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PREVAI:ENCIA, DIAGNOSTICO E ISOLAMENTO DE COCCIDIOS DE
IMPORTANCIA EM MEDICINA VETERINARIA E SAUDE PUBLICA, EM
EQUIDEOS DESTINADOS AO ABATE

RESUMO

Objetivou-se determinar a prevaléncia, diagndstico e isolamento de coccidios de
importancia em medicina veterinaria e saldde publica em equideos destinados ao
abate, em um frigorifico no sul do Brasil. Participaram do estudo 354 equideos,
sendo colhidas amostras de sangue de todos os animais e 328 amostras de
masseter e cérebro. Foi utilizada a reacdo de imunofluorescéncia indireta para
determinacdo da prevaléncia de Besnoitia sp., Neospora sp., Sarcocystis sp e
Toxoplasma gondii. Realizou-se a deteccdo molecular de Neospora sp.,
Sarcocystis sp. e Toxoplasma gondii, através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), em 264 das amostras de tecidos colhidas. Na tentativa de
isolamento de T. gondii e Neospora sp. utilizou-se o bioensaio em camundongos
e gerbis, respectivamente. Os animais inoculados foram acompanhados por 60
dias, posteriormente, foram eutanasiados, sendo colhido sangue para sorologia,
e fragmentos de cérebro, figado, pulméo, baco e coracao para histopatologia e
deteccdo molecular dos parasitos. Para avaliar o resultado da sorologia dos
animais e a presenca de DNA do parasito nos tecidos, para T. gondii, utilizou-se
a correlacdo de Spermann.e o teste do Qui-quadrado. A soroprevaléncia para
Sarcocystis sp. foi de 44,63%(158/354), para Neospora sp. 9,32% (33/354),
Besnoitia sp 5,36% (19/354) e, T. gondii 19,21% (68/354). Todas as amostras
positivas na sorologia para Besnoitia sp. foram negativas no Western Blotting.
Um total de 28,8% (15/52) dos camundongos, que receberam indculos oriundos
de 11 equinos foram positivos ha nested-PCR para T. gondii. Um total de 28,8%
(15/52) dos camundongos, que receberam indculos de 60% (12/20) dos equinos
(Equus caballus) foram positivos para T. gondii. Destes camundongos, 7,7%
(4/52) tiveram algum oOrgdo positivo na nested-PCR, 5,8% (3/52) dos
camundongos foram positivos apenas na sorologia e 15,4% (8/52) dos
camundongos foram positivos tanto na sorologia, quanto na nested-PCR. Os
tecidos positivos no bioensaio foram trés masseteres, 11 cérebros e um pool de
masseter mais cérebro. Na nested-PCR 5,3%(14/264) dos equinos foram
positivos para T. gondii, em oito cérebros e em seis masseteres, além disso
houveram um figado e um coracéo positivos. A correlacdo de spermann e o teste
do qui-quadrado nao foram significativos. Ndo houve isolamento de Neospora
sp, nem identificacdo molecular nos tecidos dos equideos e gerbis. Em 17,68%
(58/328) das amostras de masseter de equideos foram encontrados cistos com
caracteristicas de coccidios. Em 33,7% (89/264) dos equinos e em um dos trés
muares (Equus caballus x Equus asinus) tiveram amostras de masseter positivas
na nested PCR para Sarcocystis sp., em 63,8% (37/58) houve uma associacao
entre o dignéstico molecular e a histopatologia. 12 destas amostras foram
sequenciadas e todas tiveram a variacado da identidade de 89 a 97% para S.
bertrami. Com os resultados deste estudo pode-se concluir que T. gondii,
Sarcocystis sp. e Neospora sp. estdo presentes em equinos clinicamente
saudaveis na regido sul do Brasil, que ha possibilidade do risco de infec¢ao por
T. gondii na populagdo humana através do consumo in natura de carne de
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equideos e que a identificacdo de S. bertrami na musculatura dos equideos
caracteriza estes como reservatorios aqui no Brasil.

Palavras - Chave: Toxoplasma gondii, Sarcocystis sp., frigorifico, Nespora sp.,
Besnoitia sp.

ABSTRACT

The objective of this study was to determine prevalence and diagnosis of infection
and isolation of coccidia of veterinary medicine importance and public health, in
equidae destined to slaughter in the south of Brazil. A total of 354 equidae
participated in the study. Blood samples were collected from all animals, besides
328 samples of masseter and brain. Indirectimmunofluorescence reaction (IFAT)
was used for serological diagnosis of Besnoitia sp., Neospora sp., Sarcocystis sp
and Toxoplasma gondii. Polymerase chain reaction (PCR) was used for
diagnosis of infection by Neospora sp., Sarcocystis sp. and Toxoplasma gondii
in 264 of tissue samples collected. In an attempt to isolate T. gondii and Neospora
sp. the bioassay was used in mice and gerbils, respectively. Inoculated animals
were followed during 60 days, later euthanized. Blood was collected for IFAT.
Brain, liver, lung, spleen and heart fragments were collected for histopathology
and molecular detection of parasite. Seroprevalence for Sarcocystis sp. was
44.63% (158/354), for Neospora sp. 9.32% (33/354), Besnoitia sp 5.36%
(19/354) and, T. gondii 19.21% (68/354). All positive samples in the serology for
Besnoitia sp. were negative in Western blotting. In the conventional PCR, all the
samples of equines and mice were negative for T. gondii and Neospora sp. A
total of 15 of the 52 mice (28.8%) were positive for T. gondii, with tissues from
60% (12/20) equines (Equus caballus). Of these mice, 7,7% (4/52) were positive
in the nested PCR and 5,8% (3/52) were positive only in serology. There was an
association of 15,4% (8/52) positive mice in IFAT and nested PCR. Isolated
tissues were 3 masseters, 11 brains and 1 pool of masseter plus brain. In the
nested PCR, 5.3% of the equines were positive for T. gondii (14/264), and in 8 of
these the brains were positive and 6 horses had positive masseter, in addition we
had one positive liver and one positive heart. The correlation of spermann and
the chi-square test were not sifnificant. There was no isolation of Neospora sp.,
without molecular identification in equine and gerbils tissues. In 17.68% (58/328)
of equine masseter samples, cysts with coccidia characteristics were found in the
histopathology. In 33.7% (89/264) horses and of mule (Equus caballus x Equus
asinus) had one masseter positive samples in the nested PCR for Sarcocystis
sp. In 63.8% (37/58) of these positive samples there was an association with
cysts in the histopathology. 12 of these samples were sequenced and all had the
identity variation of 89-97% for S. bertrami. With the results of this study, we can
conclude that T. gondii, Sarcocystis sp. and Neospora sp. are present in clinically
healthy horses in southern Brazil. Therefore, there is a possibility of T. gondii
infection in human population through in natura consumption of equine meat.
Furthermore, the identification of S. bertrami in equine musculature characterizes
it a reservoirs in Brazil.

Key Words: Toxoplasma gondii; Sarcocystis sp; slaughtered; Nespora sp;
Besnoitia sp.
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1. INTRODUCAO

O Brasil detém o maior rebanho de equideos da America Latina e o terceiro
maior rebanho mundial, composto por mais de 8 milhdes de cabecas. No
entanto, esses numeros nao sao refletidos na industria do abate. No periodo de
2008 a 2017 foram abatidos apenas 369.243 equideos em frigorificos brasileiros.
O equideo esta ligado principalmente ao lazer, cultura, esporte e trabalho,
ficando o abate para o consumo da carne destinado principalmente a exportacao.

O Brasil j& foi considerado o terceiro maior exportador de carne de cavalo do
mundo. Porém, devido as novas regras da Unido Europeia, que passou a ter
exigéncias para a importacdo de carne de equideos semelhantes as praticadas
para a bovina, houve uma diminuicdo e, por consequinte, prejuizo nas
exportacdes brasileiras, pois a maioria dos equideoss abatidos e exportados no
Brasil eram de trabalho, ndo possuiam registro e nem acompanhamento. Porém,
mesmo com a queda nas exportacdes, ainda possui um papel de destaque no
que se refere & exportacdo de carne equina, tendo Europa e Asia como principais
mercados consumidores. No periodo de 2012 a 2017, os principais importadores
de carne equina foram Bélgica, seguido pela Russia, Japdo, Vietna, Italia,
Holanda e demais paises.

Os equideos podem ser hospedeiros de coccidios de importancia em saude
publica como Toxoplasma gondii que podem causar cefaléia, mialgia, dores
articulares, febre e aumento dos ganglios linfaticos, perda de visdo, aborto e
morte em pacientes com doencas imunocompetentes como a Aids através do
consumo da carne crua ou mal passada contendo cistos de T. gondii. O
Sarcocystis fayeri pode levar a casos de nauseas, vomitos e diarreia através do
consumo da carne equidea contendo cistos de S. fayeri.

Os equideos também podem albergar coccidios de importancia em medicina
veterinaria como Sarcocystis neurona, principal causador da mieloencefalite
protozoaria equina (EPM), que afeta diretamente o Sistema Nervoso Central
(SNC), causando funcdo anormal da via aérea superior, claudicacdo incomum
ou atipica, convulsdes, dificuldade em se levantar, caminhar ou engolir, e a
doenca pode progredir muito rapidamente. Neospora hughesi e o segundo maior

causador da EPM e a Besnoitia bennetti que podem levar a presenca de nodulos
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parasitarios sobre a pele, rosto, corpo, interior das narinas e membros do
equideos.

Este estudo serd apresentado em trés capitulos, sendo o primeiro
relacionado ao isolamento do T. gondii em camundongos através de tecidos
oriundos de equideos, o segundo capitulo se trata do diagndstico molecular de
Sarcocystis bertrami no masseter dos equideos e o terceiro capitulo sobre a
prevaléncia em equideos de parasitos do filo Apicomplexa de importancia em

medicina veterinaria.
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2.0. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a frequéncia, diagndstico e isolamento de coccidios de importancia

em saude publica e medicina veterinaria em equideos destinados ao abate.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar T. gondii e Neospora sp. em tecidos de equideos destinados ao
abate;

e Determinar a prevaléncia de S. bertrami em musculatura de equideos
destinados ao consumo humano, através da deteccdao molecular e da
microscopia;

e Determinar a soroprevaléncia em equideos oriundos de um frigorifico no

Rio Grande do Sul para Besnoitia sp., Neospora sp. e Sarcocystis sp.
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3.0. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Toxoplasma gondii

3.1.1. Etiologia

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatério pertencente ao filo
Apicomplexa, familia Sarcocystidae, classe Coccidia. Possui como hospedeiro
definitivo os felideos (DUBEY et al., 1970) e como hospedeiros intermediarios
mamiferos e aves (TENTER, 2000; DUBEY; JONES, 2008). A infeccao por T.
gondii pode ocorrer através da via transplacentéria, passada da fémea gestante
para o feto; por carnivorismo, pela ingestdo de carne crua ou mal cozida,
contendo cistos teciduais e; oral pelo consumo acidental de oocistos do
ambiente, através de agua ou alimento contaminados (DUBEY, 2008), € por
meio de transplante de 6rgados em seres humanos (KHURANA; BATRA, 2016).
Uma pequena porcentagem de humanos e animais desenvolvem sinais clinicos
da doenca. Além disso e importante destacar a variabilidade genética entre
isolados de T. gondii de hospedeiros aparentemente saudaveis e doentes
(DUBEY; JONES, 2008).

Em herbivoros, a infeccdo ocorre principalmente através da ingestao de
oocistos esporulados no ambiente durante o pastejo e, em menor escala, por
transmissdo vertical, quando o0s taquizoitos atravessam a Dbarreira
transplacentaria infectando o feto (DUBEY, 1996; DUBEY, 2010). Embora os
equideos sejam vistos como resistentes a infeccao, ha relatos de toxoplasmose
em infeccBes naturais, ocasionando anormalidades na vascularizacdo da
placenta, com deteccdo do DNA do parasito no liquido amniotico (TURNER;
SAVVA, 1990). Em outro relato detectou-se o DNA do parasito na retina, coroide
e esclera de um poney de 17 anos morto repentinamente (TURNER; SAVVA,
1991). Em infeccdes experimentais 0s principais sinais sdo de hipertermia,
lacrimejamento, corrimento ocular e apatia em infeccbes experimentais
(SPOSITO FILHA et al, 1992).

A infeccdo por T. gondii em humanos é, na maioria das vezes,
assintomatica ou apresenta sintomas comuns a outras infecgbes, como uma

gripe, por exemplo, dor de cabeca, mialgia, dores articulares, febre e aumento
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dos ganglios linfaticos sdo comuns na fase aguda da toxoplasmose. Alguns
individuos podem apresentar doengca grave ou severa, com quadros de
encefalite quando possuem um sistema imune deficiente, sendo a toxoplasmose
uma das doencas que mais causa morte entre os pacientes com AIDS. A
transmissao transplacentaria pode levar ao aborto ou a uma infec¢do congénita,
sendo as lesdes oculares e no sistema nervoso central as mais observadas nos
neonatos (DUBEY, 1996; HILL et al, 2005; DUBEY, 2010).

3.1.2. Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii

A fase sexuada ocorre quando oocistos esporulados, cistos ou taquizoitos
sédo ingeridos pelo gato. Os oocistos irdo liberar os esporozoitos no lumen
intestinal, enquanto que os cistos irdo liberar os bradizoitos. Apos a formacao do
trofozoito, estes irdo penetrar nas células epiteliais do intestino, dando origem
ao processo de esquizogonia. No final deste processo, os merozoitos liberados,
invadirdo novas células epiteliais iniciando o processo de gametogonia formando
0s gametas masculinos (microgametas) e femininos (macrogametas). Os
microgametas irdo fecundar os macrogametas formando o zigoto, que sera
formado por uma parede resistente, evoluindo para oocisto. Os felideos eliminam
em suas fezes oocistos ndo esporulados que, esporulam em condicdes
ambientais propicias como temperatura, umidade e oxigenacao, tornando-se
infectantes no periodo de 3 a 7 dias. O oocisto esporulado possui dois
esporocistos, cada um com 4 esporozoitos. Durante a fase sexuada milhfdes de
oocistos podem ser liberados nas fezes dos gatos por um periodo que dura 7 a
21 dias. Os oocistos esporulados sobrevivem no ambiente por 12 a 18 meses se
os fatores climaticos como umidade e temperatura forem favoraveis, ou seja,
solo umido e sombreado. Se a temperatura for de 4°C, eles sobrevivem por até
54 meses, 106 dias a -16°C, mas morrem em dois minutos a 60°C (DUBEY
1998a; KAWAZOE; MINEO et al., 2011).

