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SOROPREVALENCIA E IDENTIFICACAO DE FATORES DE RISCO
ASSOCIADOS A PROTOZOARIOS DA FAMILIA SARCOCYSTIDAE EM
CAPRINOS E DETECCAO MOLECULAR DE T. gondii EM CODORNAS NO
ESTADO DA BAHIA

RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho realizar uma pesquisa de anticorpos
contra Toxoplasma gondii, Neospora caninum e Sarcocystis spp. em caprinos
na mesorregidao centro sul baiano através de inquérito soroepidemioldgico,
identificando os principais fatores de risco associados com a infeccédo destes
agentes, utilizando-se a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta, bem como
isolar T. gondii de caprinos oriundos da microrregido de Feira de Santana e
também detectar T. gondii através de analise molecular em codornas oriundas
da microrregido de Ilheus-Itabuna. Foram analisados 553 soros de caprinos
provenientes de 25 propriedades, distribuidas em 04 municipios na
mesorregido centro sul baiano. Detectou-se uma reatividade de 7,59% (42/553)
de T. gondii, sendo que 48,83% foram reagentes ao titulo de 64; 25,58% para o
titulo de 256 e 16,28% para 1024, o maior titulo observado foi o de 4096
(9,3%). Dez das 25 propriedades avaliadas ndo apresentaram nenhum animal
reagente. Porém, todos os quatro municipios analisados apresentaram pelo
menos um animal sororreagente. No modelo de regressédo logistica foi
encontrado faixa etaria (p= 0,03), sexo (p=0,03) e area total da propriedade
(p=0,01) como fatores de risco associados a infec¢do por T. gondii. Anticorpos
contra N. caninum foram encontrados em 12 (2,17%) caprinos. O presente
estudo investigou pioneiramente a prevaléncia de anticorpos anti-Sarcocystis
spp. em caprinos no estado da Bahia, encontrando 44 (7,96%) caprinos soro
reagentes. Foi observada associacdo estatistica entre a soropositividade e
tamanho do rebanho (p = 0,03). Dos tecidos dos caprinos utilizados na
inoculagcdo nos camundongos, foi obtida amplificagdo do DNA de T. gondii no
coracdo e cérebro de um (1/13) caprino e no coragdo de um camundongo
inoculado. Dos tecidos (coracdo e cérebro) de 105 codornas coletadas na
microrregido de Ilhéus-Itabuna, quatro (3,81%) amostras, sendo trés de

coracdo e uma de cérebro, apresentaram-se positivas para T. gondii utilizando
IX



a técnica de PCR em tempo real. Conclui- se que os caprinos e as codornas na

Bahia estdo expostos a infeccdo causada por T. gondii, N. caninum e
Sarcocystis spp

Palavras-chave: IFIl, neosporose, PCR, sarcocistose, toxoplasmose



SOROPREVALENCE AND IDENTIFICATION OF RISK FACTORS
ASSOCIATED WITH A PROTOZOARS OF THE SARCOCYSTIDAE FAMILY
IN GOATS AND MOLECULAR DETECTION OF T. gondii IN QUAILORS IN
THE STATE OF BAHIA

ABSTRACT

The objective of this work was to carry out a research of antibodies against
Toxoplasma gondii, Neospora caninum and Sarcocystis spp. In the south
central Bahia mesoregion through a seroepidemiological survey identifying the
main risk factors associated with the infection of these agents, using the Indirect
Immunofluorescence reaction, as well as isolating T. gondii from goats from the
Feira de Santana microregion and also to detect T. gondii through molecular
analyzes in quail from the Ilheus-Itabuna microregion. A total of 553 sera of
goats from 25 farms were analyzed, distributed in 04 municipalities in the
mesoregion of south central Bahia. A positivity of 7.59% (42/553) of T. gondii
was detected, with 48.83% being titre reagents of 64; 25.58% for the title of 256
and 16.28% for 1024, the highest achieved was 4096 (9.3%). Ten of the 25
evaluated properties did not present any reactive animals. However, all 04
municipalities analyzed had at least one seroreagent animal. In the logistic
regression model, age (p = 0.03), sex (p = 0.03) and total area of the property
(p = 0.01) were found as risk factors associated with T. gondii infection.
Antibodies against N. caninum were found in 12 (2.17%) goats. The present
study investigated the prevalence of anti-Sarcocystis spp. antibodies in goats in
the state of Bahia, with 44 (7.96%) goats reactive sera. Statistical association
was observed between seropositivity and herd size (p = 0.03). Amplification of
T. gondii DNA was found in the heart and brain of one (1/13) goat and in the
heart of an inoculated mouse. From the tissues (heart and brain) of 105 quall
collected in the Ilhéus-ltabuna microregion, 04 (3.81%) samples, being 03 from
the heart and 01 from the brain, were positive for T. gondii using the real time
PCR technique. It is concluded that goats and quails in Bahia are exposed to

infection caused by T. gondii, N. caninum and Sarcocystis spp

Key words: IFI, neosporosis, PCR, sarcocystosis , toxoplasmosis.
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1. INTRODUCAO

A caprinocultura € uma atividade econémica explorada em todos os
continentes, presente em areas sob as mais diversas caracteristicas
bioclimatolégicas. O Nordeste brasileiro tem se destacado na exploracdo de
pequenos ruminantes domésticos, principalmente caprinos, pelo potencial da
vegetacdao natural para a manutencdo e sobrevivéncia dos animais desta
espécie. O Brasil conta com rebanho caprino de nove milh6es de animais,
sendo que 92,7% (sete milhdes e 900 mil caprinos), encontram-se na regido
Nordeste, colocando a Bahia como maior produtor nacional, com 2.742.733
animais (BRASIL, 2016).

Essa atividade é de fundamental importancia sécio-econémica para o
Nordeste, pois representa uma alternativa na oferta de carne, leite e derivados.
Consequentemente, a caprinocultura conquista um grande namero de pessoas,
colaborando de forma significativa para a fixagdo do homem no campo.
Contudo, a producdo desses animais ainda apresenta limitacdes decorrentes
de problemas sanitarios, nutricionais e manejo inadequado, o que contribui
para o aumento da incidéncia de enfermidades. Nesse contexto, as doencas
parasitarias ocupam lugar de destaque, causando sérios problemas para a
saude animal e resultando em elevadas perdas econémicas, em decorréncia
do déficit no crescimento do animal, perda de peso e problemas reprodutivos.

Protozoérios da familia Sarcoccystidae, que inclui os géneros Neospora,
Sarcocystis e Toxoplasma, apresentam importancia como agentes etiologicos,
determinando diferentes enfermidades tanto em animais como em humanos.

A toxoplasmose resulta em significativas perdas animais e econdémicas,
e também tem implicacdes para saude publica, pois € uma importante zoonose.
O consumo de carne contaminada € uma importante via de transmissao para
seres humanos. Em adultos saudaveis, a enfermidade €& normalmente
assintomatica, mas em mulheres gravidas pode causar danos reprodutivos
como abortamento, morte neonatal, hidrocefalia e retardo mental, e em

humanos imunocomprometidos lesdes no SNC e encefalites.
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Clinicamente, a infecg¢éo por T. gondii, N. caninum e Sarcocystis spp. em
caprinos € assintomatica, porém, cabras podem desenvolver distirbios
reprodutivos, como abortamento, natimortos e nascimentos de individuos
doentes. Estudos mais aprofundados sdo necessarios no sentido da
comprovacdo de Sarcocystis spp. como causa de aborto, j& que ainda ndo ha
relato de alteragdes clinicas em caprinos.

A coturnicultura exerce importante papel na avicultura, sendo o setor que
obteve maior desenvolvimento nos ultimos tempos. Torna-se uma alternativa
na producdo animal, pela rapidez no retorno de capital, baixo investimento,
utilizacdo de pequenas éareas e baixos gastos com mao-de-obra, pois na
maioria dos criatdrios esses animais ficam soltos no ambiente. Seus principais
produtos sdo a carne de alta qualidade e os ovos cada vez mais apreciados
pelos consumidores.

A infeccdo de T. gondii em codornas € geralmente assintomatica, porém
0s animais sao considerados eficientes hospedeiros intermediarios e bons
indicadores de contaminacdo ambiental jA& que possuem o habito de
alimentacéo diretamente no solo. O consumo humano de carne malcozida ou
de ovos crus/malcozidos podem representar uma fonte de infeccdo por
protozoarios para a populagdo humana.

O crescente interesse pela caprinocultura e cortunicultura no estado da
Bahia, e considerando a importancia da toxoplasmose, neosporose, e
sarcocistose tanto em aspectos econdmicos quanto de salde animal e publica,
demonstra a necessidade de estudos que visem identificar os agentes
parasitarios que comprometem a produtividade dos animais, através de
levantamentos epidemioldgicos que permitam contribuir para um melhor
entendimento da enfermidade, particularmente no que se refere aos fatores de

risco relativos as fontes de infeccéo.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral:

Realizar um estudo sobre a neosporose, sarcocistose e toxoplasmose
em caprinos enfatizando o inquérito soroepidemiolégico dos parasitos e

isolamento de Toxoplasma gondii, assim como realizar a deteccdo molecular

de T. gondii em codornas destinada ao consumo humano na Bahia.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aimportancia da caprinocultura

A cabra foi o primeiro animal domesticado pelo homem capaz de
produzir alimento, leite e carne, ha cerca de 6000 anos. Desde entéo,
distribuiu-se pelo mundo, sempre acompanhando a histéria da humanidade,
conforme atestam os diversos relatos histéricos, mitologicos e até mesmo
biblicos. Animais de caracteristicas docil e de facil manejo, pouco exigentes em
termos alimentares, os caprinos sdo facilmente adaptaveis a qualquer clima
(BRASIL, 2006).

O efetivo caprino brasileiro é de 9.780.533 de cabecas em 2016, com
crescimento em relacdo ao ano de 2015. O Brasil é o 22° criador mundial de
caprinos, e o Nordeste a regido que abrange 92,7% do rebanho nacional, a
Bahia o estado com o maior plantel, com cerca de 3 milhdes de individuos
(IBGE, 2016). A caprinocultura € uma importante fonte de recurso econémico
no Brasil, no nordeste estes animais estdo concentrados na regido semiarida
(NOBREGA, 20186).

A criacdo desses animais tem importancia social e econdmica regional,
dadas as poucas alternativas para o semiarido brasileiro. Devido a grande
capacidade de adaptacao e resisténcia a seca, 0 que 0s torna uma importante
fonte de renda para os produtores baianos, a caprinocultura é reconhecida
como uma atividade economicamente viavel, sendo responsavel por geracao
de renda, insercdo de pequenos produtores e reducdo do éxodo rural. As
condicdes precarias de manejo sanitario das criagdes, juntamente a auséncia
ou uso inadequado de tecnologias de manejo dos rebanhos, constituem as
principais causas da baixa producdo e da mortalidade desses animais
(BRASIL, 2006).

Com o desenvolvimento da caprinocultura, foram criadas normas e
diretrizes, na conducéo das atividades do setor. Em maio de 2004, o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), publicou a Instrucéo
Normativa n° 87, que Aprova o regulamento técnico do Programa Nacional de
Sanidade dos Caprinos e Ovinos — PNSCO para assegurar a cadeia produtiva
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da ovinocaprinocultura, os requisitos de seguranca sanitaria necessarios ao
seu acesso aos mercados, bem como a seguranca alimentar (BRASIL, 2012).

A grande demanda por carne e leite de cabras nos paises em
desenvolvimento devido ao crescimento populacional, a urbanizacdo e as
mudancas nas preferéncias alimentares e nos habitos dos consumidores
contribui para o aumento da produgcédo no Brasil. Esses pequenos ruminantes
sdo economicamente importantes nessa regido e sdo uma importante fonte de
carne e leite para consumo humano e de renda para os proprietarios de terras
(MORAES et al., 2011).

3.2. Aimportancia da coturnicultura

A codorna é uma ave originaria do norte da Africa, da Europa e da Asia.
(PINTO et al. 2002). Presume-se que a codorna domeéstica teria chegado ao
Brasil em 1959. A expansdo da comercializagédo da ave teve inicio em 1989, na
regido sul do pais quando uma grande empresa avicola resolveu implantar o
primeiro criatério comercial de grande escala com a finalidade de exportacdo
de carcacas de codornas congeladas (SILVA et al., 2011).

Segundo dados do IBGE (BRASIL, 2016) o Brasil dispde atualmente de
15.099.683 codornas, estando a Bahia com cerca de 342 mil aves, ocupando o
9° |ugar dentre o ranking nacional. As trés principais regides que mais
produzem ovos de codorna no Brasil é a regido Sudeste com 77,08% da
producéo total, seguido pela regido Sul com 10,42% e em terceiro lugar a
regido Nordeste com 9,18% da producdo nacional. A producdo de ovos de
codorna em 2016 foi de 273,3 milhdes de duzias.

A avicultura brasileira € de grande destaque no cenario mundial e seu
elevado crescimento contribui significativamente com a geracdao de emprego e
renda, fortalecendo a agropecuaria nacional. A coturnicultura é uma
ramificacdo da avicultura, onde codornas séo criadas para producdo de ovos
e/ou carne para abate (PASTORE et al., 2012). Essa atividade tem se
expandido bastante, principalmente devido ao seu baixo custo de investimento

inicial quando comparada a outros tipos de producdo, o que possibilita um
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rapido retorno do capital investido (MORI et al., 2005), além da ave apresentar

uma precoce maturidade sexual e alta produtividade (MOURA et al., 2008).

