, E. parva and E. pallida were more subject to confusion. Even so, with the application of
the algorithm, it was possible to cluster them into different strips. The efficiency presented by the algorithm for
gathering these species was 77% and 64%, respectively. Regarding to the species with polar cap, the lowest

efficiency presented by the algorithm was to cluster E. bakuensis, though it was above 50%.
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RESUMO

Com objetivo de avaliar o uso da andlise de regressao linear
como técnica para detectar diferencas morfométricas
interespecificas e desenvolver algoritmos para diferenciacio
de oocistos das espécies do género Eimeria utilizou-se mate-
rial fecal de ovinos da raca Santa Inés. Os algoritmos empiricos
foram desenvolvidos com base em dados quantitativos e qua-
litativos da morfologia dos oocistos. A regressdo linear do
didmetro maior sobre o menor dos oocistos foi testada. Nao
houve diferenca significativa entre as medidas dos oocistos
de E. bakuensis, E. faurei e E. ovinoidalis de ovinos jovens e
de adultos. Das cinco espécies providas de capuz polar, E.
ahsata foi diferenciada de E. intricata e de E. bakuensis com
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base no coeficiente angular das retas. Em relacéo as espécies
que ndo apresentam capuz polar, E. parva e E. pallida foram
as mais passiveis de confusdo. Porém, com o emprego do
algoritmo foi possivel agrupa-las em faixas distintas e, por-
tanto, diferencié-las. A eficiéncia apresentada pelo algoritmo
para o agrupamento destas espécies foi de 77% e 64%, res-
pectivamente. Quanto as espécies com capuz polar, a menor
eficiéncia apresentada pelo algoritmo foi para agrupar E.
bakuensis, porém a mesma esteve acima de 50%.

PALAVRAS-CHAVE: Oocistos, estudo morfoldgico, carac-
teristicas qualitativas.

INTRODUCAO

As espécies do género Eimeria que parasitam ovinos po-
dem ser diferenciadas através das caracteristicas morfolégicas
e morfometria de seus oocistos, no entanto, o estudo
morfométrico ndo deve ser o tinico parametro considerado no
diagnéstico diferencial das espécies, ja que o tamanho dos
oocistos de uma determinada espécie pode ser varidvel
(LONG; JOYNER, 1984). Quanto mais estruturas forem ana-
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lisadas em um oocisto, mais preciso torna-se o diagndstico,
daf a importancia de associar caracteres morfométricos e qua-
litativos.

Novas ferramentas para auxiliar o diagnéstico diferencial das
espécies de Eimeria sdo de grande valor, principalmente quando
ndo dependem de recursos onerosos para serem realizadas.

Daugschies et al. (1999) conseguiram diferenciar as espé-
cies de Eimeria que parasitam suinos, empregando algoritmos
com aproximadamente 99% de seguranga. Carvalho Filho et
al. (2004) calcularam o indice algoritmico de E. neodebliecki
o qual ainda ndo havia sido estabelecido. Kucera e Reznicky
(1991) diferenciaram as espécies de Eimeria oriundas de aves,
empregando um sistema computadorizado de andlise de ima-
gens, que considera tamanho e formato dos oocistos. Norton
e Joyner (1981) distinguiram E. acervulina de E. mivati, pa-
rasitas de aves, através da andlise de regressao dos dados re-
ferentes aos didmetros maior e menor dos oocistos. Pereira et
al. (2001) utilizaram a comparagdo dos coeficientes angula-
res da regressdo linear entre didmetros maior € menor dos
oocistos de Hammondia heydorni, a fim de caracterizar as
variagdes intra-especificas em diferentes hospedeiros.

A andlise de regressio linear do didmetro maior sobre o
didmetro menor e mais recentemente o desenvolvimento de
algoritmos capazes de diferenciar as espécies, utilizando ca-
racteristicas qualitativas dos oocistos, sdo técnicas que estdo
sendo testadas e ainda nao foram empregadas para a caracte-
rizagdo morfoldgica das espécies de Eimeria parasitas de ovi-
nos. Neste sentido, se espera que os resultados obtidos possi-
bilitem o uso destas técnicas como uma opgao menos onerosa
para o diagnéstico de espécies de Eimeria em ovinos. A iden-
tificagcdo morfoldgica dos oocistos deste estudo teve como
objetivos: avaliar o uso da anélise dos coeficientes angular e
linear da regressdo linear, desenvolver e validar algoritmos
para a separacdo de espécies de Eimeria parasitas de ovinos.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizado material fecal de ovinos, machos e fémeas, da
raga Santa Inés de duas faixas etérias, jovens (até 180 dias) e
adultos (de todas as categorias produtivas). As fezes foram pro-
cessadas seguindo a técnica de centrifugo-flutuagio de acordo
com Menezes e Lopes (1995) para verificar a presenga de
oocistos do género Eimeria. Do material fecal dos animais po-
sitivos pertencentes a um mesmo grupo, foi feita uma solugio
aquosa de fezes e a esta, na propor¢ao de dois para um, adicio-
nada solucdo a 2,5% de dicromato de potassio para que ocor-
resse a esporulacio dos oocistos em temperatura ambiente.