A fase extraintestinal é caracterizada por apresentar somente a reproducao
assexuada com desenvolvimento de taquizoitos e bradizoitos, podendo ocorrer
tanto no hospedeiro intermediario quanto no hospedeiro definitivo. Esta fase
comeca quando oocistos ou cistos teciduais ingeridos liberam respectivamente,

esporozoitos ou bradizoitos, estes invadem os enterdcitos, se transformam em
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taquizoitos, ganham a circulacdo sistémica ou linfatica e se disseminam em
diversos tecidos, Estes multiplicam-se por endodiogenia, um processo no qual
sdo produzidas duas células-filhas no interior da célula mae. Apdés o
desenvolvimento da resposta imune do hospedeiro, emtorno de 7 a 10 dias ap6s
a infeccdo, se convertem em bradizoitos formando os cistos, que podem
permanecer por toda vida na maioria dos hospedeiros, predominantemente no
cérebro ou musculatura. Por fim, caso a infec¢cdo no hospedeiro ocorra durante
a gravidez, o parasita pode atravessar a placenta e infectar o feto (infeccao
congénita) (DUBEY, 1998; 2009; DUNCANSON et al., 2001).

3.1.3. Epidemiologia de Toxoplasma gondii em equideos destinados
ao abate

Estudos sorologicos realizados em diferentes partes do mundo (Tabela 1)
mostram uma prevaléncia para T. gondii variando de 6,9 a 48,6%. Portella et al.,
(2017) em um frigorifico no sul do Brasil encontraram 47,2% de positividade,
enquanto que em outro frigorifico no sul do Brasil, Evers et al, (2013)
encontraram 11,6% de equinos positivos. No exterior, Yang et al., (2013) no
nordeste da China encontraram 24,3% de equideos positivos enquanto que Xing
et al., (2018) encontraram 5,4% no noroeste da China. Papini et al., (2015) e
Klun et al., (2017) encontraram, na Europa, uma soroprevaléncia de 17,6% e
48,6% na Itdlia e Sérvia, respectivamente.

Além destes estudos sorolégicos, também ja foram realizados estudos
moleculares. Papini et al. (2015) selecionaram amostras de coracao, lingua e
diafragma oriundas de nove equinos soropositivos para a realizacdo de uma
nested PCR, obtendo assim trés equideos positivos para as amostras de
coracao. Pastiu et al., (2015), por sua vez, ao analisarem tecidos cardiacos de
82 equinos pela PCR, que obtiveram 39% de soropositivade pelo ELISA, néo
encontraram animais positivos para T. gondii. Evers et al. (2013) realizaram a
PCR do cérebro de 14 equinos positivos no bioensaio de camundongos, destes,
dois foram positivos. E importante destacar que nenhum dos 14 equinos
positivos no bioensaio foram positivos na RIFI. Aroussi et al., (2015) encontraram
43% (99/243) de amostras de carne equina de supermercado positivas para T.

gondii através da Reac¢do em cadeia da polimerase de captura magnética (MC-
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PCR). Klun et al. (2017) encontraram cistos nos tecidos de duas éguas, sendo
gue uma foi soropositiva no MAT para T. gondii na diluicdo de 1:6 e a outra
soronegativa. Por fim Pena et al. (2018) conseguiram obter um isolado oriundo
de 13 equinos soropositivos no MAT com ponto de corte de 1:25.

Embora haja uma ampla distribuicdo de exposi¢do ao parasito, a infeccao
em equideos costuma ser assintomatica, devido a uma possivel resisténcia
destes ao parasito (DUBEY, 2010). As diferencas de positividade encontradas
nos diferentes locais podem estar associadas a fatores epidemiolégicos tais
como diferentes tipos de criacdo, higiene dos estdbulos e diferentes tipos de
alimentacédo (TENTER et al., 2000).

3.1.4. Riscos a saude publica devido ao consumo da carne de

equideos contaminada com T. gondii

Na Franca, um caso de infeccdo congénita por T. gondii em um recém
nascido, confirmada através da PCR do sangue e sorologia teve fortes indicios
de ser em decorréncia do consumo de carne equina, visto que a mée da crianca
relatou o consumo da carne crua varias vezes durante a gestacao. O sangue do
recém nascido foi utilizado no bioensaio de camundongos, com morte de todos
os camundongos 9 dias apos a inoculacdo (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009).
Ainda na Franca, foram descritos trés casos de toxoplasmose humana, causadas
por cepas atipicas de T. gondii, provavelmente por ingestdo de carne crua de
equinos importados do Brasil e do Canada. Dentre os trés pacientes, um era um
homem de 74 anos e que, apesar de um tratamento especifico para o parasito,
nao resistiu e morreu no 27° dia ap6s a admissdo no hospital. O segundo
paciente era uma mulher gravida, na qual foi constatada toxoplasmose congénita
por deteccédo de IgM no soro do recém-nascido e o terceiro paciente, também
uma mulher gravida, que teve a gravidez interrompida na 26% semana de
gestacédo e a necropsia do feto relatou varios abscessos cerebrais (POMARES
et al., 2011).

Pastiu et al. (2015) selecionaram, para bioensaio em camundongos, 0
tecido cardiaco de 32 equinos soropositivos. Como resultado, foram encontrados
dois camundongos com cérebros positivos para T. gondii na PCR. Klun et al.

(2017) utilizaram para bioensaio em camundongos, o tecido cardiaco, em 104
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equinos oriundos de dois frigorificos da Sérvia, trés camundongos que
abrigavam cistos cerebrais tiveram titulos altos na RIFI (1:5120). Além disso, foi
observada alta letalidade dos camundongos nas passagens seguintes. Por fim,
Aroussi et al., (2015) encontraram 43% (99/243) de amostras de carne de
supermercado positivas para T. gondii através da MC-PCR.

Diante do exposto, estes estudos demonstram que existe a possibilidade
de seres humanos adquirirem toxoplasmose através da ingestao de carne crua
ou mal passada de equideos, sendo importante, como medida preventiva, que
toda carne proveniente destes animais seja consumida bem cozida (HILL;
DUBEY, 2002).

3.2. Sarcocystis sp. em equideos

3.2.1. Etiologia

O género Sarcocystis é composto por parasitas intracelulares e alberga
espécies que possuem o ciclo heteroxeno obrigatério, pertencente ao filo
Apicomplexa. Os parasitos deste género ja foram descritos em varias partes do
mundo, sendo relatadas mais de 150 espécies. Mamiferos, aves, répteis e,
possivelmente, peixes se infectam com espécies do género (FAYER et al., 2015).
Cinco espécies de Sarcocystis ja foram relatadas em equideos, sendo elas, S.
fayeri, S. bertrami, S. equicanis, S. asinus e S. neurona (ROMMEL; GEISEL,
1975; DUBEY, 1977; GADAEV, 1978; HINAIDY; LOUPAL, 1982; DUBEY et al.,
2015).

Equideos se mostram bastante susceptiveis a infeccdo por
determinadas espécies de Sarcocystis tais como S. fayeri e S. Bertrami, que
podem levar a casos de pirexia, anemia leve (FAYER; DUBEY, 1982) além de
fragueza muscular, ataxia, perda de peso (CAWTHORN et al., 1990),
granulomatose (HERD et al., 2015), atrofia muscular, déficit de marcha e disfagia
(ALEMAN et al., 2016). S. neurona, por sua vez, € 0 agente causador da
mieloencefalite protozoaria equina (EPM), uma doenca progressivamente
debilitante que afeta o sistema nervoso central dos cavalos. Os sinais clinicos
podem variar desde o inicio insidioso de sinais focais ou multifocais de doenca

neurolégica envolvendo o encéfalo, tronco encefalico, medula espinhal ou



23

qualquer combinacdo das areas do sistema nervoso central (SNC). Alguns
cavalos afetados com EPM tém funcdo anormal da via aérea superior,
claudicacdo incomum ou atipica ou até mesmo convulsdes. Nos casos mais
graves, o cavalo pode ter dificuldade em se levantar, caminhar ou engolir, e a
doenca pode progredir muito rapidamente. Em alguns cavalos, a doenca parece
estabilizar ou permanecer estatica por um periodo de tempo (DUBEY et al.,
2015).

3.2.2. Ciclo biolodgico

Os ciclos biologicos de S. neurona, S. fayeri e S. bertrami sdo similares,
embora envolvam diferentes espécies de hospedeiros definitivos. Os gambas do
género Didelphis sdo os hospedeiros definitivos envolvidos nas infecgdes por S.
neurona (DUBEY et al., 2001b). Os caes (Canis lupus familiaris), por sua vez,
sdo os hospedeiros definitivos envolvidos nas infeccdes por S. fayeri e S.
bertrami (ROMMEL; GEISEL et al., 1975; DUBEY et al., 1977; MATUSCKA,
1983).

Os hospedeiros intermediarios, incluindo equideos, se infectam pela
ingestdo de esporocistos presentes no ambiente. ApOs a ingestdo dos
esporocistos, 0s esporozoitos sao liberados no intestino delgado e a parasitemia
€ detectada entre 1 a 8 dias (DUBEY et al., 2001cd). ApoOs estabelecida a
infeccdo, os merozoitas de S. neurona tendem a permanecer no tecido nervoso,
onde ocorrera 0 processo de esquizogonia, que podera formar centenas de
merozoitos em apenas um neurdénio (DUBEY et al., 2001c). Os esquizontes se
dividem por endopoligenia, onde o nucleo se torna multilobulado antes da
formacdo dos merozoitos (SPEER; DUBEY, 2001). Sarcocystis fayeri e S.
bertrami, por sua vez, tendem a formar cistos na musculatura esquelética,
coracao, esodfago, diafragma e lingua (HILALI; NASSAR, 1987; FUKUYO et al.,
2002; ALEMAN et al., 2016).
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Tabela 1. Estudos de epidemiologia e bioensaio para Toxoplasma gondii realizados em equideos oriundos de frigorifico pelo mundo

Pais Teste Ponto de corte N Positivos Tecido/bioensaio  Referéncia
utilizado (%)

México, MAT? 1:20 1788 6,9 - Dubey et al., (1999?)

Canada e

Estados

Unidos

China MAT? 1:25 1449 24,3 - Yang et al., (2013)

México MAT? 1:25 239 10,9 - Alvarado-Esquivel et al. (2015)

Italia RIFI? 1:20 153 17,6 - Papini et al., (2015)

Roménia ELISA3 1:10 82 39,0 - Pastiu et al., (2015)

Roménia MAT!? 1:6 82 37,8 - Pastiu et al., (2015)

Sérvia MAT? 1:6 106 48,6 - Klun et al., (2017)

China ELISA3 1:200 409 54 - Xing et al., (2018)

Estados SFDT* 1:2 500 10 Coracado, medula Al-Khalidi; Dubey, (1979)

Unidos espinhal e es6fago.

Brasil RIFI2 1:64 398 11,6 - Evers et al., (2013)

Brasil RIFI? 1:16 561 31,5 - Vidotto et al., (1997)

Brasil RIFI? 1:50 197 47,2 - Portella et al., (2017)

Brasil BM> NP 398 3,5 Cérebro Evers et al., (2013)

Brasil BM> NP 13 7,7 Cérebro e coracdo Penaet al., (2018)

Roménia BM?® NP 32 6,25 Coracao Pastiu et al., (2015)

Franca BM> NP 118 0 Musculatura Aroussi et al., (2015)

esquelética
Sérvia BM> NP 104 2,88 Coracao Klun et al., (2017)

1Teste de aglutinacdo modificada; ?Reacdo de imunofluorescéncia Indireta;*Ensaio de imunoabsorcéo enzimatica; 4 Teste do Corante
de Sabin-Feldman; °Bioensaio em camundongos; NP = ndo se aplica.
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A infeccdo do hospedeiro definitivo ocorre pela ingestdo de tecidos
infectados com os bradizoitos. Estudos demontram que o periodo pré-patente
para S. fayeri e S.bertrami pode variar desde 8 dias (ROMMEL;GEISE et al.,
1975), 9-10 dias (MATUSCKA, 1983) e 12 a 15 dias (DUBEY et al., 1977). Ja
para S. Neurona, pode variar de 11 a 13 dias (DUBEY et al., 2000). Os oocistos
possuem dois esporocistos com quatro esporozoitos cada. Os equinos se
infectam apds ingerirem estes esporocistos ou oocistos presentes na fezes do
cao (DUBEY et al., 1977; 2015).

3.2.3. Sarcocystis bertrami e Sarcocystis fayeri (sin. Sarcocystis equicanis;

Sarcocystis asinus)?

O primeiro relato de cistos de Sarcocystis em equideos ocorreu na
Alemanha em 1872 (SIEDAMGROTZKY, 1872 apud DUBEY et al., 2016), sendo
nomeado S. bertrami (DOFLEIN, 1901 apud DUBEY et al., 2016). Rommel e
Geisel (1975) ao analisarem cistos de equinos, identificaram uma nova espécie
denominada S. equicanis, no entanto, de acordo com Levine & Tadros (1980),
esta espécie pode ser um sindnimo de S. bertrami. Gadaev (1978) encontrou
cistos de Sarcocystis em jumentos e classificou-lhes como uma nova espécie
denominada Sarcocystis asinus. Este autor baseou essa nova classificacao
apenas em tamanho, forma e coloracdo dos bradizoitos. No entanto, essas
diferencas séo insustentaveis como forma de definir uma nova espécie, ja que
diferencas na morfologia do bradizoitos podem estar relacionadas a diferentes
técnicas utilizadas (LEVINE; TADROS, 1980; ODENING, 1998; DUBEY et al.,
2016), além disso, a morfologia dos cistos pode mudar com a idade (FAYER et
al., 2015).

Outros estudos que identificaram cistos em equideos consideraram 0s
cistos com caracteristicas de S. bertrami apds andlise microscopica (HINAIDY;
LOUPAL, 1982; EDWARDS, 1984; KIRMSE, 1986). Recentemente Dubey et al.
(2016) ao analisarem cistos de 19 jumentos através da microscopia optica e
eletrénica de transmissao, considerou os cistos como de S. bertrami.

Dubey et al. (1977) realizaram um estudo experimental com equinos e

caes. Ao compararem os seus achados com o estudo elaborado por Rommel e
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Geisel (1975), observaram caracteristicas diferentes relacionadas ao tamanho
de esporocistos e periodo pré-patente. Diante disso, estes autores chegaram a
conclusédo que se tratava de uma nova espécie, denominando-a de S. fayeri.
Recentemente, Aleman et al. (2016) e Coultous et al. (2017), respectivamente,
confirmaram geneticamente a presenca de S. fayeri nas Americas em cistos na
musculatura de equinos e na Africa no sangue de um jumento. No entanto ainda
néo foi realizado nenhum estudo nas Americas que buscasse identificar cistos
de S. fayeri ou S. bertrami na musculatura de equideos destinados ao abate.
Em geral, ainda existe uma confusdo quanto a validade das diferentes
espécies de Sarcocystis em equideos. Acredita-se que todos os equideos
compartilham espécies comuns de Sarcocystis, no entanto, mais estudos séo
necessarios para essa confirmacdo (MATUSCKA, 1983; DUBEY et al., 2016).
Diante disso, Zeng et al. (2018) questionam se S. fayeri e S. bertrami seriam
realmente parasitas diferentes, pois eles acreditam, de acordo com as
evidéncias morfoldgicas, que existe apenas uma espécie que infecta cavalos e
jumentos, propondo assim que seu achado seja denominado S. bertrami por ter
sido a primeira espécie descrita em cavalos. Por fim, Murata et al. (2018) ao
analisarem amostras de carnes importadas do Japdo, Canada e Itélia,
encontraram carnes positivas dos 3 paises, sendo todas caracterizadas como S.

fayeri.