3.3. Toxoplasma gondii

3.3.1 Historico de Toxoplasma gondii

Em 1908, Nicolle e Manceaux encontraram um protozoario em tecidos
de um roedor semelhante ao hamster, o gundi (Ctenodactylus gundi), que
estava sendo utilizado para pesquisa de leishmaniose no Instituto Pasteur em
Tunis. Ambos inicialmente acreditavam que o parasita seria uma forma
particular de Leishmania, mas logo perceberam que tinham descoberto um
novo organismo e o nomearam de_Toxoplasma gondii, com base na sua
morfologia (toxo = arco, plasma = forma) e no hospedeiro encontrado
(Ctenodactylus gundi). No mesmo ano, Afonso Splendore descobriu 0 mesmo
parasita num coelho em Sao Paulo, no Brasil (DUBEY, 2008). O ciclo de vida
heteroxeno de T. gondii foi esclarecido no final dos anos 1960, apds ter sido
descoberto que as fezes dos gatos poderiam conter um estagio infeccioso
deste parasita que induzia uma infeccdo quando ingeridos por hospedeiros
intermediarios. Em 1970, foi descoberto os estagios sexuais do ciclo de T.
gondii no intestino delgado de gatos (DUBEY et al.,1998).

Feldman e Miller (1956) estudando rebanhos caprinos no estado de
Nova York, E.U.A. encontraram a primeira ocorréncia nesta espécie. Os
australianos foram os primeiros a demonstrar a toxoplasmose como uma
importante causa para os problemas reprodutivos em caprinos. Entre os
animais domésticos, 0S caprinos, Suinos e ovinos Sao mais suscetiveis
(DUBEY; BEATTIE, 1988).

3.3.2 Morfologia e biologia de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério de baixa
especificidade, pois, pode infectar animais homeotérmicos, invadindo diferentes
tecidos, células nucleadas e liquidos organicos (DUBEY, 1996). Existem trés
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formas de T. gondii que sdo infecciosas para os hospedeiros: taquizoitos em
colbnias celulares, bradizoitos contidos em cistos teciduais e esporozoitos em
oocistos esporulados (DUBEY et al., 1998).

Os gatos eliminam oocistos apds ingerirem qualguer uma das trés
formas infectantes de T. gondii. Porém, apenas 50% dos gatos eliminam
oocistos junto com as fezes apds ingerirem taquizoitos ou oocistos. Enquanto
gue quase na sua totalidade, ao ingerirem cistos teciduais, liberam oocistos
(DUBEY, 1996).

Os taquizoitos tem forma de meia lua, medindo de 4 a 8 ym de
comprimento por 2 a 4 um de diametro. Invadem a célula hospedeira por
penetracdo ativa da membrana e torna-se rodeado por um vacuolo
parasitéforo, que o protege dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Os
taquizoitos sdo encontrados durante a fase aguda da infec¢cdo (denominada
forma livre ou proliferativa, € a forma de multiplicacdo rapida), multiplicam-se
assexuadamente por repetidas divisdes binarias em processo especializado
chamado endodiogenia, repetido até a ruptura da célula hospedeira (DUBEY,
2004).

Sédo sensiveis as condi¢cdes ambientais, sendo facilmente destruidos
pela desidratacdo e varidveis osmoticas; sdo também menos resistentes a
tripsina ou pepsina e sdo geralmente mortos rapidamente fora do hospedeiro.
Taquizoitos sdo mortos por pasteurizacdo e aquecimento. Desempenham
papel importante na transmisséo vertical de T. gondii (TENTER et al., 2000).
Embora o parasita seja intracelular, os taquizoitos podem sobreviver por breves
periodos nos liquidos intersticiais e exsudatos, como saliva, urina e leite de
cabras (CHIARI; NEVES, 1984; DUBEY, 2008). Do ponto de vista médico, a
fase de taquizoito é importante, porque o parasito fica vulneravél aos farmacos
(DUBEY et al., 2012).

Depois de um numero desconhecido de divisdes, taquizoitos dao origem
a outro estagio chamado de bradizoitos que formardo os cistos teciduais.
Cistos crescem e permanecem intracelularmente. Eles variam em tamanho de
5-70 um e podem conter centenas de bradizoitos (JONES; DUBEY, 2010). S&o
formas de multiplicacdo lenta, que se multiplicam por endodiogenia. Os
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bradizoitos estdo presentes em infec¢des crénicas e sdo também chamados de
cistozoitos (DUBEY, 2008).

Jacobs e colaboradores (1960) forneceram uma primeira caracterizacéo
biologica de cistos. Descobriram que a parede do cisto era destruida pela
pepsina e tripsina, mas 0s organismos cisticos eram resistentes a digestéo pelo
suco géstrico, enquanto taquizoitos eram destruidos imediatamente. Embora
cistos teciduais possam se desenvolver em diversos 6rgaos, incluindo pulmdes,
figado e rins, eles sdo mais prevalentes em tecidos musculares e nervosos,
incluindo o cérebro, musculatura esquelética e cardiaca. Cistos teciduais
podem persistir durante a vida do hospedeiro (DUBEY et al., 1998). Assim, os
cistos de tecido mostram-se importantes no ciclo de vida de T. gondii, pois
hospedeiros carnivoros podem ser infectados pela ingestdo de carne
contaminada (DUBEY, 2008).

Em animais de producéo de carne, cistos teciduais de T. gondii sGo mais
frequentemente observados em suinos, ovinos e caprinos e, com menos
frequéncia, em aves de capoeira, bovinos e equinos. Apesar de cistos teciduais
serem menos resistentes as condicdes ambientais do que oocistos, eles séo
relativamente resistentes a mudancas de temperatura e permanecem
infectantes sob refrigeracdo (1 a 4°C) por até trés semanas. Também
sobrevivem a temperaturas de congelamento entre -1 e -8°C por mais de uma
semana. Porém, a maioria € inativado a temperaturas de -12°C ou menor, por
24 horas e em temperatura de aquecimento a 67°C. Alguns cistos podem
permanecer infectantes, se o processo de cozimento usado na carne for de
forma desigual, como por exemplo, o uso de microondas (TENTER et al.,
2000).

Os oocistos sdo as formas infectantes provenientes da reproducao
sexuada do parasito (gametogonia) no interior das células do epitélio intestinal
dos felideos. Sao esféricos com aproximadamente 12 um de diametro e séo
excretados pelas fezes de felideos (DUBEY et al., 1998). No solo, 0s oocistos
se tornam infectantes por esporulagdo, em até 21 dias, dependendo da
temperatura, umidade e oxigenacdo. Oocistos esporulados contém dois
esporocistos, que contém quatro esporozoitos. Podem permanecer viaveis no
solo umido por até 18 meses, visto que possuem uma parede dupla bastante
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resistente as condi¢cdes ambientais, sendo portanto uma forma de resisténcia e
de disseminacdo ambiental dessa parasitose (TENTER et al., 2000). Os
oocistos ndo sdo mortos por tratamentos quimicos e fisicos da agua, aplicados
atualmente nas estacfes de tratamento, incluindo a cloracéo, o tratamento de
0zo6nio e os raios ultravioletas (JONES; DUBEY, 2010).

A eliminagdo de oocistos junto com as fezes dos felideos resulta na
contaminacdo de alimentos, 4gua ou ambiente e essa contaminacdo ambiental
€ a Unica fonte de infeccdo pos natal dos animais herbivoros que ocorrem

durante a alimentacédo (DUBEY et al, 2012).

3.3.3. Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii tem ciclo de vida heteroxeno facultativo (figura 1)
com duas fases distintas quanto a reproducéo: a fase sexuada (gametogonia),
que ocorre no intestino dos hospedeiros definitivos (Felideos), e a fase
assexuada que pode ocorrer em qualquer hospedeiro intermediario (DUBEY,

1998).
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Figura 1. Ciclo de vida de T. gondii (modificado de Dubey et al., 1998)
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O ciclo sexuado ocorre no intestino delgado dos felideos. Apds uma
série de esquizogonias ou merogonias, originando diversos merozoitos,
realizam entdo a gametogonia que dardo origem aos gametas masculinos e
femininos no intestino delgado dos felideos. O gameta masculino, denominado
microgameta, tem dois flagelos que permitem sua movimentacdo, nada e
penetra no gameta feminino ou macrogameta. Apds fecundagdo, ha a
formacdo do zigoto e da parede do oocisto que, ao atingir a maturidade,
promove a ruptura das células do epitélio intestinal, liberando entdo os oocistos
para o0 meio ambiente junto com as fezes (DUBEY et a., 1998).

Felideos iniciam a eliminacdo de oocistos dependendo da fase de T.
gondii ingerido, de trés a dez dias apds a ingestdo de cistos teciduais ou
bradizoitos, e, ap0s ingerirem taquizoitos ou oocistos, tem um periodo pré-
patente maior (13 a 18 dias) (DUBEY, 2008). Os felideos geralmente soO
eliminam um grande numero de oocistos apdés uma infeccdo primaria por T.
gondii. A eliminacdo de oocistos apds a reinfeccdo € rara, assim como a re-
eliminacao pelo felino. Um Unico gato pode eliminar mais de 100 milhdes de
oocistos no ambiente (DUBEY, 2004).

No hospedeiro intermediario, ocorre a fase extra-intestinal, onde T.
gondii sofre duas fases de desenvolvimento assexuado. Na primeira fase
taquizoitos se multiplicam rapidamente por sucessivas endodiogenias, onde o
parasito se reproduz dentro dele mesmo gerando duas células filhas, que
rompem a célula mée e se disseminam através do sangue ou linfa pelo
organismo do hospedeiro, caracterizando a fase aguda da doenca, onde é
observada a sintomatologia clinica. Taquizoitos da ultima geragdo iniciam a
segunda fase de desenvolvimento que resulta na formacao de cistos teciduais.
Apoés esse periodo de intensa multiplicagdo, o sistema imune atua nesse
protozoario e o mesmo se refugia dentro das células, diferenciando-se em
bradizoitos. Dentro do cisto tecidual, bradizoitos se multiplicam lentamente por
endodiogenia permanecendo em estado de laténcia (DUBEY et al., 1998).

ApoOs a ingestdo pelos gatos, a parede do cisto tecidual é digerida pelas
enzimas proteoliticas no estbmago e no intestino delgado e os bradizoitos séo
liberados. Em seguida, alguns penetram a lamina prépria do intestino e se

multiplicam em taquizoitos. Dentro de algumas horas, T. gondii pode se difundir
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para os tecidos extra-intestinais. Os bradizoitos que permanecem nas células
epiteliais do intestino delgado iniciam o desenvolvimento de vérias geracdes de
T. gondii e depois iniciardo a multiplicacdo sexuada. Com isso, apenas 0s
felideos podem exercer o papel de hospedeiros definitivo e intermediario
(DUBEY, 2004).

3.3.4. Toxoplasmose em caprinos

Dentre os animais de producdo, o caprino juntamente com 0s suinos e
ovinos € um dos que mais comumente apresenta-se com T. gondii, (DUBEY,
2010). A toxoplasmose caprina € uma enfermidade parasitaria de elevada
importancia veterinaria e de salude publica, uma vez que acarreta prejuizos aos
animais de producdo, além de servirem de fonte de infeccdo para o ser
humano (DUBEY, 2008).

A infec¢do por T. gondii nos caprinos ocorre pela ingestdo de oocistos
esporulados presentes na agua, nos alimentos e solo contaminados, através da
via transplacentaria (DUBEY; BEATTIE, 1988), venérea (MORAES et al., 2011)
ou leite (CHIARI; NEVES, 1984). A infeccdo geralmente é assintomética,
embora possa ser detectada febre nos primeiros dias. Abortamentos podem
ocorrer em cabras de todas as idades quando a primo-infeccéo ocorre durante
a gestacdo (MCCOLGAN et al., 1988). Outras desordens reprodutivas, como
morte embrionéria, reabsorcao fetal, mumificacdo, natimorto e morte neonatal,
neonatos fracos, que evoluem para Obito, geram perdas econdmicas
consideraveis em rebanhos caprinos (DUBEY, 2004).

Depois da infeccdo da cabra prenhe, os taquizoitos difundem-se pela
corrente sanguinea para os cotilédones placentarios, causando necrose. Os
taquizoitos também acometem o feto, causando necrose em muitos Orgaos
(DAVIDSON, 2000). Os fetos abortados e natimortos podem apresentar
encefalite ndo supurativa, meningoencefalite e gliose multifocal (lesGes
consideradas caracteristicas) além de nefrite e hepatite. Enquanto que na
placenta estardo presentes areas de necrose (PESCADOR et al., 2007). Mas,

uma vez infectada, as cabras albergam o parasito por toda a vida, porém,
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geralmente ndo apresentardo abortos reincidentes consequentes a
toxoplasmose (MCCOLGAN et al., 1988).

A toxoplasmose aguda adquirida em caprinos surge de uma a trés
semanas ap0s a contaminacao por oocistos. Os animais desenvolvem febre,
anorexia, dispnéia, enterite e encefalite. Animais que sobrevivem desenvolvem
anticorpos e passam a ter os cistos com bradizoitos na musculatura,
caracterizando a fase cronica. Entretanto, fémeas gestantes podem abortar. As
cabras infectadas pela primeira vez durante a gestacdo, na primeira semana
desenvolve-se a parasitemia, em seguida a infeccdo placentaria seguida pela
infeccdo do feto na terceira semana (DUBEY; BEATTIE, 1988). O diagndstico
clinico é bastante complicado, devendo ser confirmado por rea¢des soroldgicas
e, se possivel, pela demonstracdo e isolamento do parasita (PARK et al.,
1993).