A identificacdo das espécies, pelas caracteristicas
morfolégicas dos oocistos, foi procedida com base nos traba-
lhos de Levine e Ivens (1970) e Levine (1985). Os diametros
maior e menor dos oocistos e esporocistos, o indice
morfométrico, a largura da parede, incluindo as membranas
interna e externa, e do capuz polar quando presente foram as
caracteristicas quantitativas avaliadas, e como o material fecal
foi obtido a partir de animais naturalmente infectados, o ni-
mero de oocistos disponiveis foi varidvel, em um total de até
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184 oocistos de cada espécie. As varidveis qualitativas avali-
adas no oocisto foram: capuz polar, micrépila, corpo residual
e granulos polares, formato, coloracio de parede e a granulagio
residual. Além do corpo de “Stieda” e do corpo residual dos
esporocistos e os glébulos claros dos esporozoitas. As
mensuragdes foram realizadas utilizando-se microscépio
optico e as medidas foram obtidas com uso de uma ocular
micrométrica.

Empregou-se a andlise de regressdo linear simples
(SigmaStat for Windows - versdo gratuita) entre os valores de
diametros maior e menor de cada espécie, a fim de determi-
nar possiveis diferencas entre as espécies.

Foram desenvolvidos dois algoritmos empiricos baseados
em dados morfoldgicos quantitativos e qualitativos dos oocistos,
com a finalidade de agrupar e assim, separar as espécies do
género Eimeria parasitas de ovinos. As caracteristicas conside-
radas para este fim foram as que apresentaram maior varia¢do
interespecificas e menores variagdes intra-especificas.

As caracteristicas qualitativas formato, cor de parede e
granula¢do residual do oocisto foram selecionadas para a ela-
boracdo de dois algoritmos para auxiliar na identificagio das
espécies de Eimeria de ovinos. Um algoritmo para os oocistos
com auséncia de capuz polar, definido como Grupo 1 (G1) e
um para oocistos com capuz polar definido como Grupo 2
(G2). Na Tabela 1 estao os valores numéricos a eles atribui-
dos. Sendo:

Gl=fg(cp)DM, onde “f” representa o formato do oocisto; “g” a
granulacio residual do oocisto; “cp” a coloragdo de parede ¢ DM
representa o didmetro maior do oocisto.

G2=fgDM, onde “f” representa o formato do oocisto; “g” a
granulacio residual do oocisto e DM representa o didmetro maior
do oocisto.

Tabela 1. Valores atribuidos as caracteristicas qualitativas
empregadas nos algoritmos.

Valor para o algoritmo

G12 G2

Formato (f)

Subesférico 1,0 1,0

Eliptico a subeliptico 3,5 1,5

Ovoide 5,0 2,0

Ovoide invertido - 4,0
Cor da parede (cp)

Incolor 3,0 -

Amarelo 1,0 -

Marrom 0,5 -
Granulagao residual do oocisto (g)

Ausente 1,0 3,0

Presente 4,0 1,0

3 Grupo de oocistos com auséncia de capuz polar.
b Grupo de oocistos com presenga de capuz polar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram identificadas as seguintes espécies: E.
ahsata, E. bakuensis, E. crandallis, E. caprovina, E. faurei,
E. granulosa, E. intricata, E. ovinoidalis, E. pallida e E. par-
va.
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A visualizagio da micrépila foi a primeira das caracteris-
ticas qualitativas avaliadas, sendo que na maioria dos oocistos
das duas espécies menores, E. parva e E. pallida, esta estru-
tura ndo foi observada. Entretanto, nas outras oito espécies a
visualizac¢do da micrépila foi possivel na maioria dos oocistos
analisados, registrando um elevado percentual. Em quase
100% dos oocistos das dez espécies estudadas ndo foi possi-
vel visualizar o corpo residual. E os grinulos polares ndo es-
tavam presentes em mais da metade dos oocistos examinados
de E. parva e E. ovinoidalis. Exatamente 50% dos oocistos
de E. pallida ndo apresentaram granulos polares, demonstran-
do que esta caracteristica € menos eficiente para ser utilizada
na identifica¢@o desta espécie (Tabela 2).