3.2.4. Epidemiologia de Sarcocystis sp. em equideos

Estudos sobre a prevaléncia de Sarcocystis sp. realizados em
diferentes partes do mundo mostram resultados, variando desde 10% a 93%
(Tabela 2). A maioria destes estudos foram realizados através da visualizacao
microscopica de cistos no eséfago, diafragma, lingua e coracdo. Além disso, em
alguns destes estudos os equideos foram abatidos em frigorificos destinados ao
consumo humano, o que enfatiza a relevancia destes estudos (KIMRSE, 1986;
EDWARDS, 1984; FUKUYO et al, 2002).

Outros estudos que ndo exploraram a prevaléncia, também
demonstraram a presenca do Sarcocystis em equideos. Aleman et al. (2016) ao
investigarem casos de equideos com doencas neuromusculares nos Estados

Unidos, descobriram a presenca de cistos na musculatura destes animais,



27

confirmando posteriormente através da PCR e sequenciamento que se tratava
do S. fayeri. Ja na Gambia, Coultous et al. (2017) estavam investigando casos
de piroplasmose em equideos, porém uma das amostras do sangue de um
jumento produziu uma banda inespecifica e foi enviada para o sequenciamento,
sendo posteriormente confirmado como S. fayeri. Murata et al. (2018) verificaram
gue pelo menos uma das amostras de carnes de equideos oriundas do Japao,
Canada e Italia foram positivas para S. fayeri através da PCR e sequenciamento.

Estudos sorolégicos realizados em equideos para S. neurona, (Tabela,
2), demonstraram prevaléncias que variaram de zero % na Coreia do Sul
(GUPTA et al., 2002) a 48,5% no México (YEARGAN et al., 2013). Na Regido
Sul do Brasil, Antonello et al., (2015) e Portella et al., (2017), encontraram,
respectivamente, 33,86% e 39,1% de equinos soropositivos, (Tabela, 2). Possui
como hospedeiros definitivo o gamba (Didelphis virginiana na America do Norte
e o Didelphis albiventris na America do Sul) (DUBEY et al., 2015). Morley et all.
(2008) citaram que equinos criados em pastagens Sd80 mais propensos a
infeccdo por S. neurona do que animais estabulados. Além disso, fatores
ambientais podem influenciar na predisposicdo a EPM, como aqueles relativos
a localizacdo (PUSTERLA et al., 2014b), ao clima (DUBEY et al., 2015;), ao
relevo e a hidrografia (MORLEY et al., 2008).

3.2.5. Sarcocystis sp. e saude publica

O habito de comer carne crua € comum em alguns paises europeus e
asiaticos. No Japdo, muitas pessoas apresentaram nausea, vomitos, diarreia e
outras condicdes patoldgicas pouco tempo apdés o consumo de carne de cavalo
crua, no entanto, nenhuma bactéria e agentes virais foram identificados em
gualquer alimento suspeito. Apos estes exames iniciais, amostras dessas carnes
foram avaliadas por meio de provas parasitologicas tais como microscopia,
bioensaio e PCR, nas quais foram confirmadas a presenca do S. fayeri (HARADA
et al., 2013; KAMATA et al., 2014; MURATA et al., 2018).

Este potencial risco de intoxicagdo alimentar de Sarcocystis sp. esta
relacionado a presenca de uma fracdo protéica no parasita, que pode agir como
toxina (KAMATA et al., 2014; IRIKURA et al., 2017). Esta informacéo torna-se

importante pois existem relatos de equideos positivos para Sarcocystis oriundos



28

de frigorificos que podem, portanto, ser fontes de intoxicagdo para humanos
(FUKUYO et al.,, 2002; PORTELLA et al., 2017; MURATA et al., 2018). No
entanto, medidas preventivas simples, como o congelamento da carne s&o

suficientes para prevenir casos de intoxicagdo (HARADA et al., 2013).

3.2.6. Diagndstico entre as espécies de Sarcocystis spp.

Testes soroldgicos entre diferentes espécies de Sarcocystis sdo muito
reativos e podem provocar reagdes cruzadas (TENTER et al., 1995). Antonello
et al. (2015) realizaram um estudo comparativo através da RIFI com laminas
produzidas com antigenos de S. neurona e S. cruzi, usando uma amostragem
de 189 éguas. Destas 33,86% (64/189) e 80,42% (152/189) foram positivas
respectivamente para S. Neurona e S. Cruzi, sendo que, 159 reagiram a pelo
menos um dos parasitos e 57 reagiram aos dois antigenos, o que pode indicar
infeccbes associadas ou reagao cruzada. Além disso, em um estudo sorolégico
para Sarcocystis sp. em equinos abatidos em frigorificos, houve uma
soroprevaléncia na RIFI de 39,1% (77/197), com laminas produzidas através de
antigeno de S. neurona (SN-37R) (PORTELA et al., 2017). E possivel a
ocorréncia de reacdo cruzada entre S. neurona e S. fayeri na prova de
aglutinacdo e RIFI, no entanto, a infeccdo pode ser distinguida através do
Western Blotting devido a presenca de antigenos especificos (TENTER et al.,
1995; SAVILLE et al., 2004).

Em relacéo a provas moleculares, O PCR, seguido do sequenciamento,
passaram a ser realizados para o diagnéstico de S. Fayeri e S. Bertrami.
(ALEMAN et al., 2016; COULTOUS et al., 2017; MURATA et al., 2018; ZENG et
al., 2018), possuindo, desta forma, uma maior confiabilidade na identificacdo do

parasita.



Tabela 2. Estudos de epidemiologia e identificacdo histopatoldgica de Sarcocystis sp. em equideos pelo mundo

Pais N Positivos % Tecnica Tecido Ponto Espécie Referéncia
de corte
URSS 20 40 Microscopia - - Asinino  Gadaev et al., (1978)
Austria 2 50 Microscopia Esofago - Asinino  Hinaidy & Loupal (1982)
Austria 275 32,3 Microscopia Esofago - Equino  Hinaidy & Loupal (1982)
Inglaterra 394 62,2 Microscopia Esofago - Equino  Edwards (1984)
Egito 41 21,9 Microscopia Eso6fago - Asinino  Kirmse (1986)
Egito 119 46,2 Microscopia Esobfago - Equino  Kirmse (1986)
Eqgito 20 90 Microscopia Esoéfago, - Asinino  Hilali; Nassar (1987)
diafragma
e coragao
Mongolia 43 93 Microscopia Diafragma, - Equino  Fukuyo et al., 2002
coracdo e
lingua
Brasil 197 39,1 RIFIY Sangue 1:50 Equino  Portella et al., (2017)
Brasil 189 33,9 RIFIY Sangue 1:50 Equino  Antonello et al., (2015)
México 495 48,5 ELISA? Sangue 1:100 Equino  Yeargan et al., (2013)
China 32 15 Microscopia - Equino  Zeng et al., (2018)
China 42 10 Microscopia Sangue - Asininos Zeng et al., (2018)
Estados 3123 27,6 RIFI Sangue 1:80 Equinos Pusterla et al., (2014b)
Unidos
Coreia do 191 O Western Sangue 1:100 Equinos Gupta et al., (2002)
Sul blotting
CostaRica 315 42,2 ELISA? Sangue 1:100 Equinos Dangoudoubiyam et al.

(2011)

1Reacdo de imunofluorescéncia Indireta;?Ensaio de imunoabsorcéo enzimatica.
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3.3. Neospora sp.

3.3.1. Etiologia

Neospora caninum e N. hughesi sdo protozodrios coccidios formadores
de cisto, pertencentes ao filo Apicomplexa (MARSH et al. 1998). Neospora
caninum possui o cdo (Canis familiaris), coiote (Canis latrans), dingo australiano
(Canis lupus dingo) e o lobo cinzento (Canis lupus) como hospedeiros definitivos
(MCALLISTER et al. 1998; GONDIM et al. 2004, KING et al., 2010, DUBEY et
al.,, 2011). Os hospedeiros definitivos eliminam oocistos no ambiente,
contaminando o solo, a agua e os alimentos (DUBEY, 1999). O hospedeiro
definitivo de N. hughesi ainda se mantém desconhecido (DUBEY et al. 2001a;
WALSH et al. 2001). Diferentemente de N. caninum, que ja foi encontrado em
uma variedade de espécies animais, atuando como hospedeiros intermediarios
no seu ciclo biologico (GONDIM 2006; DUBEY; SCHARES et al. 2007), N.
hughesi foi identificado até o momento apenas na espécie equina, embora a
possibilidade de ser encontrado em outras espécies ndo seja descartada
(GONDIM et al., 2009). Estes animais infectam-se por meio da ingestdo de
oocistos esporulados, cistos teciduais ou por transmissdo vertical (DUBEY
1999).

3.3.2. Ciclo biolégico de Neospora caninum

Os canideos, hospedeiros definitivos (HD), séo infectados ao consumir
tecidos contendo cistos do parasito (MCALLISTER et al., 1998), oriundos de
hospedeiros intermediarios. A parede do cisto é degradada pela acdo do suco
gastrico liberando as formas parasitarias (DUBEY & LINDSAY, 1996). Em
seguida, ocorre um provavel desenvolvimento no intestino, com libera¢do dos
oocistos nas fezes. Uma vez esporulados no ambiente, 0 oocisto torna-se
infectante dentro de um periodo de 24 horas, em condi¢des ambientais ideais,
sendo capaz de infectar novos hospedeiros intermediarios (MCALLISTER et al.,
1998; LINDSAY et al., 1999). Os oocistos esporulados possuem dois

esporocistos com quatro esporozoitos cada (DUBEY e al., 2002). O periodo pré-
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patente € de cinco dias ou mais a partir da ingestéo de cistos teciduais (LINDSAY
et al., 1999). Uma vez ingeridos por hospedeiros intermediarios, 0os oocistos
passam pelo estbmago e duodeno, juntamente com o alimento, sofrem digestao
quimica e enzimatica e liberam os esporozoitos no trato gastrointestinal. Estes
se transformam em taquizoitos, que se replicam por endodiogenia, tendo acesso
as vias sanguineas e linfaticas (DUBEY et al., 1999c; DUBEY, 2003). A rapida
replicacdo de taquizoitos é limitada in vivo a cerca de 20 divisées (periodo de
aproximadamente 3 semanas) antes de se diferenciarem em bradizoitos, que
formam cistos nos tecidos. Os bradizoitos lentamente se replicam
assexuadamente por endodiogenia. Os cistos teciduais sao tipicamente
encontrados no cérebro, na medula espinhal ou na musculatura esquelética
(DUBEY etal., 1990; PETERS et al., 2001) e podem persistir por longos periodos
no hospedeiro intermediario sem causar manifestagdes clinicas significativas
(DUBEY; LINDSAY, 1996). Apos os canideos ingerirem os tecidos contendo
estes cistos, em aproximadamente 7 dias comecam a eliminar oocistos nao
esporulados nas suas fezes (DIJKSTRA et al., 2002; CAVALCANTE et al., 2011).

3.3.3. Neospora sp. em equinos

A neosporose em equinos foi diagnosticada pela primeira vez no inicio da
década de 90, através da visualizacdo de taquizoitos em cortes de pulmao de
um feto abortado, ja demonstrando a possibilidade da transmissao
transplacetaria nestes animais (DUBEY; PORTERFIELD 1990). Neste periodo,
0 protozoario N. caninum ja era conhecido como um patégeno de bovinos e caes
(BJERKAS et al. 1984; THILSTED; DUBEY, 1989).

O primeiro relato de Neospora sp. em um equino com doenca neurologica
ocorreu em 1996, na Califérnia, em um animal de 19 anos com quadro
neurolégico que evoluiu para paraplegia (DAFT et al.,, 1996). O mesmo foi
submetido a eutanasia, sendo visualizado cistos nos tecidos e um titulo
soroldgico de 1280 para anticorpos anti-Neospora sp. através da RIFI (DAFT et
al., 1996). No mesmo ano, Lindsay et al. (1996) identificaram cistos de Neospora
sp. no cérebro de um potro, demonstrando que as lesdes que ocorrem em potros
recém nascidos sdo similares as encontrada em bezerros. Ainda em 1996, foi

relatado o isolamento in vitro de Neospora sp. a partir de um equino com sinais
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clinicos e testes laboratoriais compativeis com Mieloencefalite Protozoéria
Equina (MPE). Estes estudos colocaram o protozodrio como o segundo agente
causador de mieloencefalite em equinos, além de S. neurona (MARSH et al.
1996). Testes moleculares realizados com um protozoario oriundo da medula
espinhal de um equino da Califérnia demonstraram diferencas no espago interno
transcrito 1 (ITS 1) do rDNA em relacdo a uma cepa de N. caninum que
mantinham no cultivo, sendo entdo denominado de Neospora hughesi (MARSH
et al. 1998).

Além disso, um isolado de N. hughesi oriundo do sistema nervoso de um
equino com problemas neurolégicos, que recebeu dexametasona intramuscular
(0,2 mg/kg), intencionalmente, com o intuito de aumentar a carga parasitaria
(HAMIR et al., 1998; DUBEY et al., 2001), foi confirmado através da PCR,
sequenciamento e Western blotting (DUBEY et al., 2001).

3.3.4. Epidemiologia de Neospora sp. em equideos

Estudos de prevaléncia em equideos oriundos de propriedades
demonstram que a soropositivade para Neospora sp. em equideos ja foi relatada
em varias partes do mundo como nos Estados Unidos (DUBEY et al., 1999;
CHEADLE e al., 1999), na Itdlia (CIARAMELLA et al., 2004; BARTOVA et al.,
2015), Iran (TAVALLA et al., 2015), Brasil (TOSCAN et al., 2011; CAZAROTO et
al., 2016; PORTELLA et al., 2017) e China (CONG et al., 2018), com variacao
da prevaléncia de 8 a 48,27% (Tabela 3).

