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DETECCAO MOLECULAR DE Toxoplasma gondii E Neospora caninum EM
PEQUENOS ROEDORES E MARSUPIAIS E ROEDORES NA
MESORREGIAO SUL BAIANO

RESUMO

As relacGes epidemiologicas entre humanos, animais domeésticos e animais silvestres
sdo pouco elucidadas, entretanto é de conhecimento que as a¢cfes antrépicas causam
alteragbes no meio e acarretam na reducdo do espaco silvestre, aproximando a vida
silvestre a0 ambiente humano e aos animais domésticos levando a maiores
possibilidades de distribuicdo de agentes patologicos. Com isso, objetivou-se conhecer
a ocorréncia de Neospora caninum e Toxoplasma gondii em pequenos mamiferos da
mesorregido do Sul da Bahia. Para tal, foram coletados 323 animais de areas de mata
Atlantica e Agroflorestas de cacau (cabruca) situadas nos municipios de Una, Belmonte,
Mascote e Ilhéus. Foi feita a extracdo de DNA a partir dos tecidos coletados cérebro,
coracdo, pulmédo, diafragma, figado, rins e baco de 235 pequenos roedores e 88
marsupiais para analise molecular através da técnica de PCR que resultou em uma
presenca de DNA dos parasitas em 14 individuos, com 4 positivos para T. gondii e 10
para N. caninum, ndo houve infec¢do concomitante. Através da analise estatistica ndo
houve diferencga entre as infecgdes e os locais de captura. Esta foi a primeira analise
molecular feita em pequenos roedores e marsupiais da Bahia e a positividade encontrada
na regido pela deteccdo de DNA desses parasitas sugere que este ambiente estad

contaminado, principalmente nas areas proximas a atividades antropicas.

Palavras-chave: Mamiferos silvestres. Epidemiologia. Neosporose. Toxoplasmose.



MOLECULAR DETECTION OF Toxoplasma gondii AND Neospora caninum IN
SMALL RODENTS AND MARSUPIALS IN THE MESORREGIAO SUL
BAIANO

ABSTRACT

The epidemiological relationships between humans, domestic animals and wild animals
are little elucidated, however it is known that anthropic actions cause changes in the
environment and lead to the reduction of wild space, bringing wildlife to the human
environment and domestic animals leading to greater possibilities distribution of
pathological agents. The objective of this study was to determine the occurrence of
Neospora caninum and Toxoplasma gondii in small mammals of the Southern Bahia
mesoregion. For this purpose, 323 animals were collected from areas of Atlantic forest
and cocoa agro-forestry (cabruca) located in the municipalities of Una, Belmonte,
Mascote and Ilhéus. DNA was extracted from the brain, heart, lung, diaphragm, liver,
kidney and spleen tissues of 235 small rodents and 88 marsupials for molecular analysis
using the PCR technique that resulted in a DNA presence of the parasites in 14
individuals, with 4 positives for T. gondii and 10 for N. caninum, there was no
concomitant infection. Statistical analysis showed no difference between infections and
capture sites. This was the first molecular analysis done on small rodents and marsupials
from Bahia and the positivity found in the region by DNA detection of these parasites
suggests that this environment is contaminated, especially in areas close to anthropic

activities

Keywords: Epidemiology. Neosporosis. Toxoplasmosis. Wild mammals.
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1 INTRODUCAO

A atuacdo antropica vem alterando o meio ambiente desde os primordios da
humanidade. Os impactos dessas agdes acabam por modificar de forma incisiva o
equilibrio da natureza. Ademais, ao aumento da populacdo, o turismo, a poluicdo, 0s
desmatamentos sdo fatores que contribuem para ocorréncia, emergéncia e reemergéncia
de doencas (ZANELLA, 2016). Outros fatores que tambem contribuem s&o a crescente
interdependéncia dos seres humanos com os animais de producdo, de companhia e com
animais silvestres (BIDAISEE; MACPHERSON, 2014).

Estudos buscam compreender melhor os fatores que possibilitam a transmisséo
zoonotica entre humanos, animais silvestres e animais domésticos, para assim, obter
mais informagdes acerca da ocorréncia de agentes etiologicos, de seu potencial
infeccioso, de sua diversidade e da suscetibilidade dos hospedeiros (KOORIYAMA et
al., 2013; MACPHEE; GREENWOOD, 2013; THOMPSON, 2013).

Os animais podem portar varios agentes patologicos e 0s coccidios séo um grupo
de protozoarios que parasitam ceélulas obrigatoriamente. Neste grupo destacam as
espécies Toxoplasma gondii e Neospora caninum, com ciclos heteroxenos facultativos
e que tem os felideos e os canideos como hospedeiros definitivos, respectivamente.
Ambos agentes provocam importantes enfermidades em animais, causando,
principalmente, alteracdes neuroldgicas e reprodutivas. E, no caso de T. gondii, também
hd o potencial zoonético de importancia para salde humana, principalmente para
gestante e individuos imunocomprometidos.

De acordo com Rendon-Franco e colaboradores (2014) pouco se conhece sobre
a dindmica da infeccdo parasitaria em animais silvestres, deste modo pesquisas
epidemioldgicas podem dimensionar o problema, posto que a deteccdo de infeccdo em
animais pode indicar contaminagdo do ambiente com oocistos.

Roedores e marsupiais apresentam papel importante no ciclo de vida desses
agentes, visto que, de acordo com os habitos predatérios dos seus hospedeiros
definitivos, podem ser fonte de infec¢éo para felideos e canideos e favorecer a dispersao
de oocistos no meio ambiente (GENNARI et al., 2015).

Devido a necessidade de estabelecer mais informacbes sobre as relagdes

epidemioldgicas entre animais silvestres e a importancia desses agentes citados para a
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salide publica, objetivou-se pesquisar a prevaléncia desses agentes em pequenos

mamiferos da mesorregido Sul Baiano.
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2 OBJETIVO
2.1 Geral

Investigar a presenca de DNA de T. gondii e N. caninum em tecidos de pequenos
roedores e marsupiais capturados em areas de Mata Atlantica e Agroflorestas de cacau

(cabruca), localizadas na mesorregido do sul Baiano.

2.2 Especificos
- Realizar técnica molecular Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) para detecgédo de
DNA, em tecidos de pequenos roedores silvestres e marsupiais capturados na

mesorregido Sul Baiano.

-Produzir novos conhecimentos sobre acerca da infeccdo por Toxoplasma gondii e
Neospora caninum em pequenos roedores silvestres e marsupiais na mesorregido Sul da
Bahia.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Mata Atlantica

A Mata Atlantica é considerada um dos biomas mais heterogéneos do Brasil com
fitofisionomia diversa, sendo a segunda maior floresta tropical da América do Sul
(RIBEIRO et al., 2009, 2011). E um ecossistema bastante rico em diversidade e
endemismo da fauna e da flora, e também um dos mais ameacados do planeta,
considerado um hotspots mundial de conservacdo (MYERS et al., 2000). Sua extensdo
foi reduzida a 8% do total original, devastada principalmente pela ocupagdo humana e
exploracdo desenfreada (PINTO et al., 2006).