Com o aumento da pressao de infeccao pela contaminagcdo do ambiente
com oocistos, animais mantidos em pastagens, como caprinos, mostram altas
prevaléncias em muitas areas do mundo. Isto € de particular importancia,
porque cistos teciduais foram encontrados em muitas partes comestiveis de
caprinos, e 0s pequenos ruminantes sdo importantes tanto na producéao de leite

como de carne em todo o mundo (TENTER et al., 2000).
3.3.4.1. Distribuicdo da toxoplasmose caprina no Brasil

No Brasil (Tabelal), a toxoplasmose caprina foi encontrada numa
variacdo de prevaléncia de anticorpos anti- T. gondii em caprinos de 3,76% no
Rio Grande do Norte (SILVA et al.,, 2015) até 81,8% em Fernando de
Noronha/PE (COSTA et al.,, 2012) demonstrando a susceptibilidade destes
animais como espécie hospedeira do parasito. As variacbes observadas na
soroprevaléncia podem estar relacionadas a varios fatores epidemiologicos,
regionais, aspectos nutricionais, manejo e aos testes sorolégicos aplicados na
sua determinacéo (TENTER et al., 2000).

A alta prevaléncia da toxoplasmose em caprinos pode decorrer da
menor resisténcia desta espécie ao parasito e as proprias condicbes de
exploracdo, que expdem estes animais a maior probabilidade de contato com

os oocistos (LIMA et al., 2008).
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Tabela 1. Soroprevaléncia de Toxoplasma gondii em caprinos no Brasil

Fonte Ano Estado Método® Pontode N° caprinos %
corte analisados  caprinos
positivos

Gondim et al. 1999 Bahia LAT 64 439 28,9

Silva et al. 2002 Séo Paulo RIFI 16 100 8

Meireles et al. 2003 Sao Paulo Elisa el 200 17
Uzeda et al. 2004 Bahia RIFI 16 373 16,35
Araujo Neto etal. 2008 Rio Grande do Norte RIFI 64 366 30,6
Soares et al. 2010 Maranh&o Elisa ok 92 36,95

Anderlini et al. 2011 Alagoas RIFI 64 454 39
Bispo et al. 2011 Pernambuco RIFI 16 164 47,6
Luciano et al. 2011 Rio de Janeiro RIFI 64 206 29,12
Moraes et al. 2011 Maranh&o RIFI 40 46 4,35
Varaschin et al. 2011 Minas Gerais RIFI 64 401 21,4
Pereira et al. 2012 Pernambuco RIFI 64 167 31,7
Santos et al. 2012 Paraiba RIFI 64 975 18,1

Nunes et al. 2013  Rio Grande do Norte Elisa ok 338 37
Bezerra et al. 2015 Pernambuco RIFI 64 248 22,58
Silva et al. 2015 Rio Grande do Norte RIFI 64 186 3,76

e Paraiba

Moura et al. 2016 Santa Catarina RIFI 64 654 33,02
Nunes et al. 2016 Bahia Elisa 100 375 25,1
Rego et al. 2016 Piaui Elisa 100 1341 45,5
Rizzo et al. 2017 Sergipe RIFI 64 1200 40,1
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ALAT, teste de aglutinacdo do latex; ELISA, ensaio imunoenzimatico; RIFI,
reacdo de imunofluorescéncia indireta

Fatores como a lotacdo das pastagens, o gendtipo do parasito e do
hospedeiro, o periodo e a duracdo da infeccdo antes da gestacdo sao
considerados fatores importantes na epidemiologia desta parasitose (SILVA et
al., 2003).

3.3.4.2. Fatores de risco associados a toxoplasmose caprina

Alguns estudos vém sendo realizados na tentativa de encontrar fatores
associados a infeccdo toxoplasmica em caprinos, dentre esses, destacam-se:
idade, indice pluviométrico, presenca de gatos, alta umidade e a temperaturas
amenas nas regides onde os rebanhos sdo mantidos. (VAN DER PUJE et al.,
2000; MODOLO et al., 2008 ; KAMANI et al.,2010). As temperaturas amenas e
a umidade favorecem a esporulacdo e a sobrevivéncia dos oocistos. As
condi¢cBes climaticas, em particular chuvas, muitas vezes sao responsaveis
pelas diferencas na prevaléncia da infeccdo por T. gondii, uma vez que 0s
oocistos sobrevivem mais tempo em local fresco e em condicdes Umidas
(DUBEY et al.,, 2012). Gondim e colaboradores (1999) verificaram na Bahia
uma maior soropositividade em caprinos da regido do Recbncavo, regido
Litordnea (Umida), em relacdo a Caatinga (seca).

Os caprinos sao animais mais susceptiveis a infeccdo com T. gondii em
relacdo aos outros animais de abate (DUBEY; BEATTIE, 1988). A prevaléncia
de toxoplasmose em caprinos € maior em animais mais velhos, com maior
frequéncia nos rebanhos leiteiros em relacdo ao de exploracdo mista, e em
sistema de criagao intensivo quando comparado com o extensivo (SILVA et al.,
2003; RAGOZO et al., 2008; KAMANI et al., 2010). Medeiros e colaboradores
(2014) no Rio Grande do Norte e Van der Puje e colaboradores (2000) em
Gana, também observaram aumento da prevaléncia conforme o aumento da
idade dos caprinos.

A auséncia de suplementacdo mineral para os animais, provavelmente é
um fator de risco para infeccdo por T. gondii, pois esta relacionada com a

diminuicAio das defesas imunologicas dos animais suplementados

29



apresentando maior imunocompeténcia do que 0s nao suplementados
(MORAES et al., 2004).

Moura e colaboradores (2016) analisaram a prevaléncia de T. gondii em
Santa Catarina, sul do Brasil, em 654 amostras de soros de caprinos oriundos
de 57 municipios, utilizando a RIFI como teste sorolégico e ponto de corte de
1:64, foi encontrado 49,9% de soropositividade, e presenca de gatos na
exploragcé@o agricola, raga e regido da propriedade como fatores associados a
infeccdo com T. gondii. Dados similares ao encontrado no Estado de S&o
Paulo, por Modolo e colaboradores (2008) que determinaram associacao entre
idade e presenca de gatos e soropositividade.

Silva e colaboradores, (2003), em Pernambuco, examinando 213
amostras de soro de animais, encontraram uma taxa de prevaléncia de 19,7%
de T. gondii e 100% das 10 propriedades foram positivas, com associacdes
significativas para sexo, onde fémeas apresentaram maior soropositividade
com relagcdo aos machos, raga (animais mesticos mais soro reagentes), regiao
Uumida, tipo de manejo intensivo e de exploracéo leiteira e falha reprodutiva das
cabras. Enquanto que Zhao e colaboradores (2011) observaram maior
frequéncia entre machos na pesquisa realizada na China. O alto percentual
(100%) de propriedades com animais positivos esta de acordo com os dados

obtidos por Anderlini e colaboradores (2011) em Alagoas.

3.3.5 Toxoplasmose em codornas

Alguns animais domésticos sdo clinicamente resistentes, por
mecanismos ainda néo totalmente esclarecidos, a exemplos de aves, sendo 0s
passaros mais susceptiveis a infeccdo do que aves domesticas (DUBEY, 2010;
DUBEY et al., 2012).

Entretanto, galinhas, pardais e codornas podem ser sorologicamente
negativos apesar de estarem infectadas por T. gondii (FRENKEL, 1981).

A toxoplasmose em aves, no Brasil, foi relatada em 1955, em um lote de
frangos que tinham de dois a seis meses de idade, com mortalidade de 50%
(NOBREGA et al., 1955). Codornas inoculadas com taquizoitos de T. gondii
apresentaram esplenomegalia, hepatomegalia e hipertrofia pulmonar

30



(ALBUQUERQUE et al., 2002) como alteracbes macroscopicas da infeccao por
T. gondii.

Codornas podem desempenhar um papel importante na epidemiologia
da toxoplasmose. Essas aves, devido ao seu habito alimentar, diretamente no
solo, favorece sua infeccdo através da ingestdo de oocistos eliminados pelos
felinos. Dessa forma, comportam-se como indicadores ambientais do parasito.
Através de estudos de prevaléncia de anticorpos anti-T.gondii nesses animais
tem-se a relagcdo com a contaminacdo ambiental (DUBEY et al., 2010).

Alguns estudos (CAMARGO et al., 1995;DUBEY et al., 2003; DUBEY et
al., 2006) indicam o papel dessas aves como fonte de infeccdo direta para
humanos, por meio de consumo da carne e/ou ovos contaminados. Apesar
dessa espécie também assumir importancia significativa no ciclo de vida de T.
gondii, é considerada, juntamente com outras aves e pequenos roedores,
importante fonte de cistos desse protozodrio para os gatos domésticos, devido
ao habito predatoério desses felinos (DUBEY; FRENKEL, 1998). Os estudos

relacionados a infeccdo de codornas por T. gondii ainda sdo escassos.

3.4. Neospora caninum

3.4.1. Historico

O primeiro registro de neosporose em cées foi um surto em 1957 nos

EUA (DUBEY, 2003). Em 1984 na Noruega, Bjerkas, Mohn e Presthus,
encontraram em cées da ragca Boxer de uma mesma ninhada com sinais
neuroldgicos, cistos teciduais, no cérebro e tecido muscular, semelhantes a T.
gondii, contudo, no teste sorologico, ndo foram detectados anticorpos contra
este protozoario. Posteriormente, Dubey e colaboradores, (1988) em um
estudo retrospectivo, verificaram em cortes histologicos, em 10 caes que
apresentavam diagnostico positivo para toxoplasmose. Entretanto, os parasitos
observados na microscopia eletrdnica eram estruturalmente diferentes de T.
gondii sendo estes pertencentes a um novo género e espécie denominado N.
caninum. Assim, através da imunoistoquimica (IHQ) especifica para N.
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caninum, Bjerkas e Dubey (1991) confirmaram que os parasitos encontrados
na ninhada de caes boxer da Noruega, eram N. caninum. No Brasil, o primeiro
relato em cées foi realizado em Minas Gerais por Cabral e colaboradores
(1999).

3.4.2 Morfologia e biologia de Neospora caninum

Embora N. caninum e T. gondii sejam parasitas intimamente
relacionados estruturalmente, geneticamente e imunologicamente, deve-se ter
cuidado ao generalizar tais protozodrios, porque a neosporose e toxoplasmose
séo doencas biologicamente distintas. Toxoplasma gondii € uma das principais
doencas de ovino, caprinos e humanos e nem tanto de bovinos, em contra
partida, a neosporose € doenca importante nos bovinos, e ndo haevidéncia de
infeccdo humana N. caninum é o0 agente responsavel pela neosporose, e 0s
hospedeiros definitivos desses parasitas sdo os canideos, enquanto que T.
gondii causa a toxoplasmose, e os felideos sdo os hospedeiros definitivos
deste agente (DUBEY, 2003).

Neospora caninum, assim como T. gondii, possui trés formas
infectantes: esporozoitos, em oocistos esporulados; taquizoitos e bradizoitos
(no interior dos cistos teciduais). Os taquizoitos constituem a forma proliferativa
e aguda da doenca, sdo ovoides ou lunar, encontrados nos hospedeiros
intermediarios, tem aproximadamente 6um X 2um e sao resultantes da
multiplicacdo assexuada do parasito, por endodiogenia, provocando lise celular
e infectando novas células. Pode estar presente em diversos tipos celulares
(DUBEY, 2003).

Bradizoitos, encontrados nos cistos teciduais, sdo caracterizados pela
multiplicacéo lenta e assexuada. Os cistos teciduais, de formato oval chegam
até 107um e podem ser encontrados principalmente no cérebro e na
musculatura (DUBEY, 2003).

Os esporozoitos estdo presentes no interior dos oocistos e sao
resultantes da multiplicacdo sexuada gametogénica que ocorre no epitélio
intestinal dos canideos (DUBEY, 2003). Os oocistos geralmente tem um
tamanho de 11,7 x 11,3 um. Os esporozoitos sdo alongados e tem geralmente
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6,5x2um, sendo que cada esporocisto contem guatro esporozoitos e um corpo
residual. Os oocistos séo excretados nas fezes dos canideos e esporulam no
ambiente em até 24 horas. Pouco se sabe sobre a resisténcia e a frequéncia
de eliminacdo do oocisto no ambiente, assume-se que seja similar ao de T.
gondii (DUBEY, 2003).

Os oocistos sdo a chave na epidemiologia da neosporose. O nimero de
oocistos eliminados geralmente é baixo quando comprado com T. gondii
(DUBEY, 2003). Os oocistos podem ser eliminados nas fezes de cées por trés
semanas (AL-MAJALI et al., 2008). Neospora caninum pode ser transmitido da
mae para 0s neonatos durante os estagios terminais da gestacao ou pos-natal
via leite. Ao contrario do bovino, a transmissao vertical de N. caninum em cées
€ considerada altamente variavel e pouco provavel de persistir na auséncia de
infeccao horizontal.

Dados de prevaléncia relacionados com a idade indicam que a maioria
dos cdes sao infectados apds o nascimento. Prevaléncias mais altas foram
documentadas em cées mais velhos quando comparados com caes mais
jovens. A ingestdo de tecidos infectados € a fonte mais provavel de infeccdo
para carnivoros. Teoricamente, os tecidos de qualquer animal contendo cistos
teciduais podem ser uma fonte de infeccdo para caes (DUBEY; SCHARES,
2011).

3.4.3. Ciclo biolégico

Neospora caninum € um protozoario coccidio intracelular obrigatério
pertencente ao filo Apicomplexa. Dentro do género Neospora foram
identificadas duas espécies, a N. caninum, na qual o hospedeiro definitivo séo
os canideos (DUBEY, 2003) e a N. hughesi proposta por Marsh e
colaboradores (1998) ser um parasita de equinos, mas com hospedeiro
definitivo ainda nao identificado.