Estudos demonstram que condicdes ambientais, métodos de
amostragem, tipos de testes diagnosticos utilizados, idade (animais mais
velhos), regides, acesso de cdes e animais silvestres a fonte de agua dos
equideos, consumo somente de pasto (auséncia de feno), compra informal de
animais e auséncia de periodo de quarentena podem ser considerados fatores
de risco a infec¢des (DUBEY etal., 1999 c,d; VALENCA et al., 2015; CAZAROTO
et al., 2016; BARTOVA et al., 2017). Além destes fatores, a transmissao vertical
possui uma importancia consideravel no ciclo de Neospora sp., sendo também
relatada em equideos (PUSTELA et al., 2014; QUEVEDO et al., 2015).
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3.3.5. Neospora sp. em humanos

Dois fetos de macacos e duas macacas prenhes foram inoculados com
taquizoitos de N. caninum em experimentos distintos, sendo observado nos dois
experimentos lesdes em tecido nervoso e a identificagdo de N. caninum. Com
isso, péde-se confirmar a possibilidade da infeccdo de N. caninum em primatas
(BARR et al., 1994). No Brasil, Costa et al. (2018) detectaram DNA de N.
caninum através da Nested-PCR no sangue, cérebro, pulméo, rim e figado, além
da visualizacdo, durante a histologia, de taquizoitos no tecido cardiaco de um
macaco da noite de vida livre (Aotus Azarae).

Além disso, outros estudos demonstram a possibilidade dos seres
humanos apresentarem titulos sorolégicos para N. caninum (TRANAS et al.,
1999; IBRAHIM et al., 2009; OSHIRO et al., 2015). No entanto, ainda ndo houve
o isolamento do parasito, deixando em aberto uma lacuna sobre a existéncia de
um potencial zoonotico de Neospora sp. (TRANAS et al., 1999; IBRAHIM et al.,
2009; OSHIRO et al., 2015).

3.3.6. Diagnostico entre Neospora caninum e Neospora hughesi

Os testes mais utilizados para a deteccéo de anticorpos anti-Neospora sp.
em equinos sdo a RIFI, ELISA e Western blotting. No entanto, a falta de um teste
gue diferencie N. caninum de N. hughesi tem dificultado a realizacdo de estudos
epidemiologicos sobre N. hughesi (MARSH et al.,1998; 1999). Foi desenvolvido
um teste ELISA com o antigeno recombinante NnSAG1 de N. hughesi, porém o
mesmo ndo foi suficiente para diferenciar infeccées por N. caninum ou N.
hughesi nos animais testados (HOANE et al. 2005), sendo necessario o
desenvolvimento de algum estudo de triagem que consiga realizar essa
diferenciacao (GONDIM et al., 2009). A diferenciacao destes parasitos somente
€ possivel mediante a obtencdo de DNA para PCR e sequenciamento (MARSH
et al. 1999; SPENCER et al. 2000).

3.4. Besnoitia e besnoitiose
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Besnoitiose é uma infec¢ao causada por protozodrios do género Besnoitia
sp.. Estes protozoérios séo coccidios formadores de cistos que afetam bovinos,
equideos e outros hospedeiros (DUBEY et al., 2005; ELLIS et al., 2000;
VENTURINI et al., 2002). O ciclo de vida e modo de transmissdo da Besnoitia
sp. em equideos permanece desconhecido (OLIAS et al., 2011). Os sinais
clinicos dessa doenca em equideos sao caracterizados por nédulos parasitarios
sobre a pele, rosto, corpo, interior das narinas e membros (DUBEY et al., 2005;
NESS et al., 2012).

A besnoitiose equina, causada pelo B. benneti (BENNETT, 1927;
BENNETT, 1933), ja foi relatada acometendo equideos na Africa do Sul, Estados
Unidos e Bélgica (SCHULZ; THORBURN, 1955; DUBEY et al., 2005; LIENARD
et al., 2018). Nos Estados Unidos Dubey et al. (2005) encontraram cistos de B.
bennetti na pele de quatro jumentos, confirmando o diagndstico posteriormente
através da RIFI, imunohistoquimica e provas moleculares. Ainda nos Estados
Unidos Ness et al. (2014) realizaram um estudo com 416 jumentos, sendo que
32 foram confirmados para B. bennetti através da histologia, além disso,
realizaram uma comparacao atraves de ensaios e sensibilidade com os jumentos
negativos e positivos, demonstrando que a RIFI associada com o Western
blotting se torna uma ferramenta eficaz no diagndstico da B. bennetti em
jumentos.

Na Europa, estudos foram realizados na Espanha por Gutierrez-Exposito
et al. (2017), que detectaram 7,1% (46/721) de equideos soropositivos para
Besnoitia sp. através do ELISA. Porém, estas amostras tiveram reacao cruzada
com Neospora sp. e/ou Sarcocystis sp. Na Italia, Villa et al. (2018) encontraram
7,83% (21/268) equinos e 22,22% (4/18) jumentos soropositivos no ELISA.
Porém, foram confirmados no Western blotting apenas 0,74% (2/268) dos
equinos, enquanto que os 4 jumentos permaneceram positivos. Na Bélgica,
Lienard et al. (2018) relataram um caso de um jumento de 2 anos de idade em
condicBes precarias (caqguexia, areas alopécicas e prurido nas regides do
pescoco e cabeca). Foi realizado biopsia de pele neste animal, em locais onde
foram visualizados cistos sugestivos de besnoitiose. Posteriormente, foi feito
diagndstico laboratorial, o qual foi conclusivo para B. bennetti através do Western

blotting, g-PCR e sequenciamento.
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Na America do Sul existem poucos trabalhos realizados com Besnoitia
sp., havendo apenas relatos em marsupiais (NAIFF et al., 1983) e coelhos
(VENTURINI et al., 2002).



Tabela 3. Estudos de Epidemiologia para Neospora sp. realizados em equideos

Pais Teste Ponto de N Positivos Referéncia
utilizado corte (%)

México, NAT?! 1:20 296 23,3 Dubey et al., 1999d

Canada

Estados

Unidos

Brasil RIFI2 1:50 197 39,1 Portella et al., 2017

Italia RIFI? 1:50 643 2,3 Bartova et al., 2015

Italia RIFI? 1:50 115 28 Ciaramella et al., 2004

Ird NAT? 1:40 235 20 Tavalla et al., 2015

Estados RIFI? 1:50 536 11,5 Cheadle et al., 1999

Unidos

China ELISA3 * 2228 9,5 Cong et al., 2018

Paquistao ELISA3 * 631 23,3 Nazir et al., 2018

Nigéria RIFI? 1:50 144 8 Bartova et al., 2017

Brasil RIFI2 1:50 214 15,9 Toscan et al., 2011

Brasil RIFI2 1:50 174 48,3 Cazaroto et al., 2016

Brasil RIFI? 1:50 427 18 Valenca et al., 2015

1Teste de aglutinacdo para Neospora (NAT); 2Reacdo de imunofluorescéncia Indireta;
3Ensaio de imunoabsorcédo enzimatica; * Recomendacéo do fabricante do kit
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4.0. CAPITULO 1

ISOLAMENTO DE TOXOPLASMA GONDII EM MASSETERES DE EQUINOS
DESTINADOS AO CONSUMO HUMANO, ABATIDOS EM UM FRIGORIFICO
DO SUL DO BRASIL
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4.1. INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatorio de distribuicdo
mundial (DUBEY, 2010) pertencente ao filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae,
classe Coccidia. Possui como hospedeiro definitivo os felideos (DUBEY et al.,
1970), que podem eliminar milhGes de oocistos no ambiente, apds uma primo-
infeccdo (DUBEY, 1998a), e como hospedeiros intermediarios, mamiferos e
aves (TENTER et al.,, 2000). Os equideos, em virtude dos seus habitos
alimentares, se infectam através da ingestédo de oocistos esporulados presentes
no ambiente (DUBEY, 2010).

A exposicao por T. gondii em equideos destinados ao consumo humano ja
foi relatada, através da sorologia, nas América do Norte e Sul, Europa e Asia,
com positividade variando de 5,4 a 48,6% (AL-KHALIDI; DUBEY, 1979; DUBEY
et al., 1999a; YANG et al., 2013; ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2015; PAPINI,
2015; PASTIU et al., 2015; KLUN et al., 2017; XING et al., 2018;). No Brasil a
positividade encontrada variou de 11,6 a 47,2% (VIDOTTO et al.,1997; EVERS
et al., 2013; PORTELLA et al., 2017). Embora os equideos tendam a ser mais
resistentes a infeccéo por T. gondii do que outras espécies domeésticas (DUBEY;
JONES, 2008; DUBEY, 2010), a associacdo da infeccdo com quadros de
mieloencefalite nestes animais ja foi descrita (JAMES et al., 2017), bem como a
viabilidade do parasito, em cérebro e coracdo destes animais destinados ao
consumo humano (EVERS et al., 2013; PASTIU et al., 2015; KLUN et al., 2017).

A carne equina tem na Unido Europeia e paises asiaticos 0s principais
consumidores (STANCIU, 2015), que por questdes culturais tém o habito de
consumi-la crua ou mal-cozida, aumentando a chance de infeccdo por T. gondii
(POMARES et al., 2011; STANCIU, 2015). Por isso torna-se importante estudos
de prevaléncia e isolamento em paises exportadores (EVERS et al., 2013; KLUN
et al., 2017), como o Brasil, que abateu no periodo de 2008 a 2017 369.243
equideos (MAPA, 2018), para atender a este mercado.

Neste contexto a identificacdo de DNA do parasito em carne equina
exposta em supermercados (AROUSSI et al., 2015) e o relato de toxoplasmose
clinica em pessoas que consumiram carne equina crua ou mal passada (ELBEZ
RUBINSTEIN et al., 2009; POMARES et al., 2011) demonstram a possibilidade

desta via de infeccdo para a populacdo humana. Embora haja relatos de
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isolamento do parasito no cérebro e coragdo de equinos abatidos para consumo
(EVERS et al., 2013; PASTIU et al., 2015; KLUN et al., 2017), e em pool de
tecidos (SHAAPAN; GHAZY, 2007), ndo identificamos na literatura disponivel a
viabilidade do parasito a partir, apenas de musculatura esquelética de equideos
naturalmente infectados. Desta forma objetivou-se isolar T. gondii no cérebro e
masseter de equideos soropositivos, destinados ao abate oriundos de um
matadouro-frigorifico no Sul do Brasil.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1 Coleta de sangue e tecido.

O estudo foi realizado em um frigorifico sob Inspecéao Federal localizado
no estado do Rio Grande do Sul, no Sul do Brasil, e que recebe animais de todo
o estado. As amostras foram coletadas em julho de 2016 e marco de 2017.
Foram coletados, em tubos sem anticoagulante, 10 mL de sangue em 354
equideos (351 equinos e 3 muares). Paralelamente foi possivel também a
colheita de amostras de cérebro, masseter, figado e coracéao de 319, 319, 52 e
41 animais, respectivamente.

A regido occipital do cranio dos equideos foi identificada com o namero
do animal e desta forma, as amostras de cérebro e masseter puderam ser
pareadas com a sorologia de cada animal, porém nao foi possivel parear as
amostras de coracéo e figado. Os fragmentos das amostras colhidas pesavam,
aproximadamente, de 8 a 12 gramas. Os tecidos foram seccionados com [aminas
de bisturi estéril, sendo descartada apdés cada procedimento, e colocados
individualmente em tubos estéreis tipo falcon de 50 mL com solucdo salina
fosfatada tamponada (PBS), contendo penicilina benzatina (1000 Ul/mL) e
estreptomicina (100 mg/mL).

Todas as amostras foram mantidas em refrigeracdo até o seu
processamento.O sangue foi centrifugado a 1000g e o soro de cada amostra foi
aliquotado e acondicionado em tubos tipo eppendorf de 2,0mL, identificados e
armazenados a -20°C, para a sorologia. Os tecidos foram homogeneizados e
tiveram fragmentos individualmente separados e armazenados em criotubos

livre de DNase e RNase identificados e acondicionados a -20° C, para realizagéo
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das PCRs. O restante dos tecidos foi mantido em PBS, sob refrigeracao até o
resultado da sorologia para a sele¢cdo das amostras para o bioensaio. Este
projeto teve aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UESC) -
Protocolo n°020/13.

4.2.2. Reacdo de imunofluorescéncia indireta para Toxoplasma

gondii

Para realizacéo da sorologia para pesquisa de anticorpos contra T. gondii
foi utilizada reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), com ponto de corte na
diluicdo de 1:64 para os equideos e 1:16 para os camundongos (EVERS et al.,
2013). As laminas foram sensibilizadas com taquizoitos da cepa RH, sendo
utilizado o conjugado anti-IgG equino (Sigma, F7759) e o conjugado anti-mouse
(Sigma, F0257). A leitura das reacbes foi realizada em microscopio de
epifluorescéncia com aumento de 400X, considerando-se como positiva a
reacdo, em que mais de 50% dos taquizoitos apresentarem fluorescéncia
periférica total. Os controles positivos e negativos foram provenientes do
laboratério de parasitoses da Universidade Federal da Bahia. As amostras

positivas foram posteriormente tituladas em diluicbes seriadas.

4.2.3. Ensaio Bioldgico para Toxoplasma gondii

O cérebro e 0 masseter de 20 equinos soropositivos para T. gondii, com
titulacbes que variaram desde 64 a 512 foram submetidos ao processo de
digestdo péptica conforme descrito por Dubey (1998b). Em 7 equinos, 1 mL do
produto da digestdo do cérebro e 1 mL do masseter foram inoculados
individualmente em dois camundongos por 6rgao (um pela via subcutanea e um
pela via intraperitoneal), totalizando 28 camundongos. Nas amostras de 11
equinos, 1mL do produto da digestdo do cérebro e 1 mL do masseter foram
inoculados individualmente em camundongos apenas pela via subcutanea (um
camundongo por 0rgao), totalizando 22 camundongos. Dois equinos
soropositivos tiveram o pool do produto da digestdo dos seus cérebros e
masseteres inoculados (1mL) individualmente em 2 camundongos pela via

intraperitoneal. Todas as amostras foram reinoculadas (+1mL), pela mesma via,
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apos 24 horas da primeira inoculagdo. Todos os camundongos sobreviveram
durante o periodo do experimento, e foram eutanasiados e necropsiados 60 dias

apos inoculagéo.

4.2.4. Coleta de tecido e sangue dos camundongos

Durante a necropsia dos camundongos, houve a realizagdo da coleta de
sangue pela via intracardiaca para a realizacdo da sorologia e a coleta de
fragmentos de coracao, baco, pulméo, cérebro e figado que foram postos em
frascos contendo formalina tamponada a 10% para a realizacdo da
histopatologia, e em criotubos livre de DNase e RNase acondicionados a -20° C,
para realizacédo das PCR.

4.2.5. Histopatologia

Amostras de cada tecido fixadas em formalina tamponada 10% foram
submetidas ao processamento histolégico de rotina para inclusdo em parafina,
com obtencéo de cortes histologicos com 4-5 ym de espessura, 0os quais foram
corados pela técnica de hematoxilina-eosina e montados com auxilio de balsamo

do Canada e laminula histolégica.