As caracteristicas qualitativas dos esporocistos também
foram consideradas, e a presenca da estrutura corpo de “Stieda”

Tabela 2. Freqiiéncia relativa de oocistos referentes a pre-
sencga de caracteres morfoldgicos qualitativos.

Espécies Percentual de oocistos com presenca
de caracteres morfolégicos

N MIC CRO GPO CS CRE GCE
E. crandallis 115 79 5 53 12 55 87
E. ahsata 127 95 10 74 20 82 93
E. intricata 54 74 2 56 13 98 56
E. pallida 176 7 3 50 4 43 84
E. granulosa 23 70 9 52 13 43 83
E. faurei 112 97 6 63 9 86 84
E. parva 184 14 4 36 3 49 83
E. caprovina 50 84 2 58 6 86 92
E. ovinoidalis 143 62 4 44 13 51 83
E. bakuensis 56 84 12 67 12 33 88

N = numero total de oocistos avaliados; MIC = micrépila; CRO =
corpo residual do oocisto; GPO = granulo polar do oocisto; CS =
corpo de “Stieda”; CRE = corpo residual do esporocisto; GCE =
glébulos claros dos esporozoitas.
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Figura 1. Frequéncia absoluta e relativa das classes referentes ao
formato dos oocistos do género Eimeria parasitas de ovinos.

NN )

(Tabela 2) foi avaliada, ndo sendo possivel visualiz-la em
cerca de 80% dos oocistos de todas as espécies. Enquanto
que, o corpo residual do esporocisto esteve mais facilmente
visivel nas espécies E. ahsata, E. intricata, E. faurei, E
caprovina e E. crandallis (Tabela 2).

Os glébulos claros dos esporozoitas estiveram presentes
na maioria das espécies, no entanto, E. intricata teve uma pe-

quena diferenca de percentual entre as duas classes (Tabela
2).

Os oocistos das dez espécies foram classificados quanto
ao formato em: subesférico, eliptico/subeliptico, ovéide e
ovoide invertido como € possivel verificar na Figura 1. Todos
os oocistos de E. granulosa apresentaram formato ovoéide in-
vertido. Cem por cento dos oocistos de E. bakuensis e E.
caprovina enquadraram-se na classe de formato eliptico/
subeliptico. Dentro desta mesma classe foram classificados a
maioria dos oocistos de E. intricata e E. ovinoidalis. Eimeria
crandallis e E. ahsata apresentaram oocistos dentro de trés
classes, sendo o formato eliptico/subeliptico o mais comum.
Resultados muito semelhantes ao de E. ahsata foram encon-
trados por Battelli e Poglayen (1980), embora estes autores
atribuam o formato elipsoidal como o predominante nessa
espécie. O formato subesférico predominou nos oocistos das
espécies E. parva e E. pallida. Enquanto que o formato ovéide
foi muito freqiiente nos oocistos de E. faurei. Ao contrario do
que foi descrito por Levine (1985), os oocistos de E. caprovina
apresentaram apenas o formato eliptico/subeliptico.

Quanto a presenga de granulagdes residuais dos oocistos qua-
tro classes foram criadas para caracteriza-los, na Figura 2 pode-
se verificar a freqiiéncia relativa para cada espécie. Os oocistos
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Figura 2. Freqléncia absoluta e relativa das classes referentes a
presenca de granulacédo residual dos oocistos do género Eimeria
parasitas de ovinos.
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Figura 3. Frequéncia absoluta e relativa das classes referentes a colo-
racao de parede dos oocistos do género Eimeria parasitas de ovinos.
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de E. intricata foram os Unicos que se apresentaram dentro de
uma tnica classe. Com excecdo desta espécie e de E. bakuensis
e E. ovinoidalis as outras se caracterizaram por possuirem gran-
de parte de seus oocistos isentos de granulagdes residuais.