Seu ciclo de vida (Figura 2) envolve hospedeiros definitivos e
intermediarios, caracterizando-se, portanto, em um ciclo heteroxeno facultativo,
no qual a fase assexuada ocorre no hospedeiro intermediario e a sexuada
ocorre no hospedeiro definitivo (DUBEY, 2003).
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Como hospedeiros definitivos, ja foram confirmados até o momento
todos do género Canis incluindo os caes domeésticos (Canis familiaris)
(MCALLISTER et al., 1998), coiotes (Canis latrans) (GONDIM et al., 2004a),
dingos (Canis lupus dingo) (KING et al., 2010) e lobo cinza (Canis lupus lupus)
(DUBEY et al, 2011). Bovinos, ovinos, caprinos, equinos entre outros animais
homeotérmicos, podem ser considerados hospedeiros intermediarios quando
naturalmente infectados (GONDIM, et al. 2004b; LOBATO, 2006). Os caninos
também podem desempenhar o papel de hospedeiros intermediarios.
Neospora caninum pode causar doenga clinica em cées de todas as idades. A
maioria dos casos clinicos de neosporose canina tem sido em cées infectados
congenitamente. a maioria dos casos, 0S cdes nascem assintomaticos e
comecar a desenvolver sinais clinicos trés ou mais semanas ap6s nascimento.
Nem todos os filhotes na ninhada séao afetados (DUBEY, 2003).

O ciclo evolutivo de N. caninum, em geral, € muito semelhante ao de T.
gondii. Desta forma, apresenta trés estagios infecciosos: os taquizoitos, em
formas de proliferacdo rapida; os bradizoitos em cistos teciduais e 0s oocistos.
Os taquizoitos e os bradizoitos sdo estagios intracelulares encontrados no
hospedeiro intermediario, enquanto que 0s esporozoitos se desenvolvem

dentro dos oocistos no processo de esporulacéo (DUBEY et al., 2007).
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Figura 2. Ciclo de vida de N. caninum (modificado de Dubey, 1999).
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O hospedeiro intermediario ingere o oocisto esporulado, ocorrendo a
liberacdo dos esporozoitos na luz intestinal e penetracdo dos mesmos nas
células, onde passam a ser denominados de taquizoitos, se dividem
rapidamente, provocando a lise e imediatamente infectando novas células
(MCALLISTER et al., 1998). Posteriormente, devido a resposta imune do
hospedeiro, os taquizoitos diferenciam-se em bradizoitos contidos em cistos
teciduais (DUBEY, 2003). Quando o cisto com bradizoitos for ingerido, por um
hospedeiro definitivo, neste, ocorre a digestdo da parede do cisto no estbmago,
liberando os bradizoitos. Estes penetram nas células da parede intestinal onde
ocorre a diferenciacdo sexual do parasito, com formacao de oocistos que sao
excretados nas fezes (LINDSAY, et al., 1999).

3.4.4. Neosporose em caprinos

A importancia econémica, clinica e epidemiolégica da infeccdo de N.
caninum entre 0s caprinos permanecem incerto. A neosporose em caprinos
nao apresenta a mesma relevancia que em bovinos, porém, em propriedades
que essas duas espécies sao criadas juntas, os caprinos podem participar da
epidemiologia da infeccdo (DUBEY; SCHARES, 2011). Abortamento e
mortalidade neonatal associados a N. caninum foi relatado em cabras nos
EUA, Costa Rica e Brasil. Pouco é conhecido da soroprevaléncia de N.
Caninum anticorpos em cabras. Cabras inoculadas com N. caninum durante a
gestalcdo abortaram fetos infectados (DUBEY, 2003).

Recentes pesquisas soroldgicas no Brasil (Tabela 2) indicam uma alta
variacdo de prevalencia de 1,05% a 26,6% (LIMA et al., 2008; TEMBUE et al.,
2011). Assim como em T. gondii, as variacdes observadas na soroprevaléncia
podem estar relacionadas a varios fatores epidemiol6gicos, regionais, aspectos
nutricionais, manejo e aos testes soroldgicos aplicados na sua determinacéo
(ANDERLINNI et al., 2011).

Os estudos de neosporose em caprinos ainda sao escassos, entretanto,
a literatura relata abortamento e mortalidade neonatal como sinais da
enfermidade (MORENO et al., 2012). No Brasil, neosporose neonatal foi
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diagnosticada em caprinos com sinais neurolégicos, em propriedades com
histérico de abortamento no Rio Grande do Sul (COBERLLINI et al., 2006).
Lesdes macroscopicas associadas a neosporose sdao raras. Varaschin e
colaboradores (2007), num estudo em minas Gerais observaram malformacéo
cerebral em um caprino soropositivo para N. caninum e positivo a
imunoistoquimica. Cabras inoculadas com N. caninum durante a gestacdo
abortaram fetos infectados (LINDSAY et al., 1999).

O papel desse protozoario como causa de abortamento natural em
pequenos ruminantes deve continuar a ser investigado, uma vez que a sua
inoculacdo experimental com o protozoario durante a gestacdo causa uma
condicdo muito semelhante a observada em bovinos (Buxton et al., 2002). A
infeccdo pode causar reabsorcdo fetal, mumificacdo, abortamento, parto
prematuro e 6bito fetal. No entanto, a maioria dos fetos infectados durante a
gestacdo sobrevive e nasce infectado congenitamente (transmissao
transplacentéria), mas clinicamente saudavel. Raramente, cabritos
congenitamente infectados podem ter sinais nervosos que variam de leve
ataxia a tetraparalisia. Ocasionalmente, os animais adultos podem apresentar
sinais clinicos, principalmente de encefalite (DUBEY; SCHARES, 2003).

Estudos de prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em caprinos
(Tabela 3) foram realizados na Espanha (DIAZ, et al., 2016),Grécia
(ANASTASIA et al., 2013), Polénia (CZOPOWICZ et al., 2011), Roménia
(LOVU et al.,, 2011) e Gabdo (MAGANGA et al., 2016), porém, ainda em
namero pouco expressivo se comparado ao numero de investigacdes

soroldgicas da neosporose na espécie bovina (ANDERLLINI et al., 2011).
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Tabela 2. Soroprevaléncia de Neospora caninum em caprinos no Brasil

Fonte Ano Estado/Pais Método®* Pontode  N° caprinos %
corte analisados caprinos
positivos
Filgliuolo et al. 2004 Sao Paulo RIFI 50 6,4
Stachissini 2005 Sao Paulo RIFI 25 923 17,44
Faria et al. 2007 Paraiba RIFI 50 306 3,3
Uzeda et al. 2007 Bahia RIFI 32 384 15
Lima et al. 2008 Rio Grande do Norte RIFI 50 381 1,05
Anderlinni et al. 2011 Alagoas RIFI 50 454 5,3
Moraes et al. 2011 Maranhé&o RIFI 25 46 17,39
Varaschin et al. 2011 Minas Gerais RIFI 50 401 10,7
Tembue et al. 2011 Pernambuco RIFI 50 319 26,6
Costa et al. 2012 Sao Paulo RIFI *kk 923 17,23
Andrade et al. 2013 Rio Grande do Norte RIFI el 667 10,7
Topazio et al. 2014 Santa Catarina RIFI 50 654 4,58

ARIFI, reacdo de imunofluorescéncia indireta

Tabela 3. Soroprevaléncia de Neospora caninum em caprinos ho mundo

Fonte

Czopowicz et al.
Lovu et al.
Anastasia et al.
Maganga et al.

Diaz et al.

Ano Estado/Pais
2011 Poldnia
2011 Roménia
2013 Grécia
2016 Gabao
2016 Espanha

Método

ELISA
ELISA
ELISA
ELISA

ELISA

a

N° caprinos
analisados

1060

512

375

106

638

%
caprinos
positivos

9
2,3
6,9

31,3

2 ELISA, ensaio imunoenzimatico
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Lima e colaboradores (2008) com o objetivo de verificar a
soroprevaléncia de N. caninum em caprinos do municipio de Mossoré, Rio
Grande do Norte, coletaram amostras de soro de 381 animais (324 fémeas e
57 machos) de 14 propriedades e foram testadas pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta com ponto de corte de 1:50. Das 14 propriedades
analisadas, quatro (28,6%), apresentaram animais positivos. Dos 381 animais
amostrados, quatro (1,05%), estavam positivos para anticorpos anti- N.
caninum.

Um estudo de prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em caprinos no
estado de Alagoas, foi realizado em dez municipios, em 24 propriedades de
produgdo caprina com animais de aptiddo mista. Foram coletadas amostras
sanguineas de 454 animais utilizando a técnica de imunofluorescéncia indireta.
Em cada propriedade foi aplicado questionario investigativo com questdes
referentes ao sistema de producéo e manejo nutricional, reprodutivo e sanitario.
A soroprevaléncia encontrada foi de 5,3% com 62,5% das propriedades
apresentando pelo menos um animal positivo. Nao foi observada associacdo
significativa para as variaveis referentes aos fatores de risco pesquisados
(ANDERLINNI et al., 2011).

3.4.4.1.Fatores de risco associados a neosporose caprina

Os principais fatores de risco para infeccao por N. caninum em caprinos
encontrados nos estudos foram: sexo (MOORE et al.,2007), a idade dos
animais (TEMBUE et al.,, 2011); contato direto com caes, problemas
reprodutivos (TOPAZIO et al., 2014) e sistema de manejo nas propriedades
(UZEDA et al., 2007).

No oeste maranhense, Nordeste do Brasil, amostras de sangue de 46
caprinos, provenientes de cinco propriedades, foram coletadas, e a RIFI
utilizada para o diagnéstico soroldgico. Foi encontrado 17,39% de positividade
de N. caninum e presenca de animais com problemas reprodutivos como fator
de risco em caprinos (MORAES et al.,2011).

Em Minas Gerais, VARASCHIN e colaboradores (2011) analisando 401
amostras de soro caprinos provenientes de 11 propriedades que foram

submetidas a RIFI, a prevaléncia de animais positivos foi de 10,7%. Havendo
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uma diferenca significativa entre as faixas etarias. Os maiores indices de
positividade, foram observados nos caprinos acima de trés anos de idade.
Estes apresentaram uma probabilidade 2,6 e 4,8 maior, em relacdo aos
animais de até um ano de idade. TEMBUE et al., (2011) também encontraram
reatividade a sorologia contra N. caninum associada com a idade nos caprinos
no estudo em Pernambuco.

Ja no estado de Santa Catarina, amostras de sangue foram coletadas de
654 caprinos em 57 cidades. Trinta amostras (4,58%) foram soropositivas para
o0 agente infeccioso com titulos variando entre 1:50 a 1:6400. Problemas
reprodutivos presentes nas fazendas, bem como a dieta e o contato direto com
cées foram detectados como fatores de risco para a enfermidade (TOPAZIO et
al., 2014).

3.5.Sarcocystis spp
3.5.1 Historico

Sarcocystis foi relatado pela primeira vez por Lankester em 1882 com
a presenca de cisto no musculo esquelético estriado de um rato na Suica.
Posteriormente, o parasita foi encontrado em camundongo (Mus musculus)
sendo chamado de Sarcocystis muris. O ciclo de vida de Sarcocystis
permaneceu desconhecido até 1972 (DUBEY, et al., 2016).

3.5.2. Morfologia e biologia

Sarcocystis spp., um protozoario apicomplexa, uma vez considerado
como um parasita ndo patogénico foi encontrado associado a condi¢cbes de
doenca nos animais. (DUBEY et al.,2015).

Ha um debate consideravel sobre o nimero de espécies no género
Sarcocystis. Parece existir 196 espécies, no entanto, ciclos de vida completos
sao conhecidos apenas por 26 deles (DUBEY et al., 2016).

Sarcocystis spp. sdo parasitas protozoarios obrigatoriamente

intracelulares, formadores de cistos, com uma ampla gama de hospedeiros e

39



distribuida em todo o mundo. Apresenta um ciclo de vida heteroxeno
obrigatério, sendo necessarios hospedeiros intermediérios (herbivoro ou
onivoro) e hospedeiros definitivos (carnivoros) para completarem seu ciclo
(DUBEY, 1976; TENTER, 1995).

O numero e distribuicdo de sarcocistos variam de hospedeiro para
hospedeiro e incluem o nimero de organismos (esporocistos) ingeridos, as
espécies de Sarcocystis, as espécies de hospedeiro assim como 0 estado
imunoldgico. No hospedeiro definitivo, a maioria dos Sarcocystis spp. se
desenvolve nos musculos estriados do coracéao, lingua, eséfago, diafragma, e

musculos esqueléticos (DUBEYet al., 2016).

3.5.3. Ciclo de vida

Sarcocystis spp. tem um ciclo de vida presa-predador obrigatério de 2
hospedeiros (Figura 3). Estagios assexuados desenvolve-se apenas no
hospedeiro intermediario, que, na natureza, é freqientemente um animal presa.
Estagios sexuais se desenvolvem somente no hospedeiro definitivo, que é
carnivoro (predador). Hospedeiros intermediarios e definitivos variam para cada
espécie do protozoéario. Algumas espécies de Sarcocystis podem completar o
ciclo de vida na mesma espécie hospedeira, mas ndo no mesmo animal
(DUBEY et al., 2016).