Esses fragmentos de floresta sofrem os efeitos de uma urbanizacdo sem
planejamento incluindo a introducéo de espécies domésticas no ecossistema silvestre
(SALGADO et al., 2007). No Brasil, o crescimento urbano causou grande degradacéo
de areas de floresta para a criacdo de cidades, e, em varias regides, pequenas ilhas de
vegetacdo permanecem preservadas em meio a grandes centros urbanos, criando um
ciclo biologico diferente para os parasitas, com a presenca de hospedeiros domésticos e
silvestres em abundancia (DUBEY et al., 2003; LEHMANN et al., 2003; SILVA et
al.,2010; VITALIANO et al., 2010).

A interferéncia constante da atividade humana promove danos irrecuperaveis que
fomentam a perda ou reducéo de habitat de espécies silvestres o que leva a desequilibrio
com diminuicdo de popula¢tes da fauna e da flora, até casos de extingédo, e também a
selecdo de espécies sinantropicas que pode servir de intersecdo entre 0s animais
silvestres e os humanos (VITALIANO et al., 2014a).

A regido litoranea do Sul da Bahia possui 0s mais significativos remanescentes
de Mata Atlantica em areas agriculturaveis. O agrossistema Cabruca, intimamente
ligada a implantacdo de cacau na Bahia, é cultura que melhor compatibilizou o
desenvolvimento socioecondmico com a conservacao ambiental (CPLC, 2013).

A cabruca ndo deve ser confundida conceitualmente com floresta, &€ uma area
antropizada para gerar servicos, um sistema agrossilvicuturais ou agroflorestais, ou seja,
possuem dinamica ecolégica mais simples que uma floresta natural, producgéo

consorciada envolvendo componente arboreo com outro animal e/ou cultivo agricola de
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forma que maximiza a acdo compensatoria e minimizar a competicdo entre espécies
(CPLC, 2013).

3.2 Toxoplasma gondii
3.2.1 Agente etioldgico

Toxoplasma gondii € um protozoario coccidio intracelular obrigatdrio,
pertencente ao filo Apicomplexa, com apenas uma espécie conhecida (DUBEY, 2004).
E uma parasita zoon6tico de distribuicdo global que infecta uma grande variedade de
animais homeoteérmicos, incluindo mamiferos, aves e o ser humano (ROBERT-
GANGNEUX et al., 2012; TIDY et al., 2017). E, notavelmente, bem-sucedido pela
capacidade de parasitar diversas espécies nos mais variados ecossistemas (BECK et al.,
2009). Esse agente é responsavel pela toxoplasmose, doenca de grande importancia para
salde publica por causar risco de morte, principalmente, em individuos
imunocomprometidos e fetos em desenvolvimento (DUBEY, 2010).

Este agente foi identificado simultanemente pelos pesquisadores Nicolle e
Manceux, em tecidos de um roedor africano (Ctenodactylus gundi) na Tunisia, e por
Splendore, em tecidos de um coelho doméstico (Oryctolagus cuniculus) no Brasil
(NICOLLE; MANCEAUX, 1908; SPLENDORE, 1908). Os cientistas acreditaram, a
principio, que este pertencia ao género Leishmania e nomearam de Leishmania gondii
(NICOLLE; MANCEAUX, 1908) e so posteriormente caracterizaram como uma nova
espeécie pertencente ao um novo género, Toxoplasma gondii (NICOLLE; MANCEAUX,
1909). O nome proposto baseou-se na morfologia do estagio infectante do protozoario
(toxo = arco, plasma = forma) e gondii pode ter resultado de um erro ortogréfico do
nome do hospedeiro original C. gundi (DUBEY, 2008).

A principio suspeitou-se que eram transmitidos por artropodes, por ter sido
encontrado no sangue de alguns hospedeiros, e avaliou-se diversas espécies de
artropodes sem sucesso (CHATTON; BLANC, 1917; FRENKEL; 1970; FRENKEL;
DUBEY, 1973). De acordo com Dubey (2009), em 1939, nos Estados Unidos, foi
verificada a importancia clinica, deste parasita, na identificacdo de cistos no cérebro de
uma recem-nascida devido a transmissdo congénita. Posteriormente foi identificada por

Hartley e Marshall (1957) a transmissdo entre varias espécies de animais. Com o
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desenvolvimento da sorologia identificou uma alta prevaléncia em humano e animais
em todo o mundo (FERGUSON, 2009).

Este parasita apresenta grande eficiéncia, devido a sua propagacdo a grande
variedade de hospedeiros, dissemina¢cdo mundial e transmiss@o horizontal (BLADER,;
KOSHY, 2014).

3.2.2 Formas infectantes e ciclo bioldgico de Toxoplasma gondii

Apresenta um ciclo biolégico complexo, heteroxeno facultativo, como
hospedeiro definitivo exclusivamente os felideos, domesticos e selvagens. E como
hospedeiros intermediarios uma grande variedade de espécies entre 0s animais
vertebrados, como mamiferos, aves e o ser humano. Os coccidios em geral sdo
unicamente transmitidos por ciclo fecal/oral, porém T. gondii também pode ser
transmitido por via transplacentaria e através do carnivorismo (DUBEY, 2004).

Existem trés estagios infectantes deste parasita: 0s esporozoitos presentes no
interior dos oocistos, os taquizoitos na forma livre ou proliferativa, e os bradizoitos
(contidos no interior dos cistos teciduais). Todos os estagios sdo haploides; 0s
taquizoitos e bradizoitos dividem-se assexuadamente, enquanto 0s esporozoitos sao
produzidos pela meiose (SIBLEY et al., 2009).

Os oocistos sdo a forma de resisténcia ambiental, sio formados dentro dos
enterdcitos no intestino de felideos, os merozoitos liberados dos esquizontes formam o
macrogameta (feminino) e os microgametas (masculino) que possui flagelos. O gameta
masculino fertiliza o feminino e a parede dos oocistos ja comeca a se formar durante a
fertilizacdo com formacdo do zigoto. Quando 0s oocistos estdo maduros rompem a
célula, sendo liberados para a luz do limen onde permanecem até serem expelidos nas
fezes (DUBEY, 2004).

Os oocistos sdo liberados no ambiente na forma néo esporulada (Figura 1C), ou
seja, ndo infectantes, e a esporulacdo ocorre de 1 a 5 dias fora do corpo dos felideos,
dependendo da temperatura e umidade ambiental (DUBEY et al., 1998). O oocisto tem
formato esférico com 10um X 12um, ao esporular contém dois esporocistos cada qual
com quatro esporozoitos (Figura 1D). A formacéo de oocisto ocorre, apenas, dentro dos

enterdcitos do intestino dos felideos através da reproducéo sexual (DUBEY, 2004).
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Os taquizoitos (Figura 1A) sdo a forma invasiva de divisao rapida e disseminacao
de T. gondii (ROBERT-GANGNEUX et al., 2012). Tem formato de meia lua, tamanho
2um X 6um, e o nucleo posicionado centralmente, invade a célula hospedeira através
de penetracdo ativa da membrana e torna-se envolvido pelo vactolo parasitoforo, que
protege 0 parasita contra as defesas do hospedeiro, a sua multiplicacdo é por
endodiogenia que se repete até a célula hospedeira se romper. Os taquizoitos que
emergem da célula rompida invadem outras células ao redor (DUBEY, 2004; JONES;
DUBEY, 2010).