4.2.6. Extracdo do DNA

Para extracdo do DNA foram selecionadas as amostras de cérebro e
masseter de 82,8% (264/319) dos equideos em que foi possivel coletar tecidos.
Além destes, todos os figados e coracfes coletados dos equideos, bem como
todos os 6rgaos coletados dos camundongos e 0s seus indculos também foram
submetidos a extracdo de DNA. Utilizou-se o EasyDna Kit da invitrogen™,
seguindo-se as recomendacdes do fabricante. Posteriormente, as amostras de

DNA foram acondicionadas a -20°C até a realizacdo das PCR.
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4.2.7. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional

Para a amplificacdo do DNA de T. gondii foram utilizados os primers Tox4
(5CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG3) e Tox5
(5CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATTS3), que amplificam um fragmento de
529 bp, que se apresenta repetida de 200 a 300 vezes no genoma do T. gondii
(HOMAN et al., 2000). Cada reacéao foi realizada utilizando 5uL do DNA template
e acrescido de 20 pL de um mix contendo 0,6 pM de cada primer, 100 uM de
cada dNTP, Tampéao 10x (Rxn buffer MgCl>), 1,25 mM MgCl. e 1,25U Tag DNA
polimerase. A amplificagdo do DNA do parasito foi feita em um termociclador
(Biocycler MJ96G), e as condigbes termociclicas foram desnaturacgéo inicial de
7 minutos a 94°C, seguida de 40 ciclos de 1 minuto a 94°C para desnaturacao,
1 minuto e meio a 56°C para anelamento e 1 minuto a 72°C para extenséo, e
uma extensao final de 7 minutos a 72°C. Os produtos da PCR foram visualizados
através da eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com SYBR® Safe DNA
gel stain (Invitrogen, S33111) e gravados digitalmente por LPixImage-Loccus
Biotecnologia. Como controle positivo foi utilizado DNA de taquizoitos de T.gondii
da cepa RH oriundos de cultivo celular do laboratorio de Parasitoses da
Universidade Federal da Bahia, e como controle negativo utilizou-se agua ultra-

pura.

4.2.8. Nested PCR para deteccdo molecular de T. gondii

Para deteccdo do DNA deT.gondii foi realizada uma nested-PCR utilizando
0s primers Tgl (5TGTTCTGTCCTATCGCAACG3) e o Tg2
(BACGGATGCAGTTCCTTTCTG3) como primers externos e o Tg3
(BTCTTCCCAGACGTGGATTTC3) e Tg4 (5CTCGACAATACGCTGCTTGA3)
como primers internos, com um produto final de 531 pares de base do gene B1
(HABIB et al., 2012), como controle positivo foi utilizado DNA de taquizoitos de
T.gondii da cepa RH, e como controle negativo utilizou-se agua ultra-pura. As
reacOes de amplificagcdo com os primers externos foram realizadas utilizando
5uL do DNA template acrescido de 20 pL de um mix contendo 0,6 UM de cada
primer, 100 uM de cada dNTP, Tamp&o 10x (Rxn buffer MgClz), 1,25 mM MgCl,
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e 1,25U Tag DNA polimerase, completando o volume com agua destilada. As
reacoes de amplificagdo com os primers internos foram realizadas utilizando
2L do produto da primeira reagao, acrescido de 23 pL de um mix contendo 0,6
MM de cada primer, 100 uM de cada dNTP, Tamp&o 10x (Rxn buffer MgCly>), 1,25
mM MgCl> e 1,25U Tag DNA polimerase, completando o volume com agua
destilada ultrapura. As amplificagbes foram processadas em um termociclador
BioCicler MJ96G com 35 ciclos programados para desnaturagcédo (94°C/ 30
segundos), anelamento (48°C/ 45 segundos) e extensao (72°C/ 45 segundos);
as reacdes foram precedidas por uma etapa de desnaturacao inicial de 94°C por
5 minutos, seguido de uma extenséo final de 72°C por 7 minutos (KALAMBHE
et al., 2017).

Os produtos da PCR foram visualizados através da eletroforese em gel de
agarose a 2%, corados com Syber safe e gravados digitalmente por LPixImage-
Loccus Biotecnologia.

4.2.9. PCR para Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH)

Para verificar a integridade do DNA e a auséncia de potenciais inibidores,
submetemos amostras negativas a PCR para o gene da enzima GAPDH, que
amplifica um produto de 400pb. A reacdo com volume final de 25uL foi composta
por 10x de tampéo de PCR; 2,0mM de MgClz; 200 uM de cada dNTP; 1uM de
cada primer, 1,25U de Taqg DNA polimerase e 5uL de DNA template
(BIRKENHEUER et al., 2003). As amplificacbes foram processadas em um
termociclador BioCicler MJ96G com 40 ciclos programados para desnaturacao
(94°C/ 30 segundos), anelamento (52°C/ 60 segundos) e extensédo (72°C/ 60
segundos); as reacdes foram precedidas por uma etapa de desnaturacao inicial
de 95°C por 5 minutos, seguido de uma extensao final de 72°C por 5 minutos
(LACERDA et al., 2017).

4.2.10. PCR em tempo Real (g-PCR)

Nas amostras de cérebro dos camundongos, que soroconverteram apos a

inoculacao (tabela 1), realizou-se uma gPCR, com objetivo de quantificar o DNA
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do parasito. As amplificagbes foram realizadas contendo 0,5 pL de cada primer
a 0,5uM (5’ AGAGACACCGGAATGCGATCT3’
e ‘5CCCTCTTCTCCACTCTTCAATTCT-3) (LELU et al., 2012), 10 uL de
SYBR® Select Master Mix (AppliedBiosystems), 5uL de DNA a 20ng/uL,
completando um volume final de 20 pL com 4gua ultra-pura estéril livre de DNAse
e RNAse. A gPCR foi realizada na plataforma AB 7500 fast (Life Technologies,
Carlsbad, Califérnia, EUA). A corrida utilizou um ciclo (95°C por 20 s) e 40 ciclos
(95°C por 03 s, 60°C por 30 s). A curva de dissociacao (melting curve) consistiu
de um ciclo de 95° C por 15 s (rampa de 1,6°C/s), 60°C por 1 min (rampa de
1,6°C/s), 95°C por 15 s (rampa de 0,15°C/s). Para determinar o nimero de
copias do DNA das amostras, foi realizada uma curva padrdao com 5 pontos a
partir do DNA extraido de taquizoitos da cepa RH, contendo 5000, 500 ,50, 5 e

1 taquizoito(s).

4.2.11. Sequenciamento

Amostras positivas na nested-PCR foram selecionadas para a realizacao
de um novo ensaio de PCR para o sequenciamento do mesmo. Os produtos da
PCR foram purificados através do Purelink™ Quick gel extraction & PCR
Purification combo Kit (Invitrogen™). Fragmentos purificados de DNA
amplificados de amostras positivas foram submetidos ao método de eletroforese
capilar (SANGER et al., 1977) em um analisador genético 3500xI (Applied
biosystems). Os eletroferogramas gerados apds o sequenciamento foram
avaliados observando-se a qualidade dos picos correspondentes a cada base
sequenciada, através do programa FinchTV (Geospiza research team), além
disso os programas BioEdit v.7.0.5.3 (HALL, 2011) e BLAST (ALTSCHUL et al.,
1997) foram usados para comparar as sequéncias obtidas com outras

previamente depositadas no GenBank.
4.2.12. Analise estatistica
Para avaliar o resultado da sorologia dos animais e a presenca de DNA do

parasito nos tecidos dos equideos, utilizou-se a correlacdo de Spermann e o

teste do Qui-quadrado, com corre¢ao de yates. Os dados foram analisados no
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Software Biostat, versdo 4.0 (AYRES et al, 2005), considerando um nivel de

significancia 95%.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Resultado dos equideos

Foram soropositivos para T. gondii 19,2% (68/354) dos equideos que
compuseram o estudo. A titulacdo dos animais variou de 64 até 1024, com a
seguinte distribui¢do: 38 (10,7%) animais com titulo 64, 19 (5,4%) com 128, 9
(2,5%) com 256, 1(0,3%) com 512 e 1(0,3%) com 1024.

Na PCR convencional nenhum dos tecidos de equinos foi positivo. Na
nested-PCR 5,3%(14/264), dos equinos foram positivos para T. gondii,
observando-se amplificacdo do DNA do parasito, em oito cérebros e em seis
masseteres. Trés destes equinos tiveram os titulos soroldgicos iguais a 64,
enquanto que os demais apresentaram titulos abaixo do ponto de corte (tabelal).
Além disso, um figado e um coracdo foram positivos. Todas as amostras

negativas nas PCRs foram positivas na PCR para o GAPDH.

4.3.2. Resultado dos camundongos

Um total de 28,8% (15/52) dos camundongos, que receberam indculos
oriundos de 12 equinos foram positivos para T. gondii. Destes camundongos,
7,7% (4/52) foram positivos apenas na nested-PCR (figura 1), 5,8% (3/52) foram
positivos apenas na sorologia, com titulos variando de 32 a 256, enquanto 15,4%
(8/52) dos camundongos foram positivos tanto na sorologia, quanto na nested-
PCR (tabela 4). Os tecidos positivos no bioensaio foram trés masseteres, 11
cérebros e um pool de masseter mais cérebro. Dos camundongos positivos na
nested PCR, oito tiveram o cérebro positivo, dois o coracdo, um o figado e o
outro os pulmdes positivos (tabela 4). Nao foi observado cisto nos tecidos dos
camundongos e nem amplificacdo do DNA do parasito na PCR convencional.

Na curva padréao, para gPCR foram observados para 5000, 500, 50,5e 1
taquizoitos os seguintes valores de Cts, respectivamente: 21,95; 25,82; 29,57;
33,65 e 35,23 com R?=0,996. Foi observado a presenca de DNA amplificado do
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parasito em todas as amostras de cérebro dos 11 camundongos que
soroconverteram. Estes foram inoculados com amostras oriundas de oito
equinos (oito de cérebro, dois de masséter e um pool de cérebro e masseter),
com numero de cOpias variando de 29,90 a 34,84 (tabela 5). Todas as amostras
negativas nas PCRs, foram positivas no PCR GAPDH.

650 prm——
500 s

400
300
200

100

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 1. Deteccdo de DNA de Toxoplasma gondii pela PCR em amostras
de cerebro camudongos. Canaleta 1. Marcador de peso molecular; canaleta
2: Controle negativo; Canaleta 3: Controle positivo (531pb); Canaletas 4 e
5: amostras negativas; Canaletas 6 a 9: Amostras positivas.

4.3.3. Sequenciamento

Todas as sete amostras enviadas para 0 sequenciamento tiveram

identidades variando de 99 a 100% para T. gondii.
4.3.4. Analise estatistica
A correlacdo de Sperman (rs=-0.02; t=-0.31) e o teste do Qui-quadrado
(X?=0.1; p=0.75) ndo demonstraram correlacdo ou associagdo significativa entre
o resultado da sorologia e da nested-PCR dos tecidos dos equinos.

4.4. DISCUSSAO

Sorologia positiva para T. gondii em equideos destinados ao abate tem sido

descrita nos paises exportadores de carne desses animais (VIDOTTO et al.,
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1997; EVERS et al., 2013; PAPINI et al., 2015; PASTIU et al., 2015; PORTELLA
et al., 2017; PENA et al., 2018), demonstrando a exposi¢do de equideos aos
oocistos presentes no ambiente, entretanto, o uso de diferentes técnicas
sorolégicas e pontos de corte, associado a auséncia de um “padrdo ouro” na
sorologia para diagndstico da toxoplasmose em equinos, dificulta a comparacéao,
concordancia e a performance entre os testes sorolégicos e, por conseguinte,
das prevaléncias encontradas (DUBEY et al., 1999a, AROUSSI et al., 2015).

Uma vez infectados, 0s equinos podem permanecer positivos por mais de
450 dias (DUBEY, 1985). Neste estudo a detec¢cao molecular do parasito ocorreu
apenas com o0 uso da nested-PCR e gPCR. A gPCR evidenciou uma carga
parasitaria muito baixa, o que pode justificar a auséncia de amostras positivas
na PCR convencional e a visualizacéo de cistos teciduais.

A auséncia de detecgao molecular do parasito no tecido de equinos pela PCR
convencional, também foi identificada em outros estudos (PASTIU et al., 2015)
e, quando presente, 0s resultados mostram uma baixa positividade (EVERS et
al. 2013), sugerindo uma auséncia ou baixa carga parasitaria (PAPINI et al.,
2015), provavelmente devido a resisténcia dos equinos ao agente (DUBEY,
2010), levando a uma baixa parasitemia e distribuicdo nédo uniforme do parasito
nos tecidos (OPSTEEGH et al., 2011; AROUSSI et al., 2015; OPSTEEGH et al.,
2016). Fazendo-se necessario o desenvolvimento de técnicas mais sensiveis
(AROUSSI et al., 2015; PAPINI et al., 2015) ou o uso do bioensaio para deteccéo
do parasito (EVERS et al., 2013; PASTIU et al., 2015), como utilizado neste
trabalho.

Foi utilizada a sorologia positiva dos animais como critério de escolha para
o bioensaio e com éxito no isolamento em equinos com titulos de anticorpos que
variaram de 64 a 512. Pastiu et al., (2015) selecionaram 10 equinos com a maior
sorologia no ELISA, obtendo o isolado de apenas dois deste animais, Klun et al.
(2017) obtiveram o isolamento em um equino com baixo titulo de anticorpos e
outro negativo, enquanto (EVERS et al., 2013) obtiveram isolamento através de
equinos soronegativos. Gennari et al., (2015) selecionaram 10 equideos
soropositivos e 50 equideos soronegativos (divididos em 10 grupos de 5) para o
bioensaio e, obtiveram apenas um isolado, de um muar soropositivo. PENA et
al., (2018) selecionaram 13 equideos soropositivos, e obtiveram também um

isolado. Aroussi et al. (2015) observaram em seu estudo a auséncia de
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correlacdo entre o resultado da sorologia e a presenca do parasito nos tecidos,
concluindo que a sorologia ndo parece ser um metodo adequado para predizer
o0 risco da infeccdo para equinos. Nossos resultados corroboram parcialmente,
pois, embora tenhamos encontrado uma fraca correlacdo, isolamos o parasito
através do bioensaio, de animais com sorologia positiva, porém negativos na
nested-PCR, o que apenas refor¢ca a pequena carga parasitaria nos tecidos dos
animais positivos no bioensaio. Ainda sobre este ponto, neste estudo foi possivel
detectar DNA amplificavel do parasito em 5,55% (11/198) dos animais com
sorologia negativa, reforcando o resultado da fraca correlagdo. A sorologia foi
refeita em 11 animais, e em 10 encontramos titulos variando de 8 até 32,
enquanto um ndo apresentou titulo detectavel (tabela 1), confirmando a
dificuldade em se estabelecer uma relacdo entre sorologia e deteccado do
parasito nos tecidos (OPSTEEGH et al., 2016). A identificacdo de DNA do
parasito em amostras de masseéteres de seis animais soronegativos (no ponto
de corte selecionado) demonstra a possibilidade de transmissdo mesmo em
animais soronegativos.