O hospedeiro definitivo € infectado pela ingestdo de tecido contendo
sarcocistos maduros. Os bradizoitos séo liberados do sarcocisto pela digestéo
no estdbmago e no intestino. Os bradizoitos se movem ativamente, penetram na
mucosa do intestino delgado e se transformam em gametas feminino e
masculino. Apds a fertilizacdo, uma parede se desenvolve ao redor do zigoto e
0 oocisto é formado. Todo o processo de gametogonia e a fertilizacdo pode ser
completada em até 24 horas. Porém, gametas e oocistos podem ser
encontrados ao mesmo tempo no mesmo hospedeiro. A parede do oocisto é
fina e frequentemente se rompe liberando 0s esporocistos que sao eliminados

nas fezes. Os periodos pre-patente e patente variam, mas para a maioria das
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espécies de Sarcocystis, 0s oocistos sdo excretados primeiro nas fezes entre 7
e 14 dias apos a ingestao de sarcocistos (DUBEY, et al., 2016).

O hospedeiro intermediario é infectado pela ingestdo de esporocistos,
contendo quatro esporozoitos, em alimentos ou agua. Os esporocistos liberam
0S esporozoitos no intestino delgado. Os merozoitos liberados da geracao
terminal da esquizogonia iniciam a formacdo do sarcocisto. A formagéo de
cistos no tecido muscular, geralmente, ndo € patogénico para o hospedeiro.
(DUBEY, et al., 2016)

Hospedeiro definitivo

Hospedeiro Intermediario

—_—
Merozoito Esbnorozoito

Segunda geragao

Aoacriiiznnrtac

Figura 3 — Ciclo de vida Sarcocystis spp. (modificado Dubey, 2016).

3.5.4. Sarcocistose em caprinos

A sarcocistose é uma enfermidade parasitaria emergente em animais
de produgédo, causada por um protozoario coccidio do género Sarcocystis que
infecta uma grande variedade de animais domeésticos, incluindo pequenos
ruminantes (DUBEY et al., 2015).

A infeccdo por Sarcocystis é comumente observada em ovinos e

caprinos. Animais infectados podem apresentar anemia, perda de peso e
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reducdo de ganho de peso. Quando o sistema nervoso central € afetado, os
animais podem apresentar fraqueza nos membros posteriores, ataxia, paresia,
miopatia e morte (Buxton 1998). Apesar da apresentacdo da sarcocistose
clinica em pequenos ruminantes ser esporadica, existe um grande impacto
econdmico em algumas regides devido a condenacéo de carcacas de ovinos e
caprinos contendo cistos macroscopicos de Sarcocystis spp (BITTENCOURT ,
et al, 2016).

Caprinos sdo hospedeiros intermediarios para trés espécies: S.
capracanis, S. hircicanis e S. moulei. As duas primeiras espécies podem
causar cistos musculares microscopicos, enquanto que S. moulei produz cistos
macroscopicos. Sarcocystis capracanis é a espécie mais patogénica para
caprinos e cabras infectadas expressam febre, perda de peso, anorexia,
abortamento e morte, dependendo do numero de esporocistos ingeridos.
Apenas 5000 esporocistos causam doenca clinica e 100.000 esporocistos sdo
geralmente fatais (DUBEY et al., 2016).

Poucos estudos tem sido realizados para determinar a prevaléncia de
Sarcocystis spp.em caprinos. Em bibliografia consultada, tem-se uma variagao
entre 33,6% e 99,4%, por microscopia e exame de esfregacos (LATIF et al.,
1999; SHEKARFOROUSHet al., 2005). Sarcocystis capracanis também foi
relatado no Brasil (Estado da Bahia), India (Bangalore), Nigéria (Makurdi) e
Tunisia (DAFEDAR et al, 2008; BITTENCOURT et al., 2016; AMAIRIA et al,
2017; OKITA et al, 2017).

Em trabalhos realizados em outros paises, demonstram uma alta
infeccdo, como a realizada no Irague em 826 caprinos da regido de Bagda,
encontrando 33,6% dos animais positivos utilizando o exame macroscoépico de
presenca de cistos teciduais (LATIF et al., 1999). Outro estudo foi conduzido
para determinar a prevaléncia da infeccdo de Sarcocystis em cabras abatidas
em alguns matadouros de Makurdi, na Nigéria. A investigacdo histologica foi
realizada e, das 224 cabras examinadas, 84 (37,50%) estavam infectadas
(OKITA et al., 2017).

Prevaléncia mais elevada foi encontrada no trabalho realizado na
Bahia onde tecidos de 120 cabras e 120 ovelhas foram examinados para
Sarcocystis spp. por avaliacdo macroscopica, microscopia de luz, microscopia
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eletrébnica e testes moleculares. Cistos microscopicos de Sarcocystis spp.
foram detectados em 95,8% dos ovinos e 91,6% dos caprinos. Sarcocystis
tenella e Sarcocystis arieticanis foram observados em ovinos e Sarcocystis
capracanis em caprinos (BITENCOURT et al., 2016)

3.6. Diagnéstico

O diagnostico de T. gondii, N. caninum e Sarcocytis spp. apresenta uma
variedade de técnicas com diferentes niveis de sucesso para 0s parasitas que
consiste em uso de técnicas sorologicas, histolégicas, moleculares e
isolamento do parasita através de ensaio bioldégico e cultura celular (HILL;
DUBEY, 2002).

O diagnostico imunolégico é feito pela identificacdo de anticorpos
especificos, através de sorologia. Os testes soroldgicos sdo utilizados com
frequéncia na confirmacao de diagndstico de doencas parasitarias nos animais.
Devido a facilidade de obtencédo de amostras de sangue, baixo custo e rapidez
na execucao do teste e resultados (CAMARGO, 1995).

Técnicas de diagnéstico como medicao do teor de albumina, analise de
immunoblot, western blot, imunoistoquimica, histopatologia, e métodos
moleculares, estdo entre as mais utilizadas para deteccdo de Sarcocystis spp.
(DUBEY et al., 2015). Os testes soroldgicos como o RIFI e ELISA podem ser
utilizados ao lado de sintomas clinicos da doenca para diferencia-la de outras
etiologias (LOPES, 2004).

Entre os testes soroldgicos, aqueles mais empregados sdo a reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimético (ELISA), reacdo de
hemaglutinagdo (HAI), aglutinagdo do latex (LAT), soroaglutinagéo direta e
western Blot, teste de aglutinagcdo modificado (MAT), método da aglutinacao
direta (MAD) e Teste de aglutinacdo Neospora (NAT) para o agente N. caninum
(MCALLISTER et al.,, 1998; SILVA et al, 2002; DUBEY; SCHARES, 2007;
WAPPENAR et al., 2007; RAGOZO et al., 2008).

Entre o0s testes parasitologicos destacam-se 0S exames

imunoistoquimico, histopatologico, isolamento in vitro e in vivo e detecgéo

43



direta do DNA do parasito pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(CAMARGO, 1995).

O isolamento é uma técnica que auxilia na deteccdo do hospedeiro
intermediario. Em T. gondii € realizada a partir de amostras de tecido através
do ensaio biolégico em animais de laboratério ou pela cultura celular. Os
métodos moleculares podem ser utilizados ou ndo concomitantemente aos
sorolégicos. Entre os métodos para deteccdo de DNA, o mais utilizado é a
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), esta € uma técnica eficiente que
permite a amplificacdo enziméatica do material genético do agente a ser
pesquisado utilizando iniciadores (primers) especificos, facilitando a sua
visualiza¢do. Contudo, essa técnica possui um custo elevado, o que restringe a
sua utilizacdo em diagnadsticos de rotina (LEFEVRE-PETTAZZONI et al., 2006).

A RIFI € uma técnica que merece destaque devido a sua sensibilidade e
€ considerado seguro como método de diagndstico, podendo ser usado tanto
na fase aguda (pesquisa de IgM) quanto na fase cronica (pesquisa de 1gG). E
um método de facil execucdo, boa sensibilidade e especificidade, praticamente
isento de problemas de infec¢do acidental para os laboratérios, sendo muito
utilizado em laboratorios de rotina (SILVA et al., 2002).

A deteccdo de anticorpos através da sorologia € de fundamental
importancia para o tratamento e controle de tais parasitoses, uma vez que a
infeccdo, tanto em humanos como nos animais, pode assumir quadros clinicos
facilmente confundidos com diversas doencas, além da grande maioria ser
assintomatica (SILVA et al., 2002).

44



4. CAPITULOI

SOROPREVALENCIA E IDENTIFICA(;AO DE FATORES DE RISCO
ASSOCIADOS A INFECCAO POR Toxoplasma gondii, Neospora caninum e
Sarcocystis spp. EM CAPRINOS DO SUDOESTE DO ESTADO DA BAHIA,

BRASIL.
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4.1. INTRODUCAO

A caprinocultura representa uma atividade econdmica explorada em
todos os continentes, estando presente em areas sob as mais diversas
caracteristicas climaticas. O rebanho caprino brasileiro € de 8.646.621 de
cabecas com 90,68% na regido Nordeste. E a Bahia, o estado que detém o
maior efetivo do pais (BRASIL, 2016). Em funcdo das caracteristicas
climaticas, a pecuaria tem se constituido, ao longo do tempo, na atividade
basica das populacbes rurais distribuidas pelos milhdes de hectares do
semiarido. A grande demanda por carne e leite de cabras nos paises em
desenvolvimento devido ao crescimento populacional, & urbanizacdo e as
mudancas nas preferéncias alimentares e nos habitos dos consumidores
contribui para o aumento da producao no Brasil (MORAES et al., 2011).

Toxoplasma gondii tem distribuicdo cosmopolita. Os felideos exercem
papel fundamental na disseminacdo deste agente por serem o0s hospedeiros
definitivos. Possui um ciclo de vida heteroxeno facultativo e podem infectar
animais homeotérmicos, inclusive os humanos, caracterizando assim uma
zoonose (DUBEY; JONES, 2008; DUBEY, 2009). Os caprinos, assim como 0s
ovinos, exercem o papel de hospedeiros intermediarios. A toxoplasmose pode
causar seérios problemas reprodutivos e € uma das principais causas de
abortamento em pequenos ruminantes (DUBEY, 2010). No Brasil a prevaléncia
varia de 8 — 47,6 % (SILVA et al., 2002; BISPO et al., 2011) e animais mais
velhos, contato com gatos, sistema de criacdo e fonte de agua sdo alguns dos
principais fatores de risco identificados como associados a toxoplasmose
caprina identificados (ABU-DAUBOUL et al., 2010; ANDERLINI et al., 2011;
GARCIA et al., 2012).

Neospora caninum, devido a semelhanca morfolégica, durante muito
tempo foi confundido com T. gondii, sendo reconhecido como um novo género
e espécie apos o isolamento em cultura de cérebro de cao infectado
congenitamente (DUBEY et al, 1988). Neospora caninum é responsavel por
falha reprodutiva em varias espécies de animais. Estudos na espécie caprina
ainda séo limitados quando comparados com outras espécies de ruminantes,
especialmente bovinos (DUBEY; SCHARES, 2011). Embora investigacdes
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tenham isolado tal coccidio e descrito lesdes em fetos abortados de cabras, a
importancia epidemiologica real da neosporose nestes pequenos ruminantes
nao foi completamente elucidada (MORENO et al, 2012). No entanto,
abortamento e mal formacéo s&o sinais encontrados relacionados a N. caninun
(VARASCHIN et al., 2007). Os principais fatores de risco para infecgéo por N.
caninum em caprinos foram: sexo (MOORE et al., 2007); idade dos animais
(TEMBUE et al.,, 2011); contato direto com cédes, problemas reprodutivos
(TOPAZIO et al., 2014) e sistema de manejo nas propriedades (UZEDA et al.,
2007).

Sarcocystis spp. possui ciclo heteroxeno e muitas espécies estéo
associadas ao seu ciclo presa-predador. Os esporocistos eliminados pelos
hospedeiros definitivos, carnivoros, séo infecciosos para o0 hospedeiro
intermediario (LOPES, 2004). Os caprinos se infectam através da ingestao de
oocistos esporulados ou esporocistos em alimentos ou 4gua contaminadas.
Perdas econbmicas associadas a Sarcocystis spp. em caprinos, incluem perda
de peso, anorexia, diminuicdo da producdo de leite, anemia e prostracéo
(DUBEY, 2016).

Esses pequenos ruminantes sao economicamente importantes nessa
regido e uma importante fonte de renda para os proprietarios. Em vista da
crescente importancia de caprinos no nordeste do Brasil e potenciais perdas
econdmicas por estes agentes, considerando a importancia dessas parasitoses
e a escassez de informacdo epidemiolégica no estado da Bahia, objetivou-se
com este estudo determinar a frequéncia da infeccdo de T. gondii, N. caninum
e Sarcocystis spp. em rebanhos caprinos da mesorregido centro-sul, no
Sudoeste da Bahia, bem como identificar os possiveis fatores de risco

associados a infecgéao.
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4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Determinar a ocorrencia de anticorpos contra T. gondii, N. caninum e
Sarcocystis spp. na mesorregido centro sul da Bahia;
2) ldentificar possiveis fatores de risco associados a infec¢do caprina por T.

gondii, N. caninum e Sarcocystis spp. na mesorregido centro sul da Bahia;
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4.3. MATERIAL E METODOS

4.3.1. Area de estudo e periodo de coleta

As coletas de sangue foram realizadas entre abril de 2014 a dezembro
de 2015. A area selecionada para a coleta das amostras foi a microrregido de
Vitoria da Conquista no Estado da Bahia. A mesorregidao Centro-Sul baiano
(Figura 4) possui clima predominante semiarido caracterizando-se por clima
guente e seco, com duas estacdes, a seca e a Umida. Suas caracteristicas sao
temperaturas médias elevadas, em torno de 27° C, e amplitude térmica em
torno de 5° C. As chuvas, além de irregulares, ndo excedem os 800 mm/ano.