Os bradizoitos séo a conversdo de taquizoitos para um estagio de divisdo lenta
que forma cisto tecidual (Figura 1B). Tem formato esferoide nas células cerebrais ou
alongado nas células musculares, o tamanho varia de 10um para cistos jovens, que
contém apenas dois bradizoitos ou até 100um de didmetro para os maduros, que contém
cerca centenas ou milhares de bradizoitos (ROBERT-GANGNEUX et al., 2012). A
parede do cisto consiste em membrana com invaginaces e uma camada de material
granular denso (FERGUSON, 2004). O cisto tecidual cresce, mas permanece no interior
da célula do hospedeiro, os bradizoitos no interior do cisto medem 7um x 1,5um e

diferente posicionamento do nucleo do taquizoito.
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Figura 1. Estagios bioldgicos de Toxoplasma gondii.
Imagem microscopica de taquizoito em amostra corada com Giemesa de fluido de lavagem
broncoalveolar (A) (aumento X500), um cisto tecidual do cérebro de camundongo infectado

(B) (aumento x500), oocisto ndo esporulado (C) e esporulado (D) (aumento X1000).
Fonte: Robert-Gangneux et al., 2012.
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A transmissdo pode ocorrer de modo horizontal e/ou vertical. Horizontalmente,
através da via fecal/oral, pode ocorrer a infec¢do por ingestdo de oocistos presentes no
solo, agua e alimentos contaminados, pela ingestdo de carne malcozida ou crua e pelo
carnivorismo mediante a ingestdo da presa infectada. A transmissao vertical da-se por
via transplacentéria (FIGURA 2) (JONES; DUBEY, 2010). Também pode ocorrer, em
menor frequéncia, a transmissdo de taquizoitos através de transfusdo de sangue e
transplante de 6rgdos (DUBEY, 2008, 2010).

Hospedeiro oocisto nao
definitivo esporylado
expelido nas

(gato) fezes

Cistos ingeridos
pelos gatos

s Ingestio !
i <t de cisto mem
em carne
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transmitid malcozida)
através dam
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alimentos,

\ alimentos e agua agua e solo
i contaminados
ingeridos pelo
hospedeiro

s ¥ il '. .
N -\ & it .- . .
! i
A W
intermediario
) . e Oocistos esporulados
Hospedeiros intermediarios / P

Figura 2. Ciclo biol6gico de Toxoplasma gondii.
Fonte: Adaptado de Dubey, 2004.

Fetos infectados

3.3 Neospora caninum

3.3.1 Agente etioldgico

Neospora caninum € um protozoario coccidio intracelular obrigatorio pertencente
ao filo Apicomplexa. Dentro do género Neospora foram identificadas duas espécies a
N. caninum, na qual o hospedeiro definitivo € o cdo (DUBEY, 1999) e a N. hughesi
proposta por Marsh e colaboradores (1998) ser um parasita de equinos, mas com
hospedeiro definitivo ainda néo identificado. Pode infectar vérias espécies de mamiferos

e € a causa mais comum de aborto em bovinos pelo mundo (DUBEY, 1999).
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Foi primeiramente reconhecido em 1984 em cdes na Noruega (BJERKAS et al,
1984) e descrito como um novo género e nova espécie N. caninum por Dubey e
colaboradores (1988).

N. caninum compartilha varias caracteristicas morfologicas e biologicas
semelhantes com T. gondii (DUBEY etal., 2002, 2007; DUBEY; SCHARES, 2011), no
entanto, possuem algumas diferencas pontuais: N. caninum € o agente responsavel pela
Neosporose, doenca primaria de bovinos e cdes e 0s hospedeiros definitivos desses
parasitas sdo os canideos, enquanto que o T. gondii causa a Toxoplasmose, doenca
principalmente de humanos, ovelhas e cabras e os felideos sdo os hospedeiros definitivos
deste agente (DUBEY et al., 2007).

N&o ha provas conclusivas sobre a capacidade zoonotica deste parasita. Em um
estudo experimental realizado em um feto de macaco rhesus (Macaca mulatta)
imunocomprometido confirmou-se a infeccdo por N. caninum o que conflagrou a
preocupacdo com sua capacidade zoonética (BARR et al., 2010), outros estudos ja foram
detectaram, em humanos, niveis baixos da presenca de anticorpos anti-N. caninum
(TRANAS et al., 1999; INNES et al., 2001; LOBATO et al., 2006; BARRATT et al.,

2010), contudo, ainda ndo houve deteccdo molecular do parasita em tecidos humanos.

3.3.2 Formas infectantes e ciclo bioldgico Neospora caninum

O ciclo bioldgico se caracteriza como complexo, heteroxeno, facultativo, que
envolve os canideos como hospedeiros definitivos onde a replicacdo sexual ocorre e
uma variedade de hospedeiros intermediarios, nos quais ocorre a replicacdo assexuada
(DUBEY; LINDSAY, 2006; DUBEY, et al., 2007). Os animais que até 0 momento
foram confirmados como hospedeiro definitivo foram todos do género Canis incluindo
os cdes domésticos (Canis familiaris) (MCALLISTER et al., 1998), coiotes (Canis
latrans) (GONDIM et al., 2004), lobo cinza (Canis lupus lupus) e dingos (Canis lupus
dingo) (KING et al., 2010). Os bovinos sdo os hospedeiros intermediarios mais comuns,
contudo ja foram relatadas varias infecgbes em outros mamiferos vertebrados, como
bafalos, pequenos ruminantes, galinhas de vida livre, carnivoros, que podem atuar na
transmissdo do agente no ciclo domestico e silvestre (GONDIM, 2006; COSTA et al.,
2008; ALMERIA, 2013).
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Similar ao T. gondii, possui 3 formas infectantes: esporozoitos, em oocistos
esporulados, taquizoitos e bradizoitos (no interior dos cistos teciduais).

Os taquizoitos (Figura 3A) e os cistos teciduais (Figura 3B) sdo encontrados nos
hospedeiros intermediarios e ocorrem intracelularmente (DUBEY et al., 2002). Os
taquizoitos tem aproximadamente 6um X 2um e os cistos teciduais, de formato oval
chega até 107um pode ser encontrado principalmente no cérebro ou na musculatura
(DUBEY, 2004). Os oocistos (Figura 3C e D) sdo excretados nas fezes dos canideos e
esporulam no ambiente em até 24 horas. Pouco se sabe sobre a sobrevivéncia do oocisto

no ambiente, assume-se que seja similar ao de T. gondii (DUBEY, 2004).