Na Figura 3 estio representadas as trés classes de colora-
¢do de parede dos oocistos. Esse cardter foi bastante eficiente
na caracterizagio dos oocistos de E. intricata, haja vista que, a
coloragao marrom foi predominante. Houve também um pre-
dominio de parede palida a incolor nos oocistos de E. pallida.

A andlise de regressao linear foi empregada para avaliar
as possiveis diferencas morfométricas interespecificas atra-
vés dos diametros maior e menor dos oocistos. Na Figura 4
estdo representadas as retas de regressdo de cada uma das
espécies que possuem capuz polar. Na Figura 5 estdo aquelas
que ndo apresentam capuz polar.

Das cinco espécies providas de capuz polar, E. ahsata foi
diferenciada da E. intricata e da E. bakuensis com base no co-
eficiente angular das retas (Tabela 3). O coeficiente de deter-
minagdo da reta (r?) da E. granulosa foi maior que o das outras
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Tabela 3. Valores dos coeficientes de regressdo para cada
espécie do género Eimeria parasita de ovinos.

Espécies com Coeficiente r2 n
Capuz Polar angular linear
E. ahsata 0,96-1,25° 9,07-15,99 ® 0,53 201
E. intricata 0,51-0,95 @ 16,42-41,19 ¢ 0,12 108
E. bakuensis 0,41-0,83 @ 15,20-24,42 ¢ 0,12 256
E. crandallis 0,79-1,10 2 4,35-10,72 0,43 200
E. granulosa 0,78-1,48 ®  0,17-15,62* & 0,61 30
Espécies sem
Capuz Polar
E. caprovina 0,18-0,90 ¥ 11,45-27,29 = 0,12 71
E. faurei 0,48-0,72 * 14,64-20,48 * 0,41 137
E. parva 0,86-1,00 ¥ 2,28-5,05 % 0,75 210
E. pallida 0,96-1,12 2 0,95-3,27 * 0,78 200
E. ovinoidalis 0,75-1,02 ¥* 4,43-9,94 Y 0,41 252

n = tamanho da amostra; r? = coeficiente de determinagdo da reta.
* 6% de significancia (todos os outros coeficientes tiveram 1% de
significancia).

Letras iguais nas colunas nao diferem significativamente a 5%.
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Figura 4. Regressao linear dos didmetros maior e menor (um) dos oocistos com capuz polar das espécies do género Eimeria eliminados nas

fezes de ovinos.
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Figura 5. Regresséo linear dos diametros maior e menor (um) dos oocistos sem capuz polar das espécies do género Eimeria eliminados nas

fezes de ovinos.

espécies, indicando menores desvios dos dados em relacdo a
reta e, conseqiientemente, menor variagdo dos dados de diame-
tros. Com base na Figura 4, pode-se ordenar de forma crescente
as espécies E. crandallis, E. granulosa e E. ahsata quanto ao
tamanho de seus oocistos, baseados na concentragdo dos pon-
tos de cada espécie representados no grafico. O mesmo ocor-
reu entre as espécies E. bakuensis e E. intricata. Sendo que, E.
intricata se destacou por possuir maior tamanho entre as espé-
cies encontradas nos ovinos. Esta espécie detém um indice mor-
fométrico maior e possui parede espessa de coloragio escura.

Rev. Bras. Parasitol. Vet.,
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Em relag@o as espécies que nao apresentam capuz polar,
E. parva e E. pallida foram as espécies mais passiveis de
confusio (Figura 5), normalmente estas espécies apresentam
caracteristicas morfolégicas muito semelhantes, o que pode,
conseqiientemente, gerar ddvidas na identificacdo.
O’Callaghan et al. (1987) tiveram problemas na identifica-
cdo destas duas espécies, pois em algumas vezes nao conse-
guiram separa-las. Ambas possuem oocistos com pequena va-
riagdo entre seus diametros, conferindo-lhes um formato
subesférico. Fato refor¢ado ao serem analisadas as equacgdes
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Figura 7. Agrupamento dos oocistos das espécies do género Eimeria, parasitas de ovinos, providos de capuz polar com emprego de algoritmo.

das retas de regressdo, cujo coeficiente angular das retas é
bem préximo de um e o linear mais préoximo de zero. Existe
uma tendéncia dos oocistos de E. pallida variarem seu forma-
to entre subesférico e eliptico/subelitico. No entanto, os coe-
ficientes angular e linear ndo foram diferentes para estas es-
pécies. A reta de regressdo da E. ovinoidalis esta paralela-
mente dispota as retas de E. pallida e, principalmente, E. par-
va indicando que seus oocistos sdo de maior tamanho, embo-
ra muitas vezes assumam o formato subesférico.