Figura 4 — Localizagdo dos municipios da mesorregido do Centro-Sul
Baiano onde foram coletadas amostras de caprinos para deteccdo de
anticorpos anti-Toxoplasma, anti-Neospora e anti-Sarcocystis.

Municipios Estudados

] T |
| g ‘l‘ “ |
),‘ gy e B 2race
- . | J 1
| pt CARAIBAS

) B TANHAGU

VITORIA DA CONQUISTA

4.3.2. Populagéo de estudo sorologico

O estudo soroldgico envolveu 553 animais selecionados por
conveniéncia, em 25 propriedades agricolas cadastradas na Procriar -
Programa de Apoio a Caprino-ovinocultura do Sudoeste da Bahia, distribuidas

em quatro municipios. As propriedades foram selecionadas com base em
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aceitacdo do proprietario e facil acesso. O tamanho amostral minimo foi
calculado em 467 animais pelo programa estatistico EPI-INFO versao 3.5.1,
considerando uma perspectiva de prevaléncia de 50%, com erro amostral de
5% e grau de confianca de 99%, para uma populacdo de 64.000 animais
(BRASIL, 2012).

O rebanho foi composto basicamente por animais sem raca definida. A
idade dos animais foi estimada pela observagdo da denticdo e 0s animais
foram categorizados em dois grupos de idade: acima e abaixo de 36 meses
(GUIMARAES, et al. 2013). N&o foram coletadas amostras de sangue em
cabritos abaixo de seis meses de idade devido a possibilidade da presenca de
anticorpos colostrais.

4.3.3. Coleta de sangue e questionario epidemiolégico

O sangue foi coletado pela punc¢ao da veia jugular e o soro foi separado
apos centrifugacdo de 1200rpm por 10 minutos em centrifuga refrigerada
MEGAFUGE 16R, e armazenado em -20°C até a sua utilizacdo. A realizacao
do estudo foi aprovado pelo comité de ética para uso de animais (CEUA-UESC
016/2011 — anexo 1).

Para determinacdo dos fatores de risco, foi elaborada uma entrevista
estruturada com perguntas objetivas relativa a informacéo sobre caracteristicas

gerais da propriedade, assim como dados referentes aos caprinos (Apéndice 1)

4.3.4. Deteccéao de anticorpos

Para pesquisa de anticorpos anti-T. gondii, anti- N. caninum e anti-
Sarcocystis spp. foi realizada a Reac¢do de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).
Nela, foram utilizadas laminas apropriadas para IFl, contendo antigenos da
cepa RH de T. gondii, Nc-Ba de N. caninum e SN-138 de S. neurona cedidas
pelo laboratério de Analises Clinicas do Hospital Veterinario da Universidade
Estadual de Santa Cruz; soros controles positivo e negativo oriundos de
infeccdo natural aos parasitos e conjugado anti-caprino com Isotiocianato de
Fluoresceina (F-7634, Sigma-Chemical, EUA). A diluicdo inicial foi de 1:64,
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contra T. gondii, 1:50 contra N. caninum (LIMA et al.,, 2008) e 1:16 contra
Sarcocystis spp. (GORMAN et al., 1986) com diluicdes seriadas com base 4
até negativacdo da amostra.

As reacdes foram visualizadas sob o microscopio de epifluorescéncia
OLYMPUS® BX51 e foram consideradas positivas quando 0s taquizoitos
apresentaram fluorescéncia completa de verde-fluorescente periférica e o
tamanho, aparéncia e densidade de coloracdo foram comparadas com um
controle positivo. A reacdo negativa mostrou uma marca de cor avermelhada

uniforme e também comparada com o controle negativo.

4.3.5. Andlise estatistica

Os resultados da sorologia foram associados a variaveis relacionadas a
espécies e informacdes coletadas no questionario. Para identificar fatores de
risco associados a infec¢cdo por tais agentes, foi conduzida uma analise
bivariada usando o Teste do Qui-quadrado e o Teste exato de Fisher com nivel
de significancia a 5%, utilizando o programa estatistico EPI-INFO versao 3.5.1.
Todas as variaveis com p<0,2 na anadlise bivariada foram submetidas a uma
andlise de colinearidade determinada pelo Teste de Spearman, no programa
BioEstat 5.0, e, posteriormente uma analise multivariada de regressao logistica

nao condicional foi executada no programa EPIINFO verséo 3.5.1.
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4.4 RESULTADOS

Anticorpos contra T. gondii foram encontrados em 42 (7,59%) caprinos,
com titulos de 64 (16/42 — 38,3%), 256 (14/42 — 34,2%), 1024 (8/42 — 18,3%) e
4096 (4/42 - 9,2%). Dos 25 imoveis analisados 15 apresentaram animais
positivos com variacao de 3,3% a 71,4% de positividade. Dentre 0s municipios
analisados, Anagé foi o que apresentou uma maior frequéncia de animais
positivos (10,81%) e o que apresentou menor positividade foi Tanhacu (3,03%),
conforme a Tabela 4.

Tabela 4 — Frequéncia absoluta de positivos / nimero total de amostras
avaliadas e frequéncia relativa de soros positivos de caprinos para a presenca
de anticorpos anti-Toxoplasma gondii, anti-Neospora caninum e anti-

Sarcocystis spp, segundo o municipio de localizacdo das propriedades

avaliadas
Municipio T. gondi N. caninum Sarcocystis spp.
Positivo/ % Positivo/ % Positivo/ %
total total total
Anagé 24/222 10,81 5/222 2,25 10/222 4,5
Caraibas 2/64 3,13 2/64 3,13 3/64 4,69
Tanhacgu 3/99 3,03 1/99 1,01 2/99 2,02
Vitéria da Conquista 13/168 7,74 4/168 2,38 29/168 17,26
Total 42/553 7,59 12/553 2,17  44/553 7,96

Anticorpos contra N. caninum foram encontrados em 12 (2,17%)
caprinos, com titulos variando de 50 (5/12 — 41,7%), 200 (5/12 — 41,7%) e 800
(2/12 - 16,7%). Dentre os municipios analisados, Caraibas foi o que
apresentou maior freqiéncia de animais positivos (3,13%). Assim como para T.
gondii e Sarcocystis spp, 0 que apresentou menor positividade foi Tanhagu
(1,01%) (Tabela 4). Nao foram observadas associagbes significativas na
analise estatistica para qualquer das variaveis analisadas.

O presente estudo investigou pioneiramente a prevaléncia de anticorpos
anti-Sarcocystis spp. em caprinos no estado da Bahia, encontrando 44 (7,96%)
caprinos soro reagentes, com titulo 16. Nos caprinos soropositivos para
Sarcocystis spp. foi observada associacao estatistica entre a soropositividade e

o tamanho do rebanho (p=0,02) (Tabela 6).
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Entre os fatores de risco analisados, foi observada associacao estatistica
entre a soropositividade e a faixa etaria (p= 0,03), sexo (p=0,03) e area total da
propriedade (p=0,01) (Tabela 5). Quando se estudou a varidvel gatos, a
presenca destes animais nas propriedades ndo foi estatisticamente
significativo, porém, nas propriedades em que existia 0 contato direto dos
felinos com os caprinos a positividade foi de 7,88%, e de 0% quando né&o
existiam.

Tabela 5 - Andlise multivariada dos fatores de risco associados a

soroprevaléncia de Toxoplasma gondii em caprinos do Sudoeste da Bahia

Variavel OR IC 95% Valor P
Faixa Etéaria
<03 anos 1.00
2.05 1.05-4.02 0,0356
= 03 anos
Sexo
Macho 2.58 1.09-6.11 0,0308
Fémea 1.00
Area da propriedade
= 100 hectares 1.00 0.13-0.79 0,0140
< 100 hectares 0.32

-2*Log-Likelihood final: 278.3330

Tabela 6 - Andlise multivariada dos fatores de risco associados a

soroprevaléncia de Sarcocystis spp. em caprinos do Sudoeste da Bahia

Variavel OR IC 95% Valor P
Tamanho do rebanho
= 100 animais 1.00 0.11-0.86 0,0140
< 100 animais 0.32

-2*Log-Likelihood final: 287.9284
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4.5. DISCUSSAO

A baixa prevaléncia de T. gondii encontrada nesta pesquisa foi
semelhante a achados anteriores na regido da caatinga do nordeste brasileiro
(GONDIM et al., 1999; MORAES, et al., 2011; SANTOS et al., 2012; SILVA et
al. 2015). Moura e colaboradores (2016) em Santa Catarina (33,02%) e
Gondim e colaboradores (1999), na regido do recdncavo Baiano (41,97%)
encontraram resultados superiores. As diferencas observadas podem ser
devido as regides diferentes e consequente variacfes climaticas. No presente
estudo, a regido estudada € caracterizada como semiarida com caracteristicas
climaticas de baixos valores de umidade e indice pluviométrico o que pode ter
efeitos adversos na viabilidade e disseminacdo ambiental de oocistos de T.
gondii (DUBEY, 2010), diminuindo a taxa de infec¢do dos animais.

Com a andlise estatistica multivariada, observou-se que as propriedades
com érea inferior a 100 hectares apresentaram uma maior soropositividade
(p=0,014) quando comparado com propriedades maiores. As propriedades
menores apresentavam uma densidade maior de animais, o que facilita o
contagio pelo parasito. Rego e Colaboradores (2016) cita que um ambiente
com densidade alta de animais tem uma probabilidade maior de concentragéo
do parasito por area, bem como aumentar a chance de um dado animal entrar
em contato com T. gondii.

Uma associagao significativa relacionada ao sexo foi observada neste
estudo, revelando maior nimero de machos soropositivos quando comparados
as fémeas, corroborando com os dados encontrados por Zhao e colaboradores
(2011) e Ueno (2005). Para Ueno (2005), por nao haver uma explicacao
bioldgica coesa, presume-se que alguma variavel que néo foi pesquisada pode
estar relacionada ao sexo e a infecgao de T. gondii.

Também foi encontrada associacdo da positividade com animais
acima de trés anos, resultado semelhante aos obtidos por Anderlini e
colaboradores, (2011) e Medeiros e colaboradores, (2014). Animais mais
velhos tem um maior tempo de exposicdo aos oocistos esporulados no

ambiente tendo mais chances para se infectarem.
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A baixa prevaléncia de N. caninum encontrada neste estudo (2,17%)
corrobora com os achados encontrados em pesquisas realizadas na regiao
Nordeste do Brasil (FARIA et al., 2007; LIMA et al., 2008; SILVA et al., 2009).
Andelini e colaboradores (2011), no estudo realizado em Alagoas, sugere que a
baixa prevaléncia observada na regido, possa ser creditada aos animais das
propriedades estudadas serem criados em regime extensivo e sem
suplementacdo alimentar em comedouros. Este fato propiciaria o pastejo em
gramineas mais altas o que dificultaria 0 acesso aos oocistos do parasito
presentes no solo, além dos fatores climaticos ja descritos para T. gondii.

N&o foram observadas associac¢des significativas na andlise multivariada
para as variaveis analisadas para N. caninum, resultado também encontrado
em alguns estudos realizados no Nordeste do pais (FARIA et al., 2007; LIMA et
al., 2008). Podendo ser explicado pela baixa positividade encontrada em tais
pesquisas. Porém, embora ndo tenham sido identificados fatores de risco
estatisticamente significantes relacionados a infeccdo, a existéncia de animais
positivos indica a presenca do parasito nos criatérios, constituindo-se em
agente infeccioso preocupante envolvido em distirbios reprodutivos (TOPAZIO
et al., 2014).

Poucas pesquisas relacionadas tem sido realizadas no Brasil, apesar da
importancia da infeccdo em animais domésticos e principalmente das lacunas
ainda existentes no que diz respeito a epidemiologia desta infeccdo. Dubey e
colaboradoes (2016) identificaram perdas econf6micas oriundas de infecgbes
clinicas e subclinicas por Sarcocystis spp. em caprinos, devido a diminui¢cao do
crescimento, da producéo de leite e de 1a e abortamento.

Neste estudo, foi encontrada uma baixa soroprevaléncia para
Sarcocystis spp. associado, possivelmente, a dificuldade de permanéncia dos
oocistos ou esporocistos no ambiente devido as caracteristicas climaticas
desfavoraveis a manutencdo do parasita (DUBEY, 2016). Bitencourt e
colaboradores (2016) numa pesquisa também na Bahia com animais oriundos
de diversas regibes do estado obtiveram uma frequéncia de cistos
microscopicos de 8,3% a 91,6% nos tecidos utilizados. Assim, o método de
diagnostico, a quantidade de animais e a amostra utilizada podem influenciar
na prevaléncia (BARCI et al., 1983). Segundo Bitencourt e colaboradores
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(2016), a fonte de alimentacao influenciou no resultado, onde animais locais, ja
adaptados, a principal fonte de alimentacao € o pastejo; enquanto que caprinos
menos rasticos recebem alimentacdo complementar (concentrado, cevada e
feno). Estes suplementos sdo mais susceptiveis de serem contaminados pelas
fezes dos carnivoros. Em nosso estudo, nenhuma fazenda fornecia
suplementos alimentares aos animais, associando a baixas prevaléncias.