Figura 3. Estagios bioldgicos de Neospora caninum.

(A) Esfregaco por impressdo de figado de rato infectado retratando varios taquizoitos. Nota-se
que os taquizoitos tem diferentes dimensfes, dependendo do seu estigio de divisdo: (a)
taquizoito delgado, (b) um taquizoito ap6s a divisdo, e (c) trés taquizoitos divididos em
comparacao com o tamanho de um glébulo vermelho (seta). (B) Corte histoldgico de um cisto
tecidual dentro de um neurdnio na medula espinal de um bezerro congenitamente infectado
(hemoxilina e eosina). Nota-se uma parede fina (ponta oposta da seta) cercando o bradizoito
delgado (triangulo aberto). O nucleo da célula do hospedeiro (seta) é cortado no angulo. (C)
oocisto ndo esporulado com massa central sem diviséo nas fezes de cao (sem coloragédo) Barra
10um. (D) oocisto esporulado (seta) com dois esporocistos internos (sem coloragdo) Barra
10pum.

Fonte: Dubey et al., 2007.

Todos os estagios estdo envolvidos na transmisséo do agente e provavelmente 0s

carnivoros se infectem pela ingestao de tecidos contendo cistos teciduais e os herbivoros



23

pela ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados com oocistos esporulados. A infec¢cdo
transplacentaria pode ocorrer quando taquizoitos sdo transmitidos da mée para o feto
durante a gestacdo (FIGURA 4) (DUBEY et al., 2007).

Neospora caninum

Hospedeiro definitivo

N
— 7N\, -~
Transmiss&o o . Transmissédo
h.or'zonfal Transtlssao vimcal horizontal
(ingestdo de (mée para o feto) (ingestéo de

cisto tecidual) oocistos)

Hospedeiro intermediario
(desenvolvimento de doenca clinica)

Figura 4. Ciclo biologico de Neospora caninum.
Fonte: Adaptado de Donahoe et al., 2015.

3.4 Diagnoéstico

O diagnostico de T. gondii e N. caninum em espécies de animais ndo domeésticos
apresenta uma grande variedade de técnicas com diferentes niveis de sucesso, entre as
quais estdo uso de técnicas soroldgicas, técnicas histoldgicas, moleculares e de
isolamento do parasita através ensaio biologico e cultura celular.

Para Hill; Dubey (2002) exames coproparasitologico para deteccdo de oocistos
podem ser realizados nas fezes de felideos (T. gondii) ou canideos (N. caninum), porem
ndo é considerada uma técnica muito pratica para utilizacgdo em inquéritos
epidemioldgicos, sendo as técnicas sorologicas mais eficientes para deteccdo da
infeccdo parasitaria. Contudo, a técnica soroldgica, o isolamento biol6gico pode
apresentar algumas dificuldades logisticas e laboratoriais, como a deteccéo ser de modo
indireto, a dificuldade de apresentar boa quantidade/ viabilidade do agente e o tempo

necessario de espera para o desenvolvimento do agente na cultura celular (CONRAD et
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al., 1993; KIM et al., 2000; GONDIM et al., 2006; JAKUBEK et al., 2012; ALMERIA,
2013)

Nesta perspectiva 0s métodos moleculares apresentam-se como uma opg¢ao para
a deteccdo do agente de diferentes substratos, sangue, tecidos, por exemplo. Entre os
métodos para detec¢do de DNA, o mais utilizado é a Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR), esta € uma técnica eficiente que permite a amplificacdo enzimatica do DNA
(LEFEVRE-PETTAZZONI et al., 2006). Para alcancar alta sensibilidade, varios genes
alvo sdo geralmente utilizados para a deteccdo de T. gondii em amostras bioldgicas,
incluindo o gene B1, o elemento de repeticdo de 529 pb e as sequéncias do espacador
interno transcrito (ITS1) ou do rDNA 18S (JONES et al., 2000; FAHALLI et al., 2014).
Com N. caninum, este teste também tem alta sensibilidade e especificidade para a
deteccdo de DNA, que pode ser aplicada em amostras de tecido ou sangue e outros
fluidos corporais. Os marcadores mais comuns sdo o gene Nc5 e o ITS1 (DUBEY;
SCHARES, 2006).

3.5 Importéncia epidemioldgica dos marsupiais e roedores na transmissdo de

Toxoplasma gondii e Neospora caninum

Vérios estudos realizados detectaram a presenca destes parasitas em mamiferos
de diferentes ordens, em carnivoros, artiodactyla, perissodactyla, rodentia, marsupialia,
aves entre outros. Porém, ainda sdo necessarios mais estudos para a compreensdo do
papel destes animais no ciclo silvestre desses parasitas (DUBEY, 2010).

Em roedores, estudos soroldgicos e moleculares detectaram anticorpos/DNA N.
caninum em Mus musculus (FERROGLIO et al., 2007; JENKINS et al.,2007;
BARRATT et al., 2008; THOMASSON et al., 2011; MENDINA-ESPARZA et al.,
2013), Rattus novergicus (HUANG et al., 2004; FERROGLIO et al., 2007; JENKINS
et al.,2007; MENDINA-ESPARZA et al., 2013), Apodemus sylvaticus (FERROGLIO
etal., 2007; THOMASSON et al., 2011), Micromys minitus (MEERBURG et al., 2012),
Microtus arvalis (FUEHRER et al., 2010), Arvicola terrestris (FUEHRER et al., 2010),
Spermophilus variegates (MEDINA-ESPARZA et al.,, 2013), e Hydrochaeris
hydrochaeris (YAl et al., 2008; TRUPPEL et al., 2010; VALADAS et al., 2010).
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Os roedores servem como hospedeiros, vetores ou reservatorios de muitos
parasitas patogénicos e mantém a transmisséo de ciclos biolégicos desses agentes em
diferentes ambientes o que causa doengca em animais, e grandes perdas econémicas para
setor de pecuéria. Os ratos também foram tidos como hospedeiro intermediario para N.
caninum e T. gondii (MEERBURG et al., 2012; ROBERT-GANGNEUX, et al., 2012).

Foi demonstrado em estudos que 16% de ratos, em ambientes proximos a
fazenda, foram positivos para infecgdo natural com N. caninum (HUANG et al., 2004).
Em outro estudo 77% de ratos domésticos (Mus musculus) e 50% de rato marrom
(Rattus norvegicus) foram positivos para ensaio com PCR (MEDINA-ESPARZA et al.,
2013).

Em marsupiais, relatos de infeccdo natural séo raros, identificados em trés
espécies comprovadas por presenca de anticorpos anti-N. caninum e presenca de DNA
do mesmo: Didelphis marsupialis (YAl et al., 2003), Macropus fuliginosus ocydromus
(MAYBERRY et al., 2014) e Macropus parma, criado em cativeiro (CRONSTEDT-
FELL et al., 2012). Este ultimo foi relatado como caso de neosporose em marsupial, 0
unico caso dessa doenca vista em marsupial.