Isolados de T. gondii, oriundos de amostras de cérebro e coracao, de
equinos destinados ao consumo humano, ja foram relatadas (EVERS et al.,
2013; PASTIU et al., 2015; KLUN et al., 2017; PENA et al., 2018). Segundo
Lindsay et al (1995), a infeccdo por T. gondii na musculatura cardiaca € mais
frequente e clinicamente mais importante, que na musculatura esquelética,
enquanto que o SNC € um sitio de predilecdo do parasito (DUBEY, 1997).
Entretanto, embora sejam importantes para o isolamento, a identificacdo do
parasito nestes locais (cérebro e coracdo) ndo fornece subsidios para
caracterizar a importancia epidemiologica de transmissdo do parasito em
humanos, em virtude do consumo de carne equina.

Foi possivel encontrar DNA amplificado do parasito no masseter de
alguns equinos, bem como em camundongos inoculados com este tecido. Na
Unido européia ha o habito de comer carne equina crua (POMARES et al., 2011),
sendo 0 masseter uma das partes do equino utilizada na alimentacdo humana
(MARTUZZI et al., 2001), o que torna um achado importante, para a saude
publica, visto o mercado consumidor crescente em varios paises da Europa e
Asia (STANCIU, 2015). Este resultado reforca o fato que o habito do consumo

da carne equina mal passada ou crua, pela populacdo humana torna a mesma
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susceptivel a adquirir a infeccdo (POMARES et al., 2011; ELBEZ RUBINSTEIN
et al., 2009).

Né&o foi possivel realizar as PCRs antes da selecdo das amostras para o
bioensaio e nem tinhamos camundongos a disposi¢éo para realizar o mesmo em
todas as amostras dos equideos, o que poderia aumentar o niumero de isolados
obtidos. Neste estudo foi utilizado um tempo maximo de 4 dias, entre a coleta e
0 bioensaio, diferentemente de Aroussi et al. (2015) que n&o teve como
determinar o tempo entre o abate dos animais e o bioensaio, 0 que pode em
parte justificar a auséncia de parasitos viaveis, mas com DNA amplificavel nas
amostras de carne utilizadas no seu estudo.

Infelizmente em virtude da pequena concentracdo de DNA nas amostras
nao foi possivel a realizacdo da genotipagem, como ocorrido também com Evers
et al. (2013), que ndo conseguiram amplificacdo em todos marcadores da PCR-
RFLP. Uma vez que a toxoplasmose congénita em humanos ja foi confirmada
em um caso de reinfecao envolvendo diferentes genotipos de T. gondii (ELBEZ-
RUBINSTEIN et al., 2009), um cuidado especial deve ser dado a fim de inativar
formas do parasito que possam estar presentes em carnes de equinos abatidos
em regides com grande variabilidade genética do mesmo, como a Ameérica do
Sul, e importados, para consumo humano, por paises de locais onde esta
variabilidade € baixa, como a Europa (SHWAB et al., 2013), uma vez que parte
desta carne € enviada fresca ou refrigerada e tradicionalmente séo ingeridas
cruas (POMARES et al., 2011).

4.5. CONCLUSAO

Os resultados encontrados permitem concluir que embora haja uma carga
parasitaria baixa no tecido, a identificacdo de DNA e o isolamento do agente no
masseter dos equinos reforca a possibilidade do risco da infeccéo por T. gondii

através do consumo para a populacdo humana.



Tabela 4. Resultado da sorologia, nested-PCR e da PCR em tempo real para Toxoplasma gondii,
nos camundongos e equideos positivos

Animal® Titulagao? Via de Orgéo Nested Nested PCR
inoculaca Inoculado PCR

Equino Camundongo o Camudongo Equino
166 128 32 P Cerebro + (cer) -
176 256 64 SC Masseter + (cer) -
176 256 32 SC Cérebro - -
176 256 128 P Cérebro + (cer) -
319 128 64 P Cérebro + (cer) -
319 128 128 SC Cérebro - -
257 64 128 SC Masseter + (cer) -
292 512 64 SC Cérebro + (cer) -
230 128 256 SC Cérebro + (cer) -
261 64 32 SC Cérebro + (cor) -
119 64 64 IP Cérebro+ - -

masseter

120 256 - SC Cérebro + (pul) -
251 256 - SC Cérebro + (fig) -
078 256 - SC Masseter + (cor) -
238 64 - SC Cérebro + (cer) + (cer)
220 64 NB NB NB NB + (cer)
239 64 NB NB NB NB + (cer)
249 <64 (16) NB NB NB NB + (cer)
279 <64 (32) NB NB NB NB + (cer)
011 <64 (8) NB NB NB NB +(mas)
097 <64 (8) NB NB NB NB + (cer)
102 <64 (16) NB NB NB NB +(mas)
086 <64 (8) NB NB NB NB + (cer)
107 <64 (32) NB NB NB NB + (cer)
022 <64 (32) NB NB NB NB +(mas)
168 <64 (32) NB NB NB NB +(mas)
072 <64 (8) NB NB NB NB +(mas)
084 <64 (-) NB NB NB NB +(mas)

1= Identificagé@o do animal; 2 =Titulag&o de anticorpos pela reac&o de imunofluorescénciaindireta; - negativo; NB: N&o houve bioensaio;
IP= Intraperitoneal; SC= Subcuténeo



Tabela 5. Resultado da quantificacdo de taquizoitos nos camundongos soropositivos
na RIFI através da PCR em tempo real

D! 166 176 176 176 319 319 257 292 230 261 119

Q-tag? 3.52 128 3.3 19 6.1 19.2 398 112 4.2 2.8 7.6

Ctd 33.8 31.7 339 348 329 311 299 320 339 342 327

1ID= Identificagdo; 2Q-taq= quantificagcéo dos taquizoitos® Ct= valor do limite do ciclo da amostra
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5.0. 2 CAPITULO

DETECCAO E ESTRUTURACAO MOLECULAR DE CISTOS DE
SARCOCYSTIS BERTRAMI EM MUSCULATURA DE EQUIDEOS ABATIDOS
EM UM FRIGORIFICO NO SUL DO BRASIL.
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5.1. INTRODUCAO

Sarcocystis sp. € um parasito com ciclo heteroxeno obrigatorio,
pertencente ao filo Apicomplexa, com distribuicdo cosmopolita (FAYER et al.,
2015). Sarcocystis fayeri e S. bertrami possuem os caes como hospedeiros
definitivos. Estes parasitos podem ser encontrados na forma de cistos na
musculatura esquelética, esdfago, coracao, diafragma e lingua dos equideos
(DUBEY et al., 1977; HINAIDY; LOUPAL, 1982; EDWARDS, 1984; KIRMSE,
1986; HILALI, 1987). Outras espécies de Sarcocystis como S. equicanis
(ROMMEL; GEISEL, 1975) e S. asinus (GADAEV, 1978) também foram
relatados em equideos, no entanto, as regras de nomenclatura zooldgica
enquadram estas espécies como sinonimia de S. bertrami (LEVINE; TADROS,
1980; ODENING, 1998; DUBEY et al., 2015).

Equideos se mostram bastante susceptiveis a infec¢ao por S. fayeri e S.
bertrami. Estudos experimentais nos equideos infectados observaram pirexia e
anemia leve (FAYER; DUBEY et al.,, 1982). Enquanto que em estudos em
condi¢cBes naturais foram observados fraqueza muscular, ataxia, perda de peso
(CAWTHORN et al., 1990), granulomatose (HERD et al., 2015), atrofia muscular,
déficit de marcha e disfagia (ALEMAN et al., 2016).

Estudos na Asia, Europa e Africa demonstram uma elevada prevaléncia
de Sarcocystis sp. em equideos através da visualizacdo microscépica dos cistos
em seus tecidos (HINAIDY; LOUPAL, 1982; EDWARDS, 1984; HILALI,
NASSAR, 1987; FUKUYO et al., 2002). Através da PCR foi identificado S. fayeri
na musculatura de equideos nos Estados Unidos, no sangue de um jumento na
Zambia e em carnes de supermercado no Japdo (ALEMAN et al., 2016;
COULTOUS et al., 2017; MURATA et al., 2018).

Relatos de pessoas no Japdo que apresentaram nausea, vomitos e
diarréia associadas ao consumo da carne crua ou mal passada de cavalo
infectada por S. fayeri, ja foram descritas (HARADA et al., 2013; MURATA et al.,
2018). Este potencial de S. fayeri esta relacionado a presenca de uma fracdo
protéica do parasito que pode agir como toxina (KAMATA et al., 2014; IRIKURA
et al.,, 2017). Esta informagao torna-se importante na medida em que existem
relatos de equideos positivos para Sarcocystis oriundos de frigorificos (FUKUYO

et al., 2002; PORTELLA et al., 2017), o que reforgcam medidas preventivas como
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0 congelamento da carne para prevenir casos de intoxicacdo (HARADA et al.,
2013).

Objetivou-se identificar microscopicamente e caracterizar geneticamente
Sarcocystis sp. em masseteres e coracéo de equideos destinados ao consumo

humano em um frigorifico no Sul do Brasil.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Coleta de tecido.

O estudo foi realizado em um frigorifico sob Inspecéo Federal localizado
no Estado do Rio Grande do Sul, no Sul do Brasil, e que recebe animais de todo
o estado. As amostras foram coletadas em julho de 2016 e margo de 2017. Apés
o abate dos equideos, destes 316 equinos e 3 muares, foram coletadas amostras
de masseter e coracgdo de 319 e 41 animais, respectivamente.

Os fragmentos das amostras colhidas pesavam, aproximadamente, de 8
a 12 gramas. Os tecidos eram seccionados com laminas de bisturi estéril, sendo
descartada apds cada procedimento, e separados individualmente em tubos
estéreis tipo falcon de 50 mL com solucéo salina fosfatada tamponada (PBS),
contendo penicilina benzatina (1000 Ul/mL) e estreptomicina (100 mg/mL), em
uma area proéxima, no mesmo tecido, foi realizada outra seccéo para outr/o falcon
de 15mL com formol tamponado (10%). Todas as amostras foram mantidas em
refrigeracdo até o seu processamento. Os tecidos tiveram fragmentos
individualmente separados e armazenados em criotubos livre de DNase e RNase
identificados e acondicionados a -20°, para realizacdo das PCRs. Este projeto
teve aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UESC) - Protocolo
n°020/13.

5.2.2. Histopatologia
Amostras de cada tecido fixadas em formalinada tamponada 10% foram

submetidas ao processamento histolégico de rotina para inclusdo em parafina,

com obtenc¢do de cortes histolégicos com 4-5 ym de espessura, os quais foram
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corados pela técnica de hematoxilina-eosina e montados com auxilio de balsamo
do Canada e laminula histolégica.

Durante a leitura os cistos foram visualizados e classificados em 6 classes:
|I= redondo com parede grossa; II= redondo com parede fina; Ill= eliptico com
parede grossa; IV: Eliptico com parede fina; V: Colunar com parede grossa; VI:
colunar com parede fina. Além disso 4 cistos de cada classe foram selecionados
e tiveram as suas paredes mensuradas em pm. As imagens foram capturadas e
mensuradas através de uma camera acoplada no microscécopio Olympus BX51,
com o auxilio do programa Image Pro-Express 6.0.

5.2.3. Extracao do DNA

As amostras dos masseteres, e dos coracdes coletados dos equideos
foram submetidas a extracdo de DNA utilizando o EasyDna Kit da invitrogen™
ou®, seguindo as recomendacdes do fabricante. Posteriormente as amostras
foram acondicionadas a -20°C até a realizacéo das PCRs. Para extracdo do DNA
foram selecionadas as amostras de masseter de 82,75% dos equideos
(264/319), sendo incluidas todas as amostras em que foram visualizadas cistos

de coccidios na histopatologia.

5.2.4. Reacado em cadeia da polimerase

Para deteccdo do DNA de Sarcocystis sp. foi realizada uma nested PCR
utilizando os primers S4 (5TATCCCCATCACGATGCATAC3) e S5
(BTTCGATTCCGGAGAGGGAGC3) como primers externos e o0 S2
(BTGATCGTCTTCGAGCCCCTA3) e S7 (5GTAATTCCAGCTCCAATAGCG3)
como primers internos, para a amplificacdo do gene 18S rRNA (FISCHER et al.,
1998). Como controle positivo, foi utilizado DNA de merozoito de Sarcocystis
neurona da cepa SN138 oriundo de cultivo celular do Laboratério de Diagndstico
das Parasitoses dos Animais da Universidade Federal da Bahia, e como controle
negativo, utilizou-se agua ultra-pura. As reagdes de amplificagdo com os primers
externos foram realizadas utilizando 5uL do DNA template e acrescido de 20
ML de um mix contendo 0,8 uM de cada primer, 100 uM de cada dNTP, Tampéo
10x (Rxn buffer MgCl2), 2,5 mM MgCl, e 1,25U Taq DNA polimerase,
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completando o volume com agua destilada. As reacdes de amplificagdo com os
primers internos foram realizadas utilizando 2pL do amplicon oriundo da primeira
reacao e acrescido de 22 pL de um mix contendo 0,8 uM de cada primer, 100
MM de cada dNTP, Tampéao 10x (Rxn buffer MgCl>), 2,5 mM MgClz e 1,25U Taq
DNA polimerase, completando o volume com &gua destilada ultrapura. As
amplificagdes foram processadas em um termociclador BioCicler MJ96G com 35
ciclos programados para desnaturacgao (94°C/ 40 segundos), anelamento (48°C/
40 segundos) e extenséao (72°C/ 90 segundos), as reacdes foram precedidas por
uma etapa de desnaturagéo inicial de 94°C por 3 minutos seguido de uma
extensao final de 72°C por 4 minutos (ALEMAN et al., 2016). Os produtos da
PCR foram visualizados através da eletroforese em gel de agarose a 2%,
corados com Syber safe e gravados digitalmente por LPix Image-Loccus
Biotecnologia.

5.2.5. PCR para Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH)

Para verificar a integridade do DNA e a auséncia de potenciais inibidores,
submetemos amostras negativas a PCR para o gene da enzima GAPDH, que
amplifica um produto de 400pb. A reacdo com volume final de 25uL foi composta
por 10x de tampéo de PCR; 2,0mM de MgClz; 200 uM de cada dNTP; 1uM de
cada primer, 1,25U de Taq DNA polimerase e 5uL de DNA template
(BIRKENHEUER et al., 2003). As amplificacbes foram processadas em um
termociclador BioCicler MJ96G com 40 ciclos programados para desnaturacéo
(94°C/ 30 segundos), anelamento (52°C/ 60 segundos) e extensédo (72°C/ 60
segundos); as reacdes foram precedidas por uma etapa de desnaturacao inicial
de 95°C por 5 minutos seguido de uma extensao final de 72°C por 5 minutos
(LACERDA et al., 2017).