Ao serem comparados os coeficientes das retas referentes
a cada uma das espécies, consegue-se diferir E. faurei das
outras, exceto E. caprovina. Estas duas espécies apresenta-
ram retas muito semelhantes, porém, o coeficiente de deter-
minac@o (1?) da reta que representa E. faurei foi muito superi-
or ao de E. caprovina, revelando a ocorréncia de menores
desvios dos dados em relag@o a reta.

A andlise dos coeficientes angular e linear mostrou ser mais
eficiente do que a andlise do coeficiente angular utilizado por
Norton e Joyner (1981) para E. acervulina e E.mivati e Perei-
ra et al. (2001) para H. heydorni, que utilizaram-no para ava-
liar a forma dos oocistos e assim identificar diferencas
interespecificas e intra-especificas, respectivamente.

Na Tabela 3 encontram-se os valores e a significancia dos
coeficientes das retas de regressdo de cada espécie.

Com o emprego dos algoritmos foi possivel agrupar em
faixas distintas e, portanto, diferenciar as espécies E. parva e
E. pallida, consideradas muito semelhantes (Figura 6). E seu
grau de eficiéncia foi de 77% e 64%, respectivamente. A es-
pécie E. faurei foi a que apresentou um algoritmo mais efici-
ente (82%) no seu agrupamento. No caso de E. caprovina
esta eficiéncia foi mais baixa, 58%; ndo havendo a formacao
de um intervalo delimitado no grafico (Figura 6). No entanto,
E. ovinoidalis foi a espécie que menos se conseguiu agrupar,
mesmo assim, o cdlculo da eficiéncia do algoritmo foi de 41%.
Neste caso, a andlise de outras caracteristicas conjuntamente,
pode aumentar esta eficiéncia. As espécies contidas no grupo
2 (Figura 7) tiveram percentuais maiores de eficiéncia, quan-
to ao uso do algoritmo, quando comparados as espécies do
grupo 1 (média ponderada do grupo 1 = 65% e média ponde-
rada do grupo 2 = 70%). O percentual mais baixo foi de E.
bakuensis, porém esteve acima de 50%. Eimeria intricata teve
94% de oocistos agrupados pelo algoritmo, seguida da E.
ahsata (74%), E. granulosa (70%) e E. crandallis (60%).

Eficiéncia elevada no emprego de algoritmos foi obtida por
Daugschies et al. (1999) na diferencia¢@o de espécies do género
Eimeria parasitas de suinos. O aspecto da parede dos oocistos de
suinos € uma caracteristica morfoldgica facilitadora da diferen-
ciagdo, pois € capaz de classificar as espécies dentro de trés gru-
pos. O que ndo ocorre com as espécies ora estudadas, onde ape-
nas a E. intricata pode ser diferenciada das outras espécies ape-
nas pela aparéncia de sua parede. Portanto, no caso das espécies
parasitas de ovinos, outras caracteristicas devem ser considera-
das para que a diferenciac@o possa ocorrer de maneira eficaz.

O uso de algoritmos é uma metodologia que tem sido pou-
co usada na diferenciacio das espécies de Eimeria. Porém,
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pode ser de grande valia, principalmente quando utilizada
conjuntamente, com as metodologias tradicionais de diagnds-
tico morfoldgico, que necessita da mensurac¢ao dos oocistos e
esporocistos. Ressalta-se entdo, a importancia de se trabalhar
com amostras de boa qualidade e bem conservadas além de
ter cuidado no processamento do material, para que fatores
que possam causar confusdo nio prejudiquem o diagndstico
diferencial das espécies, como citado por Long e Joyner (1984)
que algumas vezes espécies providas de capuz polar podem
perder esta estrutura durante a preparagdo do material, colo-
cando em risco o diagndstico diferencial.
CONCLUSOES

O teste de significancia dos coeficientes, angular e linear
da andlise de regressao linear, baseado nos didmetros maior e
menor dos oocistos, é valido para diferenciar algumas espéci-
es do género Eimeria que parasitam ovinos. Os algoritmos
desenvolvidos com caracteres morfoldgicos sdo tteis no agru-
pamento dos oocistos de uma mesma espécie, identificando-
as. O emprego de ambos aumenta a precisdo do diagndstico,
dispensando o uso de técnicas onerosas.
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