No Brasil, alguns estudos identificaram a presenca de DNA de T. gondii em
Necromys lasiurus, Trichomys aperoides (FOURNIER et al., 2014), entre 0s marsupiais
Didelphis albventris (FORNAZARI et al., 2011; FOURNIER et al., 2014), Didelphis
aurita (PENA et al., 2011).

Devido a atividade predatoria de felideos e canideos aos pequenos mamiferos, 0s
roedores e marsupiais desempenham um papel importante no ciclo de vida de agentes
parasitarios, sendo responsaveis pela transmissdo do parasita aos seus hospedeiros
definitivos, (MULLER; HOWARD, 2016). Estudos de habito alimentar de gatos
selvagens sugerem que os roedores compreendem cerca de dois tercos das presas
consumidas, no entanto isso pode variar de acordo com a esta¢do do ano, abundancia de
roedores, espécies de felinos, e da disponibilidade de outras presas (RENDON-
FRANCO et al., 2014). Animais de vida livre, podem ser utilizados como sentinelas
ambientais para T. gondii, ja que eles séo expostos, sem nenhuma protecéo, a todas as
formas infectantes do parasita (MURADIAN et al., 2012).
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4 DETECCAO MOLECULAR DE Toxoplasma gondii E Neospora caninum em
MARSUPIAIS E ROEDORES SILVESTRES NA MESOREGIAO SUL BAIANO

4.1 INTRODUCAO

As relacOGes ecoldgicas, decorridas na natureza, visam o equilibrio de
ecossistemas, contudo podem apresentar-se positiva ou negativamente entre 0s
individuos que os compdem (MORAES et al., 2010).

Alguns protozoarios do filo Apicomplexa apresentam relevancia para a saude
publica por exibir carater zoondtico e/ou causar grandes perdas econdmicas para
pecuaria (SHIRLEY et al., 2007; BECK et al., 2009). Toxoplasma gondii e Neospora
caninum sdo espécies pertencentes a este Filo, com morfologia semelhante, mas
biologicamente apresentam algumas diferencas, essencialmente quanto ao hospedeiro
definitivo, onde N. caninum utilizam os canideos e T. gondii os felideos. Ambos os
parasitos sdo responsaveis por enfermidades neuroldgicas e reprodutivas aos seus
hospedeiros (LAGONI et al., 2012; CAMILO et al., 2015).

Estes coccidios parasitam, como hospedeiro intermediarios, uma grande
variedade de animais homeotérmicos, sendo possivel infectar tantos os animais
domésticos quanto os silvestres (MCALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004;
DUBEY; SCHARES, 2011).

Os estagios infectantes de ambos 0s parasitas sd0 0S esporozoitos presentes nos
oocistos esporulados, o que caracteriza a forma com resisténcia ambiental; os
taquizoitos, forma celular com rapido metabolismo; e os bradizoitos forma de
metabolismo lento, contidos no cisto tecidual (DUBEY, 2006). As diferencas entre esses
estdgios em ambos 0s parasitas sdo bastante sutis podendo ser observada na sua
ultraestrutura (LINDSAY et al., 1999). Animais carnivoros infectam-se ao ingerir carne
contaminada, devido aos habitos predatdrios ou habitos detritivoros, e entre 0s animais
herbivoros a transmisséo ocorre pela ingestéo de oocistos presentes na vegetagcdo ou em
alimentos, solo e dgua contaminados (CRAEYE et al., 2011; REZENDE-GONDIM et
al., 2017).

A principal fonte de infeccédo para os hospedeiros definitivos é através das suas

presas (roedores e pequenos mamiferos) que podem conter cistos teciduais. Essas presas
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contribuem na disseminacdo da infeccdo entre animais domésticos carnivoros e
onivoros, como também, para os animais silvestres (MACHACOVA et al., 2016). De
Acordo com Epstein e colaboradores (1997), os pequenos roedores e 0s marsupiais sdo
bons indicadores ambientais devido ao ciclo de vida curto, populagbes numerosas em
todos os biomas, modificados ou ndo, e ademais por serem presas para animais
carnivoros.

As interferéncias constantes das atividades humana no meio ambiente promovem
danos dificeis de serem recuperados o que fomenta a perda ou reducdo de habitat de
espécies silvestres o que leva ao desequilibrio, com diminuicdo de populacdes da fauna
e da flora, até casos de extincdo, e também a selecdo de especies sinantropicas que
podem servir de intersecdo entre os animais silvestres e os humanos (VITALIANO,
2014a). Essa aproximacédo dos humanos, animais domésticos com os animais silvestres
possibilita maior permuta de patdgenos entre eles.

Técnicas moleculares, como a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR —
Polymerase Chain Reaction) sdo ferramentas de monitoracdo de populacGes parasitarias
importantes para ensaios experimentais promovendo parametros de estudo sobre a
distribuicdo ambiental desses agentes o que possibilita melhor entendimento sobre as
semelhancas na biologia basica e padrdes da doenca e via de transmissdo dos parasitos
(BECK et al., 2009).

Ap0s a contextualizacao supracitada e de acordo com Thompson e colaboradores
(2013) é necessario entender melhor os fatores que possibilitam a transmissdo de
infecgOes entre humanos e animais silvestres e quais deles podem levar a surto
epidemioldgicos. Devido a escassez de informagdes frente a grande biodiversidade
presente na natureza objetivou-se investigar a presenca de DNA de T. gondii e N.
caninum em tecidos de pequenos roedores e marsupiais capturados em areas de Mata
Atléantica e Agroflorestas de cacau (cabruca), localizadas em cidades da mesorregido do

sul Baiano.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Protocolo de eutanasia e CEUA

Os procedimentos para coletas dos exemplares foram realizados de acordo como
Guia Brasileiro de Boas Praticas para Eutanasia em animais seguindo os principios
éticos do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 2013).

A coleta foi autorizada através do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO) sob o ntimero 17131-4 e, pelo Conselho de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Santa Cruz - CEUA — UESC (Processo N°
003/2013). Os individuos coletados foram taxidermizados, tombados e depositados na
Colecdo de Mamiferos Alexandre Rodrigues Ferreira (CMARF-UESC).

4.2.2 Local de estudo

A pesquisa foi realizada entre os anos de 2015 a 2017 e foram capturados 323
animais entre pequenos roedores e marsupiais em 15 &reas florestais distribuidas em
quatro municipios da regido Sul do Estado da Bahia. Foram seis areas de Mata Atlantica
nos municipios de Una: uma Reserva Particular de Patrimonio Natural (RPPN) Nova
Angélica (15°14'59.0"S 39°04'41.0"W), Fazenda Cariri (15°09'57.8"S 39°13'10.1"W),
Fazenda Fara6 (15°20'53.0"S 39°02'43.5"W), Fazenda Col6nia de Una (15°14'53.1"S
39°09'34.3"W), Fazenda Juerana (15°12'35.9"S 39°08'37.4"W) e Fazenda Nasha
(15°16'54.5"S 39°10'54.2"W); trés &reas em Mascote: Fazenda Juazeiro (15°42'53.6"S
39°21'52.6"W), Fazenda Sempre Viva (15°43'40.9"S 39°22'56.7"W) e Fazenda Lagoa
Pequena (15°48'01.9"S 39°3023.8"W); e duas areas no municipio de Belmonte:
Fazenda Boca do corrego (15°54'03.0"S 39°13'40.4"W) e Fazenda Ouro Verde
(15°53'40.4"S 39°14'19.2"W).