Rebanhos com até 100 animais foi considerado um fator de risco
associado a infeccdo de Sarcocystis spp. Esses animais pertenciam a
pequenas propriedades familiares, com maior densidade de animais,
aumentando a exposicao aos oocistos e esporocistos dispersos no ambiente
(GAZONIS et al., 2015).
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4.6. CONCLUSAO
Os resultados mostraram a presenca de antigeno dos protozoarios da

familia Sarcocystidae nos rebanhos caprinos estudados, com importancia para

a saude animal e saude publica.
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5. CAPITULO I

SHORT COMUNICATION

DETECCAO DE Toxoplasma gondii EM CAPRINOS (Capras hircus) NA
BAHIA, BRASIL.
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5.1 INTRODUCAO

A criacdo de caprinos tem importancia social e econémica regional,
dadas as poucas alternativas para o semiarido brasileiro. A grande capacidade
de adaptacdo e resisténcia a seca 0s torna uma importante fonte de alimentos
e renda para os produtores nordestinos. As condi¢bes precarias de manejo
sanitario das criacdes, juntamente a auséncia ou uso inadequado de
tecnologias de manejo dos rebanhos, constituem as principais causas da baixa
producéo e da mortalidade desses animais (BRASIL, 2006).

Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatério com ciclo
heteroxeno facultativo. Pode infectar os animais homeotérmicos, inclusive
seres humanos. A toxoplasmose ndo sO resulta em significativas perdas
animais e econbmicas, mas também tem implicacfes para saude publica, ja
que é uma importante zoonose. O consumo de carne contaminada é uma
importante via de transmissdo para seres humanos. Em adultos saudaveis, a
enfermidade é normalmente assintomatica, mas em mulheres gravidas pode
causar danos reprodutivos como abortamento, morte neonatal, hidrocefalia e
retardo mental e em humanos imunocomprometidos lesdes no sistema nervoso
central e encefalites (DUBEY, 2008).

A infeccdo por T. gondii nos caprinos ocorre pela ingestdo de oocistos
esporulados presentes na agua, nos alimentos e solo contaminados, por via
transplacentaria (DUBEY; BEATTIE, 1988), venérea (MORAES et al., 2011) ou
leite (CHIARI; NEVES, 1984). A infeccdo geralmente € assintomatica, embora
possa ser detectada febre nos primeiros dias. Abortamentos podem ocorrer em
cabras de todas as idades quando a primo-infeccdo ocorre durante a gestacéo
(MCCOLGAN et al., 1988).

Presenca de cistos teciduais em carne caprina para consumo humano ja
foi detectado no estado de S&o Paulo, com animais oriundos de outros estados
brasileiros (RAGOZO et al., 2010). Na Bahia, ainda ndo se tem trabalhos com

isolados de T. gondii em caprinos.

59



5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Deteccdo molecular de T. gondii a partir de tecidos de caprinos por meio
da técnica de Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR).
2) Obter isolados de T. gondii a partir de tecidos de caprinos, através do

ensaio bioldgico.
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5.3. MATERIAL E METODOS

5.3.1. Area de estudo e periodo de coleta

As coletas foram realizadas entre Novembro de 2016 a Abril de 2017. O
local selecionado para a coleta das amostras foi o Frigorifico Babybode
localizado no municipio de Feira de Santana que recebe caprinos oriundos de

toda regido semiarida do estado da Bahia.

5.3.2. Coleta de sangue e 6rgaos

A realizacdo do estudo foi aprovado pelo comité de ética para uso de
animais (CEUA-UESC 016/2011 — Anexo 1).

As amostras de sangue de 104 caprinos foram obtidas durante a sangria
no momento do abate dos animais. Depois de abatidos, os tecidos (coracdo e
cérebro) foram coletados na linha de abate e acondicionados individualmente
em sacos plasticos, armazenados em caixa de isopor com gelo e levados ao
laboratério. As amostras de sangue também foram acondicionadas em caixa de

isopor com gelo até a chegada ao laboratério de parasitologia veterinaria.

5.3.3. Sorologia e ensaio biolégico em camundongos dos tecidos dos caprinos

As amostras de sangue foram centrifugadas e realizada sorologia
utilizando o Método de aglutinacdo direta - MAT (LOPES et al., 2013). Os
positivos foram selecionados para a digestdo péptica dos tecidos e 0s ensaios
biolégicos em camundongos seguindo o protocolo utilizado por Ragozo (2007).

A digestdo péptica foi realizada de acordo ao sugerido por Dubey
(1998), e apos o processo, 1 mL do produto foi inoculado por via
intraperitoneal em cada um de cinco camundongos Swiss Webster (25-359)
utilizados por amostra. Cada grupo de cinco camundongos eram identificados e
alojados na mesma caixa. O controle negativo foi um animal que recebeu
solucéo salina tamponada de fosfatos (PBS). Os camundongos foram mantidos
com racao propria para a espécie e agua ad libidum durante os 42 dias de

observacéo. Apos este periodo foi realizada coleta de sangue para sorologia

61



utilizando MAT, os camundongos sofreram eutanasia, e seus o6rgaos (baco,

cérebro, coracédo, figado e pulmdes) retirados para posterior anélise molecular.

5.3.3. Extracdo do DNA de amostras de tecido de caprinos e camundongos.

Foram retirados fragmentos de cérebro e coracdo dos caprinos
soropositivos ao MAT e de baco, cérebro, coracdo, figado e pulmbes dos
camundongos para a extracdo de DNA, utilizando o kit comercial Easy-DNA®
(Invitrogen), seguindo o protocolo 3, de acordo com as recomendacdes do
fabricante. ApOs a extracdo, cada amostra foi estocada a -20°C até a execucao
da PCR.

5.3.4. Deteccdo de DNA de Toxoplasma gondii por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).

A amplificacdo do DNA de T. gondii foi realizada utilizando os primers
Tox4 (CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) e Tox5 (CGCTGCAGACAC
AGTGCATCTGGATT), que resultou em um fragmento com 529 bp (Genebank
N® AFI46527) do DNA de T. gondii. A PCR foi desenvolvida com o DNA
extraido, acrescido de uma mistura de 0,30uM de cada primer, 200uM de cada
de cada dNTP (Invitrogen), Tris-HCI (pH 9,0), 2mM MgCl; e 0,5U de Taq DNA
Polymerase Platinum® (Invitrogen). A reacao foi feita em 35 ciclos, apds a sua
padronizacao nas seguintes condi¢des: 95°C durante 4 minutos, seguidos por
35 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 1 minuto e 72°C durante
1,5 minutos, seguido de extensao final a 72°C durante 2 minutos. Os controles
positivos (DNA de T. gondii cepa RH) e negativo (agua ultrapura) foram
incluidos em cada PCR. Os produtos da PCR foram visualizados através da
eletroforese em gel de agarose (2,5%), corados com SYBR® Safe (Invitrogen)

e fotodocumentados.
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5.4. RESULTADOS

Dos 104 caprinos obtidos no frigorifico, 13 (12,5%) foram considerados
sororeagentes ao MAT e submetidos ao ensaio bioldgico em camundongos.
Desses 13 caprinos, apenas um foi positivo na PCR, amplificando DNA de T.
gondii no coracao e cérebro.

Quanto aos camundongos inoculados com tecidos dos caprinos,
nenhum teve alteracbes condizentes com a toxoplasmose e todos foram
anestesiados e sofreream eutanasia com 42 dias ap0s a inoculacdo. Apenas
quatro camundongos reagiram positivamente a sorologia anti- T. gondii,
oriundos de trés caprinos distintos. O coracdo de um camundongo (1/65),
também sororeagente, foi positivo na PCR para T. gondii.
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5.5 DISCUSSAO

A toxoplasmose caprina € uma enfermidade parasitaria de elevada
importancia, uma vez que traz problemas aos animais, além de servirem de
fonte de infecgéo para o ser humano (DUBEY, 2008).

A presenca de T. gondii em musculatura cardiaca de caprinos mostra
a importancia desses animais como fonte de infeccdo aos humanos (RAGOZO
et al., 2010) . Até o momento h& poucos relatos de isolamento de T. gondii
entre 0s pequenos ruminantes. No estado da Bahia, segundo bibliografia
constatada, ndo ha nenhum relato.

Para deteccdo de cistos teciduais em 6rgdos de hospedeiros, o
meétodo de digestdo de tecidos seguido de bioensaio em camundongos pode
ser utilizado a fim de aumentar a taxa de recuperagao do parasito (DUBEY,
1998), visto que o numero de cistos em animais maiores é baixo, em torno de
um cisto por 25-250g de 6rgéo. A digestdo dos tecidos com tripsina permite o
exame de maior quantidade de material, levando a dissolucdo da parede dos
cistos, liberando bradizoitos (DUBEY; BEATTIE, 1988).

Neste estudo foram obtidos camundongos positivos oriundos de trés
(3/13) caprinos. Corroborando com a nossa pesquisa, baixa positividade em
tecidos de caprinos foi conseguida na regido Nordeste do Brasil
(CAVALCANTE et al., 2006; CLEMENTINO- ANDRADE et al., 2013). Segundo
0s autores, esse pequeno numero de isolados obtidos pode ser explicado pela
baixa soro-positividade encontrada nesses animais e uma baixa carga
parasitaria nos tecidos analisados.

Numa pesquisa realizada no estado de S&o Paulo, para obter um
namero maior de isolados, ja que os resultados encontrados ndo estavam
satisfatorios, os autores aumentaram a quantidade de tecido utilizado na
digestdo (de 05 para 15g) e uma quantidade maior de camundongos por
amostra inoculada (de 05 para 15), alcancando 12 isolados de um total de 26
ensaios biologicos (46,2%). Esses caprinos foram oriundos de S&o Paulo,
Bahia e Rio Grande do Norte. Porém, nenhum desses isolados provenientes da
Bahia. Assim como, quando os isolados foram analisados de acordo com a
cidade de origem do caprino, obtiveram que 0s animais oriundos do municipio

de Marilia, também néo foi possivel o isolamento a partir do bioensaio (5/0).
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Porém, quando considerado a soroconversdo dos camundongos, obtiveram
6,67%, corroborando com o0 nosso estudo, que 4,61% dos camundongos
inoculados foram positivos para T. gondi. (RAGOZZO, et al. 2007).
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5.6. CONCLUSAO

De acordo com as amostras de caprinos avaliadas, e uma baixa
contaminagao dos tecidos nos animais analisados, evidencia-se que a carne de

caprino oriunda da Bahia, tem um baixo risco ao consumo humano.
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6. CAPITULO IlI

SHORT COMUNICATION

DETECCAO MOLECULAR DE Toxoplasma gondii EM CODORNAS (Coturnix
japonica) NA BAHIA, BRASIL.
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6.1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatério com ciclo
heteroxeno facultativo. Humanos séo infectados principalmente pelo consumo
da carne crua ou malcozida ou pela ingestdo de &gua ou alimentos
contaminados por oocistos eliminados pelos felideos no ambiente (DUBEY,
2010).

As codornas se infectam com T. gondii pela ingestdo de oocistos ao se
alimentarem em ambiente contaminado. Apesar da infeccao ser assintomatica,
essas aves sdo consideradas eficientes hospedeiros intermediarios (DUBEY,
2010). Essas aves podem representar uma fonte de infeccao por T. gondii para
a populacdo humana, através do consumo de carne e ovos crus/malcozidos,
como também € um importante determinante de contaminagdo ambiental
(DUBEY et al., 2012).

A toxoplasmose em aves pode se apresentar na forma subclinica ou
clinica, em diversas espécies, como foi sumarizado por Dubey (2002). Em
estudos com codornas infectadas experimentalmente com diferentes
qguantidades de oocistos de T. gondii, essas ndo desenvolveram sinais clinicos
sugestivos de toxoplasmose (ALBUQUERQUE et al., 2002; MUNHOZ et al.,
2004).

Diversos estudos com deteccdo de T. gondii em galinhas no Brasil ja
foram realizados (DUBEY et al., 2008; SOARES et al., 2011; ROCHA , 2017),
porém, nenhum envolvendo codornas naturalmente infectadas. Dessa forma,
objetivou-se com este estudo detectar T. gondii em codornas criadas na Bahia

por meio da detec¢céo de DNA do parasito.
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6.2. OBJETIVO ESPECIFICO:

1) Deteccdo molecular de T. gondii a partir de tecidos de codornas por meio

da reacdo em cadeia pela polimerase
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6.3. MATERIAL E METODOS
6.3.1.Area de estudo e periodo de coleta

O estudo foi realizado entre setembro de 2017 e Fevereiro de 2018. A
area selecionada para a coleta das amostras de tecido das codornas foi a
microrregido de llhéus — Itabuna no Estado da Bahia. A microrregido de Ilhéus-
ltabuna (Figura 5) possui uma &rea territorial de cerca de 22.000km?, composta
de 41 municipios. Com um clima predominante tropical umido com chuvas
regulares, temperatura média de 24°C e uma precipitacdo pluviométrica média
de 1750 mm anuais (BRASIL, 2016).

Figura 5 — Localizacdo da microrregiao llhéus - Itabuna
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6.3.2. Amostras de estudo

Coracédo e cérebro de 105 codornas foram adquiridos em feira livres e

abatedouro privado do municipio de Ilhéus.
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6.3.3. Extracdo de DNA

Os dois 6rgados foram macerados e homogeneizados individualmente.
Apos, realizou-se dois métodos para a extracdo de DNA.

No primeiro método, a extracdo de DNA dos tecidos (100ug) foi
realizada utilizando o kit comercial Easy-DNA® (Invitrogen), seguindo o
protocolo 3, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Para o segundo método, os tecidos restantes foram submetidos ao
método da digestdo péptica, seguindo o protocolo sugerido por Dubey (1998).
Em seguida, a extracdo de DNA foi realizada também utilizando o kit comercial
Easy-DNA® (Invitrogen), seguindo o protocolo 3, de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Ap6s a extracdo, cada amostra foi estocada a -20°C até a execucéo da
PCR.