5.2.6. Sequenciamento
Os produtos da PCR foram purificados através do Purelink™Quick gel

extraction & PCR Purification combo Kit (Invitrogen) e submetidos submetidas

ao método de eletroforese capilar (SANGER et al.,, 1977) em um analisador
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genético 3500xI (Applied biosystems). Os eletroferogramas gerados apos o
sequenciamento foram avaliados observando-se a qualidade dos picos
correspondentes a cada base sequenciada, através do programa FinchTV
(Geospiza research team), além disso os programas Bio Edit v.7.0.5.3 (HALL,
1999) e BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) foram usados para comparar as

sequéncias obtidas com outras previamente depositadas no GenBank.

5.3. RESULTADOS

5.3.1. PCR e Histopatologia

Foi observada a amplificacdo de Sarcocystis sp. ha PCR (figura 2), de um
total de 33,7% (89/264) equinos e uma amostra positiva para muar. Destas
amostras positivas na PCR em 63,8% (37/58) foram visualizados cistos de
coccidios através da histopatologia (figura 3), sendo 36 em equinos e em um
muar. No entanto, 21 amostras que tiveram cistos visualizados ndo foram
positivas na PCR. Todas as amostras de coracdo foram negativas na PCR e
histopatologia.

O cisto tipo Il foi 0 mais visualizado, enquanto que o cisto tipo VI foi o
menos visualizado, tabela 6. Em 24 amostras foram visualizadas associacéo de
dois ou mais tipos de cistos. Todos os cistos visualizados tinham caracteristicas
de septacdo no seu interior. A espessura da parede dos cistos variaram de 0,64

a 2,13 um, tabela 6.



58

e 4 =

Figura 2. Deteccao de DNA de Sarcocystis sp. pela PCR em amostras de
masseter de equinos destinados ao consumo humano. Canaleta 1:
Marcador de peso molecular; canaleta 2: Controle negativo; Canaleta 3:
Controle positivo (=400pb); Canaletas 4 a 7: amostras positivas.

5.3.2. Sequenciamento

Em 12 amostras positivas na PCR, 11 com visualizacdo do cisto na
histopatologia, foram selecionadas para o sequenciamentos, estas amostras
tiveram a variacdo da identidade de 89 a 97% para S. bertrami e 89 a 98% para

S. fayeri, tabela 7.

5.4. DISCUSSAO

Este estudo identificou amostras de masseter positivas na nested PCR e
histopatologia para Sarcocystis sp. em equideos destinados ao abate, o que
confirma a presenca de Sarcocystis na musculatura de equideos no Brasil. O
gue confirma a exposi¢cao destes animais a esporocistos presentes no ambiente
e, sinaliza para a possibilidade de intoxicagdo em seres humanos, pela ingestao
da carne crua ou mal passada dos equideos (DUBEY, 1977; KAMATA et al.,
2014).
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Figura 3. Cistos de coccidios em masseter positivos para Sarcocystis sp.
na nested PCR. Aumento de 400X. A. Cisto redondo da parede grossa; B.
Cisto redondo da parede fina; C. Cisto eliptico da parede grossa; D. Cisto
eliptico da parede fina. E. Cisto colunar da parede grossa; F. Cisto colunar
da parede fina.

Tabela 6. Tipo de cistos encontrados em amostras de masseter de
equideos abatidos em um frigorifico no sul do Brasil

TC TCVA VPC (um)

I 17 1,24-1,30

Il 24 0,64-0,92

Il 20 1,43-2,00

\Y, 21 0,89-0,99

Vv 09 1,73-2,13
\ 06 0,70-0,89
AC 24 -

TC: Tipo de cisto; AC: Associacdo de 2 ou mais cistos; TCVA= Tipo de Cisto
visualizado nas amostras; VPC (um)= Varia¢do da parede dos cistos em pm.
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Tabela 7. Resultado do sequenciamento de 12 amostras de masseter
positivas para Sarcocystis sp. de equideos abatidos em um frigorifico no
sul do Brasil

Amostra % ID S. bertrami  %ID S. fayeri TC
016 89 89 elv
213 91 91 i, veV
223 90 90 lell
225 93 93 I, 1lelV
251 92 92 i, 1ev
139 91 91 helv
120 89 89 lell
069 97 98 0
241 95 95 I
084 93 94 L1, IVeV
086 93 94 [, 1 elll
072 92 93 11

%ID= porcentagem da identidade; TC= Tipo de cisto; 0= nado teve cisto
visualizado.

Amostras positivas para Sarcocystis em equideos foram visualisadas
microscopicamente em es6fago, coragao, utero, lingua, diafragma e muasculos
da regido escapular, abdominal e coxa (HILALI; NASSAR, 1987; FUKUYO et
al.,, 2002; DUBEY et al., 2016; ZENG et al., 2018) e na lingua atraveés da
microscopia eletronica (DUBEY et al., 2016). As amostras de coracao neste
estudo foram negativas o que corrobora com estudos em equideos realizados
por Portella et al., (2017) e Zeng et al., (2018), entretanto, prevaléncias de cistos
no coracao ja tiveram relatos de 90% em jumentos (HILALI; NASSAR, 1987) e
15% em equinos (FUKUYO et al., 2002). Outros estudos relatam prevaléncia de
97,5% na lingua e 62,2% no es6fago (EDWARDS, 1984; FUKUYO et al., 2002).
Diante disso, temos o primeiro relato de cisto de Sarcocystis sp. visualisado em
masseter de equideos, e confirmado através da Nested PCR e sequenciamento.

Esta informacédo é importante, em se tratando de saude publica, ja que
0 masseter de equideos pode ser utilizado na alimentacdo humana (MARTUZZI
et al.,, 2001). Pois existem relatos de intoxicacdo alimentar em humanos
associados ao consumo de carne equina infectada com S. fayeri no Japdao
(HARADA et al., 2013; KAMATA et al., 2014; IRIKURA et al., 2017). O mercado
consumidor de carne equina esta presente principalmente em paises europeus
e asiaticos (STANCIU et al., 2015). O Brasil, um dos exportadores, abateu no
periodo de 2008 a 2017 369.243 equideos (MAPA, 2018), para atender a este

mercado.
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O grande numero de associacfes de tipos de cistos encontradas
dificultou uma associagao molecular com a histopatologia, pois mesmo que um
tipo de cisto tenha sido visualizado em uma determinada amostra, ndo descarta
gue esta amostra tenha outros tipos de cistos que possam ter tido seu DNA
extraido em conjunto para a deteccdo molecular.

A espessura das paredes dos cistos neste estudo sdo semelhantes ao
resultado obtido por outros estudos que encontraram cistos de Sarcocystis sp.
em equideos. Dubey et al., (1977) encontraram cistos de S. fayeri em amostras
de esOfago e coragcdo de equinos com variagdo de 1 a 2 um. Hilali & Nassar
(1987) ao analisarem cistos de Sarcocystis sp. em es6fago, coracéo e diafragma
de jumentos, observaram que as paredes destes cistos variavam de 1 a 3 pum.
Posteriormente Dubey et al., (2016) ao analisarem cistos de S. bertrami em
lingua de jumentos encontraram paredes de cistos que variavam de <1 a 5 pm.

Neste estudo foram encontradas amostras positivas para Sarcocystis
com alta similaridade entre S. fayeri e S. bertrami. S. fayeri em tecidos de
equideos foram diagnosticados através de PCR, seguido de sequenciamento,
nos Estados Unidos, Gambia e Japao (ALEMAN et al., 2016; COULTOUS et al.,
2017; MURATA et al., 2018). No entanto, Dubey et al., (2016), através da
microscopia eletrénica de transmissao (MET) determinaram que a espécie em
equideos fosse chamada de S. Bertrami. Posteriormente, Zeng et al., (2018) ao
analisarem amostras de equideos através da MET e PCR também denominaram
a espécie como S. bertrami, pois 0s mesmos acreditam que se trata da mesma
espécie, sendo considerada S. bertrami por ser a primeira espécie relatada em
equideos (DUBEY et al., 2016; ZENG et al., 2018), devido a todo o exposto

acreditamos também se tratar de S. bertrami.

5.5. CONCLUSAO

Este estudo aborda o primeiro relato de cistos de Sarcocystis em
equideos com caracterizacdo molecular na America do Sul, o que confirma o
masseter como uma musculatura capaz de albergar cistos do parasito, e
relatando, desta forma, a possibilidade de equideos atuarem como reservatorios

de S. bertramii no Brasil.
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6.0. CAPITULO 3

FREQUENCIA DE ANTICORPOS ANTI-SARCOCYSTIS SP., ANTI-
NEOSPORA SP. E ANTI-BESNOITIA SP. EM EQUIDEOS ORIUNDOS DE UM
FRIGORIFICO NO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL E BIOENSAIO EM
GERBIS (MERIONES UNGUICULATUS) PARA NEOSPORA
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6.1. INTRODUCAO

Equideos sé@o hospedeiros intermediarios de coccidios como Sarcocystis
sp., Neospora sp. e Besnoitia sp., que podem apresentar um curso de infecgéo
assintomético ou desencadear alteragdes neuroldgicas, neuromusculares,
dérmicas e oftalmicas (NESS et al., 2012ab; DUBEY et al; 2015; ALEMAN et al.,
2016; DUBEY et al., 2015).

Os equideos podem se infectar por Sarcocystis sp. através da ingestao
de oocistos ou esporocitos no ambiente, oriundos das fezes de gambas
(Didelphis sp.) e cées (Canis familiaris) (DUBEY et al., 1977; 2001), enquanto
para N. caninum os equideos podem se infectar através de ingestao de oocistos
eliminados por canideos (MCALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004; KING
et al., 2010, DUBEY et al., 2011), ou por transmisséo vertical (PUSTERLA et al.,
2014a). No entanto, os hospedeiros definitivos de Neospora hughesi e Besnoitia
bennetti ainda ndo sdo conhecidos, e pouco se sabe sofre as formas de infeccao
(WOBESER et al., 2009; NESS et al., 2014).

Sarcocystis sp. € um parasito heteroxeno obrigatorio, encontrado em
varias partes do mundo (FAYER et al., 2015). Espécies identificadas no masculo
de cavalos incluem S. bertrami e S. fayeri (DUBEY 1977; 2016; HINAIDY;
LOUPAL, 1982; ZENG et al., 2018), enquanto que no tecido nervoso é
encontrado o S. neurona, conhecido como o principal agente causador da
mieloencefalite protozoaria equina (EPM) (DUBEY et al., 2015). Estudos a
respeito da forma de diagndstico entre estas espécies ja demonstraram que a
Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) foi considerada por alguns autores
como forma segura no diagnético da EPM (DUARTE et al., 2003). No entanto,
ainda existem duvidas a respeito da possibilidade de reacao cruzada entre estas
espécies de Sarcocystis através da sorologia (GRANSTROM et al., 1993;
SAVILLE et al. 2004).

Quanto ao género Neospora, apenas N. hughesi foi identificado como
causador da EPM (REED et al., 2016). Neospora caninum é relatado em uma
variedade de espécies animais, que atuam como hospedeiros intermediarios no
seu ciclo biolégico (GONDIM 2006; DUBEY et al. 2007), enquanto que N.

hughesi foi identificado apenas, até o momento, na espécie equina (MARSH et
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al., 1998; WOBESER et al., 2009). Um Isolado de Neospora sp. foi obtido através
de um equino imunodebilitado nos Estados Unidos (DUBEY et al., 2001).
Besnoitia bennetti & responséavel pela Besnoitiose equina (DUBEY et al.,
2005). Os sinais clinicos dessa doenca sao caracterizados por nédulos
parasitarios sobre a pele, rosto, corpo, interior das narinas e pernas de seus
hospedeiros (DUBEY et al., 2005; NESS et al., 2012ab; 2014). H& relatos em
equideos na Africa do sul, Estados Unidos e Bélgica (SCHULZ; THORBURN,
1955; NESS et al., 2012a; LIENARD et al., 2018), no entanto ate 0 momento nao
ha registros de equideos positivos para B. bennetti na America do Sul.
Obijetivou-se determinar a frequéncia, através da sorologia de Sarcocystis
sp., Neospora sp e Besnoitia sp. em equideos destinados ao abate e a realizacao

do bioensaio em gerbis na tentiva de isolamento para Neospora sp.

6.2. MATERIAL E METODOS

6.2.1. Coleta de sangue e tecido

O estudo foi realizado em um frigorifico sob Inspecdo Federal localizado
no Estado do Rio Grande do Sul, no Sul do Brasil, que recebe animais de todo o
estado. As amostras foram coletadas em julho de 2016 e mar¢o de 2017. Foram
coletados, em tubos sem anticoagulante, 10 mL de sangue em 354 equideos
(351 equinos e 3 muares). Paralelamente foi possivel também a colheita de
amostras de cérebro, masseter, figado e coracéo de 319, 319, 52 e 41 animais,
respectivamente.

A regido occipital do cranio dos equideos era identificada com o numero
do animal e desta forma, as amostras de cérebro e masseter puderam ser
pareadas com a sorologia de cada animal, porém nao foi possivel parear as
amostras de coracéo e figado. Os fragmentos das amostras colhidas pesavam,
aproximadamente, de 8 a 12 gramas. Os tecidos eram seccionados com laminas
de bisturi estéril, sendo descartada apdés cada procedimento, e colocados
individualmente em tubos estéreis tipo falcon de 50 mL com solucdo salina
fosfatada tamponada (PBS), contendo penicilina benzatina (1000 Ul/mL) e

estreptomicina (100 mg/mL).
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Todas as amostras foram mantidas em refrigeracdo até o seu
processamento. O sangue foi centrifugado a 1000g e o soro de cada amostra foi
aliquotado e acondicionado em tubos tipo eppendorf de 2,0mL, identificados e
armazenados a -20°C, para a sorologia. Os tecidos tiveram fragmentos
individualmente separados e armazenados em tubos tipo eppendorf livre de
DNase e RNase identificados e acondicionados a -20° para realizacdo das
PCRs. O restante dos tecidos foi mantido em refrigeracdo enquanto as provas
sorolégicas foram realizadas para a selecdo das amostras que foram
encaminhadas para o bioensaio. Este projeto teve aprovacio do Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA-UESC) - Protocolo n°020/13.