Ademais, também foram realizadas amostragens em areas de agroflorestas de
cacau (Cabruca) localizadas na zona rural da cidade de Ilhéus: Fazenda Acude
(14°45'04.0"S 39°11'51.2"W), Fazenda Camboa (14°3815.8"S 39°12'02.3"W),
Fazenda Feliz Vitéria (14°4211.2"S 39°15'34.8"W) e no interior do campus da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) (14°47'39.0"S 39°1020.7"W). Todas as

areas foram georreferenciadas com o Sistema de Posicionamento Global (GPS).
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4.2.3 Coleta de amostras

Para a coleta dos animais foram utilizadas armadilhas de captura viva, modelos
Sherman, Tomahawk (Figura 5) e armadilhas de queda Pitfall (Figura 6), colocadas em
transectos e dispostas no solo e no sub-bosque (entre 1,5 e 2m), contendo iscas
compostas de mistura de fubd, banana, creme de amendoim e dleo de figado de bacalhau.
As areas foram divididas em trés parcelas, em cada parcela foi estabelecido duas linhas
de 100m, com distancia entre estas de 30m. Cada linha continha seis estacfes separadas
por 20m de distancia, e em cada estagdo foi disposto uma armadilha Sherman e uma
Tomahawk, em alturas diferentes, totalizando 24 armadilhas por parcela e 72 no total
(Figura 7).

Figura 5. Disposi¢do de armadilhas Sherman e Tomahawk em um ponto de captura (A)

Individuo da espécie Marmosa murina capturado em armadilha Tomahawk sub-bosque (B).
Fonte: (A) Brito Junior, 2017; (B) Arquivo pessoal

£ -

Figura 6. Armadilha de queda (Pitfall trap).
Fonte: Brito Junior, 2017.
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Figura 7. Desenho esquematico da disposi¢do de armadilhas nas &reas de captura.
Fonte: Brito Junior, 2017.

As armadilhas permaneceram ativas por dez noites consecutivas nas cidades de
Una, Belmonte e em Ilhéus e por 3 dias consecutivos no municipio de Mascote. Os
pequenos mamiferos capturados foram identificados quanto a espécie, sexo e idade. A
eutanasia foi realizada por administracdo de Cloridrato Xilazina, na dose de 10mg/kg e
Cloridrato de Quetamina, na dose de 100mg/kg, como descrito no Manual de Trabalho
de campo da Fundacdo Oswaldo Cruz (LEMOS; D’ANDREA, 2014).

A coleta de fémeas gestantes e lactantes, como também, de animais jovens foi
evitada e quando estes, por ventura, eram capturados, foram marcados com um brinco e
libertados nos locais de sua captura.

Durante a taxidermia dos espécimes eutanasiados foram coletados de cada animal
seus orgdos (cérebro, coracdo, diafragma, pulmao, figado, bago e rins) esses foram
acondicionados em micro tubos plasticos e congelados.

As amostras foram encaminhadas para o laboratdrio de Parasitologia Veterinéria

na (UESC), onde foram acondicionados em freezer -20°C. Os individuos coletados



31

foram tombados e depositados na Colecdo de Mamiferos Alexandre Rodrigues Ferreira
(CMARF-UESC).

4.2.4 Extracdo de DNA

Previamente a extracdo do DNA os tecidos foram reunidos, formando pools de
25mg como sugerido no manual do kit comercial de extracdo. Cada pool contendo um
fragmento de cérebro, coracdo, diafragma, pulmao, figado, baco e rins, esses foram
macerados, com auxilio de um cadinho e um pistilo, e embebidos em nitrogénio liquido.
E, em seguida foi utilizado o Kit de extracdo de DNA PureLink™ Genomic DNA Mini
Kit (Invitrogen®).

4.2.5 Amplificacdo de DNA de Toxoplasma gondii por PCR

A amplificacdo de DNA de T. gondii foi realizada utilizando os primers Tox4
(CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) e Tox5
(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) (HOMAN et al., 2000), que resultou em
um fragmento com 529 bp (Genbank NO AFI146527). O volume total da reacéo foi 25uL
contendo 1X tampao de PCR Tris HCI (pH 8,0), 2mM MgClz, 200uM dNTPs, 0,10uM
cada primer (forward e reverse), 0.5U Taq DNA polimerase Platinum®, 1.5uL de DNA
extraido e para completar o volume agua destilada. A reacéo foi feita em 37 ciclos, que
ocorreram nas seguintes condicdes: 1 ciclo inicial a 94°C por 5 minutos, posteriormente
35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 58°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, seguindo de 1
ciclo final a 72°C por 10 minutos. Os produtos da PCR foram visualizados através da
eletroforese em gel de agarose a 2% sob luz violeta, corados com SYBR® Safe e foto

documentados (Figura 8).
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500 pb

Figura 8. Amplificacdo da PCR de Toxoplasma gondii em gel de agarose a 2%. 1 Marcador 1kb

Plus; 2 Controle positivo (cepa RH); 3 Controle negativo; 4, 5 e 6 Amostras positivas.
Fonte: Arquivo pessoal

4.2.6 Amplificacdo de DNA de Neospora caninum por PCR

A amplificacdo de DNA de N. caninum serd realizada utilizando os primers Np21
(CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAAC) e Np6
(CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT) (YAMAGE et al., 1996), que resultou emum
fragmento com 329 bp (Genbank NO AH012052). O volume total da reacgdo foi 25uL
contendo 1X tampé&o de PCR Tris HCI (pH 8,0), 2mM MgClz, 200uM dNTPs (2,5mM),
0,15uM cada primer (forward e reverse), 5U Tag DNA polimerase Platinum®, 5,0uL
de DNA extraido e para completar o volume agua destilada. A reacédo foi feita em 37
ciclos, que ocorreram nas seguintes condicdes: 1 ciclo inicial a 95°C por 5 minutos,
posteriormente 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto,
seguindo de 1 ciclo final a 72°C por 5 minutos. Os produtos da PCR foram visualizados
através da eletroforese em gel de agarose a 2% sob luz violeta, corados com SYBR®

Safe e foto documentados (Figura 9).
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300 pb

Figura 9. Amplificacdo da PCR de Neospora caninum em gel de agarose a 2%. 1 Marcador 1kb
Plus; 2 Controle positivo (NC-Bahia); 3 Controle Negativo; 4 Amostra negativa; 5 Amostra

positiva.
Fonte: Arquivo pessoal

4.2.7 Analise Estatistica

As anélises estatisticas da associacdo do resultado molecular com as variaveis
sexo e areas de captura (cabruca e mata), foram calculadas pelo teste Exato de Fisher
com intervalos de confianga de 95% utilizando o software Epi Info™ 7.2.0.1 (Center

for Diseases Control and Prevention, USA).
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4.3 RESULTADOS

Neste estudo foram capturados 18 géneros de pequenos mamiferos: 13
pertencentes ao grupo de pequenos roedores e 6 pertencentes ao grupo de marsupiais. O
que totalizou, respectivamente, a captura de 235 (72,75%) e 88 (27,24%). Né&o foi
possivel identificar a espécie de 3 géneros de roedores.