6.3.4. Deteccdo de DNA de Toxoplasma gondii por Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) e PCR em tempo real

A amplificagcdo do DNA de T. gondii foi realizada utilizando os primers
Tox4 (CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) e Toxs (CGCTGCAGACACA
GTGCATCTGGATT), que resultou em um fragmento com 529 bp (Genebank
N® AFI46527) do DNA de T. gondii. A PCR foi desenvolvida com o DNA
extraido, acrescido de uma mistura de 0,30uM de cada primer, 200uM de cada
de cada dNTP (Invitrogen), Tris-HCI (pH 9,0), 2mM MgCl, e 0,5U de Tagq DNA
Polymerase Platinum® (Invitrogen). A reacgao foi feita em 35 ciclos, apos a sua
padronizacdo nas seguintes condi¢des: 95°C durante 4 minutos, seguidos por
35 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 1 minuto e 72°C durante
1,5 minutos, seguido de extensao final a 72°C durante 2 minutos. Os controles
positivos (DNA de T. gondiida cepa RH) e negativo (agua ultrapura) foram
incluidos em cada PCR.Os produtos da PCR foram visualizados atraves da
eletroforese em gel de agarose (2,5%), corados com SYBR® Safe (Invitrogen)
e fotodocumentados.
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As analises por PCR em tempo real foram realizadas na plataforma
Applied Biosystems 7500 Fast (Life Technologies). Os ensaios foram
realizados em duplicata  utilizando os  primers  forward 5-
AGAGACACCGGAATGCGATCT-3 e reverse 5
CCCTCTTCTCCACTCTTCAATTCT-3’ e sonda (FAM) MGB TagMan marcada
com fluoréforo FAM-ACGCTTTCCTCGTGGTGATGGCG adaptado de acordo
com Resch et al. (2003) disponiveis no banco de dados do GenBank (gb
AF487550.1). Para a deteccdo (presenca e auséncia) do patdégeno nas
amostras, uma analise quantitativa foi realizada através da diluicdo seriada de
10X do DNA gendmico de T. gondii (controle positivo da cepa RH) para
determinar a curva padrdo com, no minimo, 6 pontos (10° a 10° cépias do
gene) com correspondentes concentracdes variando de 100 ng a 0,001 pg
(RESCH et al., 2003). O ensaio foi realizado com uma mistura contendo 10uL
de TagMan Master Mix, 1 uL de cada par de primer e 3 uL de DNA gendmico.
O volume da reacado foi completado para 20 uL com &gua ultra-pura estéril
(livre de DNase e RNase). O procedimento foi feito conforme especificado por
instrucdes do fabricante. As amplificacBes ocorreram nas seguintes condi¢oes:
um passo inicial de desnaturacdo de 3 min a 95°C, 45 ciclos de 15 segundos a
95°C e 1 minuto a 60°C. (LADEIRO et al., 2014).
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6.4. RESULTADOS

Das 105 amostras de tecidos de codornas analisadas, 04 (3,81%), 03
de coracdo e 01 de cérebro, foram positivas na PCR em tempo real para T.
gondii. Quando analisadas pela PCR, uma (0,95%) amostra de coragéo foi
detectada a amplificacdo de T. gondii. Todas as amostras positivas foram

extraidas diretamente com o kit, sem a digest&o péptica.
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6.5. DISCUSSAO

Pelo nosso conhecimento, este € o primeiro estudo para deteccdo de
T. gondii em codornas naturalmente infectadas no Brasil. Estudos com infecgao
experimental foram realizados comprovando a suscetibilidade dessa espécie
como hospedeiro intermediario assim como auséncia de sinais clinicos
especificos da infec¢cdo (ALBUQUERQUE et al., 2002; MUNHOZ et al., 2004;
ATASEVER et al., 2017).

Seres humanos podem adquirir a infeccdo de T. gondii de animais
domeéstico ou selvagens. Os ovos e a carne de codorna sé@o fontes de proteina
populares na dieta humana no Brasil. Embora ndo tenha relato de infeccéo
humana com T. gondii através do consumo de ovos de codorna, este parasita
ja foi isolado em ovos de galinha (TENTER et al., 2000). As codornas
frequentemente sdo abatidas em casa e as visceras geralmente ndo séo
devidamente descartadas, servindo de fonte de infeccdo para felinos e
humanos através da higiene inadequada no manuseio da ave e/ou utensilios
utilizados, tornando uma fonte de infec¢éo para o homem (DUBEY et al., 2012).

Neste estudo a positividade foi baixa (3,81%), semelhante a obtida por
Cong e colaboradores (2017) na China com 6,4%. Kili¢ e colaboradores (2017)
nao encontraram nenhum animal sororeagente para 144 codornas analisadas,
sugerindo que condi¢cBes de higiene e alimentacdo podem estar relacionadas
com tal resultado. A forma de criacdo em gaiolas das aves também pode estar
influenciando no resultado, devido ao espaco limitado dos animais.

A forma de criacdo em gaiolas das aves também pode estar
influenciando no resultado. Em contraste, um estudo com galinhas criadas em
contato com o solo, na mesma regido da Bahia, revelou soropositividade de
27% a partir de 504 animais (ROCHA, 2017), apontando que o contato com o
solo facilita a ingestéo de oocistos eliminados pelos hospedeiros definitivos.

A PCR em tempo real vem sendo utilizada no diagndéstico da
toxoplasmose e nesta metodologia os processos de amplificacdo e detecgao
sdo produzidos de maneira simultanea, usando marcadores fluorescentes
(COSTA et al.,, 2004). No presente estudo, 3,81% das amostras analisadas
foram positivas para T. gondii na PCR em tempo real. Quando analisadas pela
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PCR, 01 (0,95%) amostra de coracao foi detectada a amplificagéo do parasito,
sendo todas as amostras positivas extraidas diretamente com o kit, sem a
digestdo péptica. Tais resultados podem ser explicados pelo fato de que os
cistos ndo necessariamente serdo localizados somente nos tecidos avaliados
ou ainda a possibilidade de degradacdo do DNA durante o processo de
digestdo (AIGNER, et al., 2008).

Nao houve diferenca estatistica significativa entre os métodos

utilizados devido a baixa positividade encontrada.
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6.6. CONCLUSAO

Toxoplasma gondii foi detectado em tecidos de codornas,
demonstrando a presenca do parasito na carne destes animais e a
necessidade de cuidados no consumo destes. Estudos mais aprofundados

relacionados a caracterizacdo genética de T. gondii devem ser realizados.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo sobre a toxoplasmose, neosporose e sarcocistose realizado
confirmou a presenca na Bahia da contaminacdo de tais protozoarios em
caprinos e codornas, considerados animais de producdo. Dentre os animais
analisados, ndo foi observada sintomatologia clinica das enfermidades em
nenhum deles, caracterizando a forma sub-clinica. De tal forma, torna-se
importante a observacdo e cuidados com a populacdo animal de tais espécies
no sentido de controlar e prevenir contaminacdes com tais parasitos, evitando
perdas econOGmicas com principalmente com problemas reprodutivos e
contaminacdo humana através da ingestao de carnes contaminadas.

Outras pesquisas Sdo hecessarias para um levantamento
soroepidemioldgico e do perfil genético do parasito para maior compreensao

das caracteristicas de T. gondii na regiao.
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ANEXO

QUESTIONARIO

IDENTIFICACAO DO PRODUTOR

NOME Propriedade:
Tel.:

Reside na propriedade? ( )Sim ( ) Néo

Municipio da propriedade:

Principal fonte de renda:( ) Caprino/ovinocultura ( ) Outra. Qual?

Quantas pessoas da familia:

Residem na propriedade? pessoas. Trabalham na propriedade? pessoas.

Numero de funciondrios da propriedade (exceto os familiares): pessoas.

PROPRIEDADE

AREA: Total (ha): De pastagens (ha):

Rebanho Caprino: Rebanho Ovino:

Possui aprisco? ( ) Sim () Néo.

Qual o tipo de piso? ( ) Chédo batido  ( ) Ripado ( )Cimentado ( ) Outro:

Faz divisdo de pastagens? () Sim () Néo

Caracteristicas da propriedade:( ) Presenga de vegetacdo nativa () Presenca de aguas limpas

salobras ou alcalinas () Outros

Quais espécies cria na propriedade para fins de producdo?

() Caprinos () Ovinos () Caprinos e Ovinos () Eqlinos () Suinos
() Aves ( ) Bovinos
Presenca de bovinos:( ) Na propriedade () Em propriedades vizinhas () N&o ha bovinos na

propriedade ou areas proximas a ela.

Presenca de felinos:( ) Na propriedade () Em propriedades vizinhas () Nao ha felinos na

propriedade ou &reas préximas a ela.
Presenca de caninos:( ) Na propriedade () Em propriedades vizinhas () N&o ha caninos na

propriedade ou &reas préximas a ela.

ALIMENTACAOQO

Tipo de pastejo: () Rotacionado () Continuo (') Outro:
Suplementacdo: () Sim () Néo
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() Feno. Tipo de forragem:

( ) Cana. Com uréia?

() Concentrado. Tipo:( ) Comercial ( ) Feito na propriedade () Outro:

() Sal mineral. Tipo:( ) Sal comum ( ) Sal mineralizado

Na propriedade existe alguma instalacdo utilizada para estocar alimentos destinados a suplementacdo de

caprinos e/ou ovinos?( ) Néo ()Sim.

E gatos (domésticos ou selvagens) tém acesso a estas instalacdes? ( )Ndo () Sim ( ) As vezes

A agua oferecida aos caprinos/ovinos é proveniente de:
() Cacimba () Acude () Lagoa () Poco profundo ()

Cisterna () Poco artesiano

A 4gua é oferecida aos caprinos/ovinos em:

() Vasilhames dentro das instalagdes () Vasilhames fora das instalagbes () Os animais bebem

direto na fonte (agude, barragem, etc.)

Acompanhamento técnico? ( ) Ndo ( ) Sim.

MANEJO DASCRIAS (CAPRINOS E/OU OVINOS)

Identificacdo individual dos animais:( ) N&do faz ~ ( ) Brinco () Tatuagem ( ) Medalha ()
Outro:

Corte e cura do umbigo:( ) Néo faz ( )Comiodo ( ) Com creolina () Outro:

Tipo de colostro dado aos filhotes: () Colostro de vaca () Colostro artificial () Colostro de

ovelha () Colostro de cabra in natura
Aleitamento: ( ) Natural ( ) Artificial ( ) Leitedecabra ( ) Leitedeovelha ( ) Leite de vaca
Castracdo:( ) Néo () Sim

Idade de castracdo: ( ) 10a30dias ( )3la60dias ( )61a90 dias () Mais de 90 dias

Idade da desmama (apartacdo):( ) 1 més ( )2 meses ( )3meses ( )4 meses ( )5 meses

ou mais

REBANHO CAPRINO
Tipo de exploragdo:( ) Carne () Leite () Mista

(' ) Intensiva (' ) Semi-intensiva () Extensiva

Reprodutores:( ) Comprados ( ) Trocados ( ) Emprestados Tempo de permanéncia do reprodutor

na propriedade:

92



MANEJO SANITARIO DOS CAPRINOS

AlteracGes observadas no rebanho CAPRINO (marque comum “X” as observadas e¢ adicionalmente,
sublinhe as mais fregientes:

) Aborto

) Nascimento de cordeiros fracos ou com anomalias

) Artrites

) Bicheira (Miiase)

) Ceratoconjuntivite

) Edema de face — inchacos no labio, lingua ou mandibula

(

(

(

(

(

(

(' ) Corrimento nasal com aparecimento de crostas (cascas)
() Diarréias frequentes

() Linfadenite caseosa (mal do carogo)

(' ) Pneumonias

() Pododermatite — inflamac&o dos cascos e manqueira
() Carrapatos

( ) Bernes

(

) Nenhum

Vermifugagdo:( ) Ndo () Sim. () O mesmo dos caprinos ( ) Diferente dos caprinos. Freqliéncia:
Produto:

Alternancia de produtos: () Ndo ( ) Sim. Periodicidade:

Corte de cascos:( ) Ndo ( ) Sim. Freqiéncia:

Reprodugdo: () Monta Natural () Monta Controlada () Inseminacéo

ArtificialEstacdo de monta? ( ) Nao ( ) Sim. Epoca e durago:

Os gatos tém acesso as baias de ovinos? ( ) Sim ( ) Néo

Os gatos tém acesso & 4gua oferecida aos ovinos? () Asvezes () N&o ( )Sim

Na area onde esta localizada a propriedade, € comum a presenca de gatos selvagens?

( ) Néo () Sim.

Em caso positivo, tem acesso as baias de ovinos? () As vezes () Néo () Sim
Os ovinos tém contato direto com: ( ) Cées ( ) Gatos ( ) Animais silvestres.
Especificar:

() Bovinos () Caprinos () Eqtinos () Suinos

PRODUCAO DE CARNE E LEITE DE CAPRINOS

Vende os caprinos:( ) No proprio municipio () Para outras cidades () Para outros
Estados
Vende os caprinos:( ) Em pé () Abatidos

93



Preco médio obtido por Kg: R$

Destino dos caprinos comercializados para abate: ( ) Frigorifico () Intermediario ()

Mercado local (ao consumidor)

Epoca de maior procura de caprinos para abate:( ) Inicio do ano () Meio do ano ()
Final do ano
O abate é feito em que idade? () Com menos de 6 meses () Entre 6 e 12 meses ()

Mais de 12 meses

Peso médio dos caprinos ao abate:Jovens: Kg Adultos: Kg
Utiliza carne caprina para consumo familiar? () Nédo () Sim. Peso médio dos animais
consumidos: Kg

Dificuldades encontradas na comercializagdo:( ) Preco () Falta de frigorificos na regido

() Longa distancia dos frigorificos () Falta de comprador () Falta de curtumes naregido ( )

Qutras:
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