Das areas estudadas, a regido de Ilhéus foi a que apresentou maior nimero de
animais capturados 47,36% (153/323), seguida da regido de Una 30,95% (100/323), da
regido de Belmonte 15,17% (49/323) e, por fim, da regido de Mascote 6,50% (21/323)
(Tabela 1).

Dentre os fragmentos estudados, as areas de Mata Atlantica totalizaram a captura
de 52,63% (170/323) de animais, o que foi mais frequente do que o nimero de animais
capturados na regido de Cabruca 43,36% (153/323). Contudo, a regido de Cabruca teve
maior frequéncia de capturas de roedores 54,89% (129/235) do que nas capturas
realizada nas areas de Mata Atlantica 45,10% (106/235). J& os marsupiais foram mais
frequentes nas areas de Mata Atlantica 72,72% (64/88) do que nas areas de Cabruca
27,27% (24/88) (Tabela 2).

Do total de animais capturados 39,93% (129/323) foram fémeas e 60,06%
(194/323) foram machos. Dentre os roedores 60% (141/235) foram do sexo masculino
e 40% (94/235) foram do sexo feminino. Entre os marsupiais foram capturados 60,22%
(53/88) de machos e 39,77% (35/88) de fémeas (Tabela 3).

A deteccdo molecular dos agentes etioldgicos estudados resultou no total de
4,33% (14 de 323) de animais positivos para a presenca de DNA dos agentes T. gondii
e N. caninum encontrados nos tecidos desses individuos. Nao foi encontrado em nenhum
tecido analisado a presenca de ambos parasitas concomitantemente.

A analise realizada para a identificagdo de DNA de Toxoplasma gondii em
tecidos detectou em 1,24% (4/323) dos animais a presenca de DNA do agente. Entre os
4 animais positivos, 3 eram roedores machos das espécies: Hylaeamys laticeps,
Oligoryzomys nigripes e Thaptomys nigrita; e 1 marsupial macho da espécie Marmosa

demerarae.
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Tabela 1. Caracteristica de pequenos mamiferos utilizados para detec¢do de Toxoplasma
gondii e Neospora caninum por PCR.

Espécies Localizacéo Numero Numero
examinados  positivos

Belmonte Ilhéus Mascote Una

Pequenos Roedores

Akodon cursor 1 26 1 - 28 -
Blarinomys - - - 1 1 -
breviceps
Calomys sp. - - 2 - 2 -
Cerradomys - - 1 - 1 -
subflavus
Euryoryzomys sp. 1 3 - - 4 -
Guerlinguetus sp. 2 - - - 2 -
Hylaeamys laticeps 26 67 1 45 139 9
Nectomys squamipes - 4 - - 4 -
Necromys lasiurus - 1 1 1 3 -
Oecomys catharinae 1 - - 3 4 -
Oligoryzomys 8 1 3 12 1
nigripes
Rhipidomys 2 14 2 3 21 -
mastacalis
Thaptomys nigrita 3 6 - 5 14 2
Total 36 129 9 61 235 12
Marsupiais
Didelphis aurita - 2 1 5 8 -
Gracilinanus agilis 2 - 3 - 5 -
Marmosa demerarae - - - 9 9 1
Marmosa murina 6 19 4 19 48 -
Marmosops incanus 1 - 4 - 5 -
Monodelphis 4 3 - 6 13 1
americana
Total 13 24 12 39 88 2

Ja na andlise realizada para identificacdo de DNA de Neospora caninum em
tecidos detectou em 10 de 323 animais (3,09%) a presenca de DNA desse agente, destas
amostras 9 foram roedores e 1 de marsupial. Entre os roedores foram 4 machos da
espécie Hylaeamys laticeps positivos e 5 fémeas, sendo que 4 eram da especie
Hylaeamys laticeps e 1 da espécie Thaptomys nigrita. Em marsupiais foi detectado em
um macho da espécie Monodelphis americana (Tabela 1).

Em relacdo a presenca de DNA dos parasitas avaliados e as areas onde 0s animais

positivos foram capturados, 64,28% (9/14) foram animais de &reas de Cabruca, enquanto
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35,71% (5/14) foram de areas de Mata Atlantica. Dentre os positivos para T. gondii 50%
foram de animais providos de areas de Cabruca. E, dentre os positivos para N. caninum

70% foram providos de areas de Cabruca.

Tabela 2. Relacéo entre area de captura, ordem de individuos capturados e presenca de
DNA de parasitas.

W Mata Atlantica Cabruca
Ordem

Roedores 106/235 129/235
1 +DNAT. gondii 2 + DNAT. gondii
2 + DNA N. caninum 7 + DNA N. caninum
Marsupiais 64/88 24/88

1+ DNAT. gondii
1+ DNA N. caninum
Total 170/323 153/323
Nota: Nota: (+) - amostra positiva para DNA do parasito. pvalor para T. gondii=0,99 e N. caninum=0,25

Tabela 3. Relacdo entre as espécies capturadas e 0 sexo.

Roedores Fémea Macho
Akodon cursor 11 17
Blarinomys breviceps - 1
Calomys sp. 1 1
Cerradomys subflavus 1 -
Euryoryzomys sp. 2 2
Guerlinguetus sp. - 2
Hylaeamys laticeps 56 83
Necromys lasiurus - 3
Nectomys squamipes - 4
Oecomys catharinae 2 2
Oligoryzomys nigripes 3 9
Rhipidomys mastacalis 12 9
Thaptomys nigrita 6 8
Total 94 141
Marsupiais Fémea Macho
Didelphis aurita 5 3
Gracilinanus agilis 1 4
Marmosa demerarae 4 5
Marmosa murina 18 30
Marmosops incanus 3 2
Monodelphis americana 4 9
Total 35 53

Nota: pvalor T.gondii=0,25 e N. caninum=0,33
Né&o houve diferenca estatistica entre a infeccdo, a area de captura e

0 sexo dos animais.
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4.4 DISCUSSAO

Esse foi o primeiro estudo de deteccdo molecular que avaliou a presenca, de
ambos protozoarios, T. gondii e N. caninum em pequenos roedores e marsupiais
realizado na mesorregido Sul Baiano. E a presenca destes protozoarios no ambiente
silvestres reafirma a capacidade adaptativa desses agentes em diferentes ambientes e
espeécies hospedeiras.

Nesse estudo foi encontrado a prevaléncia de 4,33% da presenca desses agentes
etiologicos entre a populacdo amostral. Durante a pesquisa foi possivel observar a
presenca de cées e gatos ao redor e dentro dos fragmentos de mata estudados, visto que
estes sdo, respectivamente, os hospedeiros definitivos de N. caninum e T. gondii, fator
primordial para a reproducdo sexuada que resulta na formacdo de oocistos, estagio
contaminante ambiental destes agentes, € um fato relevante para a manutencéo do ciclo
silvestre. (HILL et al., 2001; DUBEY, 2002; DONAHOE et al., 2015).

Adicionalmente, apenas com a reproduc¢do sexuada, hd combinacdo de gametas
possibilitando uma variedade genética que pode produzir linhagens mais virulentas
desses parasitos, contudo, faz-se necessario estudos posteriores para avaliar as linhagens
presentes nos individuos estudados.

Areas de Cabruca, ambiente de cultura de cacau em meio & Mata Atlantica, recebe
um maior contato com as atividades dos seres humanos. Essa area teve maior quantidade
de animais positivos 64,28% (9/14) para um dos parasitas, dentre os positivos para T.
gondii 50% (2/4) foram capturados nas areas de Cabruca e dentre os positivos para N.
caninum 70% foram de areas de Cabruca, o que pode ser justificada por este ambiente
ser mais antropizado, (BIDAISEE; MACPHERSON, 2014; ZANELLA, 2016), porém nao
apresentou diferenca estatistica. A auséncia de significancia pode estar relacionada ao
pequeno numero de animais positivos.

Previamente, foi realizado um estudo sorolégico para T. gondii na mesma regiao
com prevaléncia de 4,65% de roedores e 15,71% de marsupiais positivos para anticorpos
anti-T.gondii em uma amostra de 242 animais (BRITO JUNIOR, 2017) o que demonstra
uma baixa positividade nesta regiéo.

Alguns trabalhos realizados em outros paises utilizando técnicas de deteccéo

molecular mostram diferentes resultados. Machacova e colaboradores (2016) detectou
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a presenca de DNA de T. gondii em 0,7% de pequenos mamiferos, enquanto que néo foi
evidenciado presenca de DNA de N. caninum em nenhuma amostra. No estudo de
Meeburg et al. (2012) detectaram a presenca de DNA de T. gondii e N. caninum em,
respectivamente, 4% e 12,4% dos animais avaliados. Contudo, neste Gltimo estudo
foram avaliados animais coletados préximos a area com fazendas, similar a maioria das
areas avaliadas neste estudo.

Essa probabilidade de maior presenca dos patdgenos em areas proximas de
criacdes de animais ou areas urbanas corrobora a literatura que menciona o papel dos
roedores selvagens e domeésticos como elementos importantes do ciclo silvestre desses
patdgenos que provavelmente se infectam através de oocistos liberados no ambiente por
canideos ou felideos que se infectaram ao comer carcaca, resto de aborto ou as proprias
presas (KIJLSTRA et al., 2008).

Sabe-se, também que os roedores sdo cosmopolitas e adaptam-se a areas urbanas,
rurais e silvestres (MARSHALL et al., 2004; HUGHES et al., 2006). Também ja foi
mencionado que a destruicdo de regides florestais para a pratica de atividades humanas
aumenta o risco de transmissdo para animais domésticos e humanos (VITALIANO et
al., 2014b).

Animais com habitos terrestres ficam mais suscetiveis a infeccdo por oocistos
presentes no solo ou em adgua contaminada (KIJLSTRA et al., 2008). De acordo com De
Thoisy e colaboradores (2003) os mamiferos terrestres sdo mais expostos aos parasitas
do que aqueles com habitos arboricolas. Neste estudo as espécies de roedores que
apresentaram DNA para T. gondii e N. caninum sdo de habito terrestre. Ja a infeccdo
nos marsupiais pode ocorrer devido aos seus habitos alimentares, dieta principalmente
onivora, facilitando a infeccdo por via oral (FERRARONI; MARZOCHI, 1980). Os
roedores infectados com T.gondii ou N. caninum sdo considerados importantes na
epidemiologia da infeccdo, pois podem servir como reservatorios de infeccdo para
suinos, cdes e principalmente para felinos domésticos e silvestres (DUBEY ; FRENKEL,
1998).

InfecgBGes concomitantes ndo foram detectadas neste estudo diferente do estudo
de Meeburg et al., 2012 com 1,2% de deteccdo de ambos agentes. Com relacdo a co-

infeccdo desses agentes etioldgicos, Hughes e colaboradores (2006) avaliaram a taxa de
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frequéncia de infeccdo de T. gondii e N. caninum em um mesmo individuo. Foram
testadas 2 espécies de roedores, Mus musculus e Rattus novergicus, com ocorréncia de
2% (2/100). Este estudo sugere que a co-infeccdo pode ser um evento aleatorio, sem

evidéncias conclusivas de associacdo especifica.
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4.5 CONCLUSOES

Foram detectados os parasitas N. caninum e T. gondii em pequenos roedores e
marsupiais em areas de Mata Atlantica e Cabruca com a ocorréncia de 3,09% e 1,24%,
respectivamente. Os individuos provenientes das areas de Cabruca apresentaram maior
positividade para ambos agentes etioldgicos do que aqueles providos das &reas de Mata
Atléantica. Nao foi encontrado infeccdo concomitante dos dois parasitas. Também ndo
foi obtido relacdo entre o sexo e a infeccdo. E necesséario estudos posteriores para
identificar e caracterizar as cepas presentes neste ambiente e, assim, compreender

melhor o ciclo silvestre desses agentes nessa regiao.
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ANEXO A - Espécies de roedores e marsupiais capturados na regido Sul da
Bahia. 2015-2017.

1 MARSUPIAIS

Figura 1-Didelphis aurita. Fonte: Rossi e Bianconi (2011).

Figura 2 —Gracilinanus agilis. Fonte: Brito Junior (2017).
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Figura 4 — Marmosops incanus. Fonte: Estavillo (2012).
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Figura 5 — Monodelphis americana. Fonte: Brito Junior (2017).

2 ROEDORES

Figura 6 — Akodon cursor. Fonte: Arguivo pessoal.
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Figura 8 — Cerradomys subflavus. Fonte: Bonvicino e colaboradores (2008).
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Figura 9 — Calomys spp. Fonte: Bonvicino e colaboradores (2008).
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Figura 11 — Guerlinguetus ingrami. Fonte:A, B — Brito Junior (2017); C- Bonvicino e colaboradores
(2008).
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Figura 12 — Hylaeamys laticeps. Fonte: Brito Junior (2017).



Figura 15 - Oecomys catherinae. Fonte: Bonvicino e colaboradores (2008).
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Figura 18 - Thaptomys nigrita. Fonte: Oliveira e Bonvicino (2011).
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ANEXO B - Normas de publicacdo artigo da revista Brazilian Journal of

Veterinary Parasitology

Os artigos submetidos a Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria deverao
caracterizar-se como cientificos e originais, essencialmente sobre parasitas de
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Experimentos que utilizam animais deverdo ser conduzidos obedecendo as
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