6.2.2. Reacdo de imunofluorescéncia indireta para Besnoitia sp,
Neospora sp. e Sarcocystis sp.

Para realizacdo da sorologia para pesquisa de anticorpos contra
Neospora sp. foi utilizada reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
considerando como ponto de corte a diluicAo para equinos de 1:50 para
Neospora sp. (VARDELEON et al., 2001), para Sarcocystis sp. foi utilizado o
ponto de corte 1:80 (PUSTERLA et al., 2014b) e Besnoitia sp. 1:50 (DUBEY et
al., 2005). As laminas foram sensibilizadas com taquizoitos da cepa NC-Bahia
(N. caninum) (GONDIM et al., 2001), Bb1lévora03 (B. besnoiti) (CORTES et al.,
2006) e SN138 (S. neurona) (LINDSAY et al., 2004), sendo utilizado o conjugado
anti-lgG equino (Sigma, F7759). A leitura das reacfes foi realizada em
microscopio de epifluorescéncia com aumento de 400X, considerando-se como
positiva a reacdo, em que mais de 50% dos taquizoitos apresentarem
fluorescéncia periférica total. Os controles positivos e negativos para Neospora
sp. e Sarcocystis sp. foram provenientes do laboratorio de parasitoses da
Universidade Federal da Bahia, enquanto que os controles positivos e negativos
para Besnoitia sp. foram provenientes do Instituto Nacional de Investigacao
Agréria e Veterinaria (INIAV) de Oeiras, Portugal. As amostras positivas foram,

posteriormente, tituladas em diluigbes seriadas.

6.2.3. Western blotting para Besnoita sp.
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As amostras que foram positivas na RIFI para Besnoita sp. foram testadas

através da técnica do Western Blotting de acordo com Schares et al., (2010).

6.2.4. Ensaio Biol6gico para Neospora sp.

O pool do cérebro e masseter de nove equinos soropositivos para
Neospora sp. foi submetido ao processo de digestdo péptica conforme descrito
por Dubey (1998b). Em nove equinos, 1 mL do produto da digestdo do pool do
cérebro e masseter foi inoculado individualmente em um gerbil pela via
subcutéanea, totalizando nove gerbis. Todas as amostras foram reinoculadas (+
1mL), pela mesma via, ap0s 24 horas da primeira inoculagcdo. Todos os gerbis
sobreviveram durante o periodo do experimento, e foram eutanasiados e

necropsiados 60 dias apos inoculagao.

6.2.5. Coleta de tecido e sangue dos gerbis

Os gerbis foram eutanasiados e durante a necropsia houve a realizacdo da
coleta de sangue pela via intracardiaca e a coleta de fragmentos de coracéo,
baco, pulméo, cérebro e figado em frascos contendo formol (10%) para a
realizacdo da histopatologia. Os mesmos tecidos tiveram fragmentos
individualmente separados e armazenados em criotubos livre de DNase e

RNase, identificados e acondicionados a -20°, para realizacao das PCRs.

6.2.6. Sorologia dos gerbis

Para realizacdo da sorologia de anticorpos contra Neospora sp. foi utilizada
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), com ponto de corte na diluicdo de
1:25 (WALSH et al., 2000). As laminas foram sensibilizadas com taquizoitos da
cepa NC-BAHIA (GONDIM et al., 2001), sendo utilizado o conjugado anti-mouse
(Sigma, F0257). A leitura das reacbes foi realizada em microscépio de
epifluorescéncia com aumento de 400X, considerando-se como positiva a
reacdo em que mais de 50% dos taquizoitos apresentarem fluorescéncia
periférica total. Os controles positivos e negativos foram provenientes do

laboratério de parasitoses da Universidade Federal da Bahia.
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6.2.7. Histopatologia

Amostras de cada tecido fixadas em formalinada tamponada 10% foram
submetidas ao processamento histolégico de rotina para inclusdo em parafina,
com obtencdo de cortes histolégicos com 4-5 ym de espessura, os quais foram
corados pela técnica de hematoxilina-eosina e montados com auxilio de balsamo

do Canada e laminula histolégica.

6.2.8. Extracdo do Acido desoxirribonucleico (DNA)

A amostras dos masseteres, e dos coracoes coletados dos equideos foram
submetidas a extragdo de DNA utilizando o EasyDna Kit da invitrogen™ ou®,
seguindo as recomendacdes do fabricante. Posteriormente, as amostras foram
acondicionadas a -20°C ate arealiza¢do das PCRs. Para extracdo do DNA foram
selecionadas as amostras de cérebro e masseter de 82,75% (264/319) dos
equideos deste estudo, dos quais foi possivel coletar tecidos, incluindo todos os

33 animais soropositivos para Neospora sp.

6.2.9. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) Convencional

Para a amplificacdo do DNA de Neospora sp. foram utilizados os primers
Np6 (5CAGTCAACCTACGTCTTCT3) e Np21 (5GTGCGTCCAATCCTGTAAC3)
gue amplificam um fragmento de 337 bp do gene NC5 (YAMAGE et al. 1996).
Cada reacéo foi realizada utilizando 5uL do DNA template e acrescido de 20 pL
de um mix contendo 0,6 UM de cada primer, 100 uM de cada dNTP, Tampao 10x
(Rxn buffer MgCl.), 1,25 mM MgClz e 1,25U Tag DNA polimerase. A amplificacdo
do DNA do parasito foi feita em um termociclador (Biocycler MJ96G), e as
condi¢cBes termociclicas foram: 40 ciclos programados para desnaturacdo
(94°C/1 minuto), anelamento (52°C/1minuto e 30 segundos) e extensédo (72°C/1
minuto); as reacgdes foram precedidas por uma etapa de desnaturacgao inicial de
94°C por 5 minutos seguido de uma extenséo final de 72°C por 7 minutos. Os
produtos da PCR foram visualizados através da eletroforese em gel de agarose

a 2%, corados com SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen, S33111) e gravados
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digitalmente por LPixImage-Loccus Biotecnologia. Como controle positivo foi
utilizado DNA de taquizoitos de N.caninum da cepa NC-Bahia oriundos de cultivo
celular do laboratério de parasitologia veterinaria da Universidade Federal da

Bahia, e como controle negativo utilizou-se agua ultra-pura.

6.2.10. PCR para Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH)

Para verificar a integridade do DNA e a auséncia de potenciais inibidores,
submetemos amostras negativas a PCR para o gene da enzima GAPDH, que
amplifica um produto de 400pb. A reag&o com volume final de 25puL foi composta
por 10x de tampéo de PCR; 2,0mM de MgClz; 200 uM de cada dNTP; 1uM de
cada primer, 1,25U de Taq DNA polimerase e 5uL de DNA template
(BIRKENHEUER et al., 2003). As amplificacbes foram processadas em um
termociclador BioCicler MJ96G com 40 ciclos programados para desnaturacao
(94°C/ 30 segundos), anelamento (52°C/ 60 segundos) e extensao (72°C/ 60
segundos), as reacdes foram precedidas por uma etapa de desnaturacao inicial
de 95°C por 5 minutos seguido de uma extensao final de 72°C por 5 minutos
(LACERDA et al., 2017).

6.3. RESULTADOS

6.3.1. Resultado dos equinos

Em 44,63% (158/354) dos equideos, seus anticorpos reagiram ao
antigeno de S. neurona, sendo que na titulagéo o resultado foi 75 com titulos de
80, 35 com 160, 34 com 320, 10 com 640, 2 com 1280 e 2 com 2560. Enquanto
gue em 9,32% (33/354) dos equideos, seus anticorpos reagiram ao antigeno de
N. caninum, Sendo que na titulacdo o resultado foi 22 com titulo 50, 5 com 100,
4 com 200 e 2 com 800. E em 5,36% dos equideos (19/354), seus anticorpos
reagiram ao antigeno de B. besnoiti, sendo que 13 ficaram com titulo de 50 e 6
com 100. Foram observadas 3,38% (12/354) de associa¢cdes de animais que
tiveram sua sorologia reativa para antigenos de N. caninum e S. neurona, 1,41%
(5/354) entre S. neurona e B. besnoiti e 0,84% (3/354) entre B. besnoiti e N.
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caninum, (Figura 5). No Western blotting todas as amostras de equideos com
anticorpos reagentes para antigenos de B. besnoiti foram negativas. Todas as
amostras de cérebro e masseter de equideos foram negativas na PCR.

Neospora sp.

18
3 12
11 0 141
Besnoitia sp. 5  Sarcocystis sp.

Figura 4. Diagrama de Venn do status soroldégico dos equideos
soropositivos para coccideos de importancia em medicina veterinaria em
equideos abatidos em um frigorifico no sul do Brasil

6.3.2. Resultado dos Gerbis

Nenhum dos gerbis foi positivo para Neospora sp. seja na sorologia, PCR

ou na histopatologia.

6.4. DISCUSSAO

Na America do Norte, regiio com presenca do D. Virginiana (DUBEY et

al., 2015), Duarte et al., (2003) acreditam que a RIFI € uma forma de diagndstico
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confidvel em equinos com EPM, para o diagnostico do S. neurona. No entanto,
existem suspeitas da possibilidade de reagdo cruzada entre Sarcocystis,
Granstrom et al., (1993) ao realizarem um estudo sorolégico entre diferentes
espécies de Sarcocystis ndo encontraram essa associacdo, ja Saville et al.
(2004) ao infectarem poneis com esporocistos de S. fayeri identificaram reagdes
cruzadas em laminas com antigeno de S. neurona na RIFI, porém no WB essa
reacdo cruzada ndo ocorreu, se mostrando assim um metodo confiavel para
diferenciacao entre estes dois agentes, porém e importante destacar que as
técnicas de WB realizadas nestes estudos sdo diferentes. Enquanto que na
America do sul, regido com a presenca do Didelphis albiventris (Dubey et al.,
2015), Antonello et al, (2015) ao realizarem uma comparacao entre antigenos de
S. cruzi e S. neurona, através da RIFI, tiveram 159 equinos positivos, sendo que
57 (35,84%) foram positivos para os dois agentes. Entretanto, ndo se deve
descartar a possibilidade da reacdo cruzada entre Sarcocystis spp. em equinos
(TENTER et al., 1995), o que dificulta a determinacdo na sorologia da espécie
envolvida, uma vez que S. neurona e S. fayeri ja foram relatados em equinos nas
Americas (DUBEY et al., 1977; DUBEY et al., 2015; ALEMAN et al., 2016).

Este estudo demonstrou uma alta prevaléncia de equideos com
anticorpos reativos a antigeno de S. neurona, 0 que corrobora com outros
estudos no sul do Brasil com prevaléncias de 33,86%, 41,37% e 36%,
respectivamente, (ANTONELLO et al.,, 2015; CAZAROTTO et al.,, 2016;
PORTELLA etal., 2017). Esses estudos podem ser explicados pelo fato de que
a maioria destes animais sdo criados em areas que facilitam o seu contato com
a fauna silvestre, principalmente os gambas (DUBEY et al., 2015; RIBEIRO et
al., 2016). No entanto, Cazarotto et al., (2016) encontraram uma alta prevaléncia
de Sarcocystis sp. para equinos, mas, ndo houve associacdo positiva destes
equinos soropositivos com a presenca do Gamba (Didelphis sp.). Os caes
também séo hospedeiros definitivos para Sarcocystis sp. em equinos (DUBEY,
1977), e podem, junto com o gamba, estar relacionados com a alta prevaléncia
de Sarcocystis sp. em estudos soroldgicos.

A soroprevaléncia de equideos com anticorpos reagentes a antigenos de
N. caninum foi baixa em comparagdo com outro estudo realizado no mesmo
frigorifico em que foi encontrada uma soroprevaléncia de 39,1% (PORTELLA et

al., 2017). Muitos estudos epidemiolégicos no Brasil demonstram frequéncia de
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animais soropositivos com variagédo de 0 a 85,7% (CERQUEIRA-CEZAR et al.,
2017). A neosporose em cavalos pode estar relacionada a idade, acesso de caes
e animais silvestres a fonte de agua dos equideos, consumo somente de pasto
(auséncia de feno), compra informal de animais, auséncia do periodo de
guarentena, condi¢cbes ambientais, métodos de amostragem e tipos de testes
utilizados para diagndstico (ABDULLAH; ALYOUSIF, 2013; MOURA etal., 2013;
LAKOSKI et al.,, 2015; VALENCA et al.,, 2015; CAZAROTO et al., 2016;
BARTOVA et al., 2017 CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017), além disso, a
transmissdo vertical também tem se mostrado como uma via efetiva e de alta
transmissao de Neospora sp. em equinos (PUSTERLA et al., 2014a; QUEVEDO
et al., 2015).

O fato de nao obter equideos positivos no bioensaio e provas moleculares
neste estudo pode estar atrelado a uma dificuldade da obtencdo do parasita em
equideos clinicamente saudaveis. Dubey et al., (2001) obtiveram um isolado
através de um equideo debilitado, que foi imunossuprimido através de
corticoides, enquanto que outros estudos que identificaram equideos positivos
utilizaram provas mais sensiveis como a nested PCR e PCR real time (DUBEY
et al., 2001; WOBESER et al., 2009; PUSTERLA et al., 2011).

As amostras soropositivas para Besnoitia sp. na RIFI ndo foram
confirmadas posteriormente através do WB em equinos, corroborando em parte
com o estudo de Villa et al., (2018), em que 90% (18/20) das suas amostras
soropotivias na RIFI foram negativas no WB. No entanto neste estudo tivemos
algumas associacdes destas amostras com Sarcocystis sp. e Neospora sp. o
gue pode estar relacionado a presenca de reacdo cruzada dos antigenos de
Besnoitia sp.com estes parasitas (GONDIM et al., 2017; GUTIERREZ-
EXPOSITO et al., 2017). Além disso, este estudo teve outras 3 amostras
soropositivas para Besnoitia sp. que tiveram associacdo com amostras
soropositivas para T. gondii em outro estudo (OLIVEIRA et al., 2019, no prelo).
As outras 8 amostras de animais soropositivos para Besnoitia, seis com ponto
de corte 1:50 e duas 1:100, sem uma co-infeccdo associada, podem estar
relacionadas a possibilidade de reacao cruzada com outros coccidios néo
testados. Associacdes entre Neospora sp. e Sarcocystis sp., também foram
encontradas neste estudo, o que pode ser explicado pela possibilidade de uma

ocorréncia de reacdes cruzadas ou a exposi¢ao do equideo a mais de um destes
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agentes (CAZAROTTO et al., 2016; RIBEIRO et al., 2016; GONDIM et al.,
2017).

No entanto é necessério que mais pesquisas sejam feitas direcionadas
em equideos, ja que infec¢des por B. bennetti foram confirmadas nos Estados
Unidos (DUBEY et al., 2005; NESS et al., 2012ab) e Bélgica (LIENARD et al.,
2018) através da microscopia, sorologia e provas moleculares. Diante disso,
propomos que inquéritos sorologicos com a utilizagdo da RIFI em equideos,
tenham o WB e a utilizacdo de provas moleculares para confirmacdo das
amostras positivas (NESS et al., 2014; LIENARD et al., 2018).

6.5. CONCLUSAO

Conclui-se que existe uma dificuldade no isolamento de Neospora sp. em
equinos clinicamente saudavéis, soropositivos para este agente. Em relacdo a
B. bennetti, ndo recomendamos a utilizacdo da RIFI como Unico teste para
determinar a exposicédo dos equideos ao agente, sendo importante a utilizacéo
do WB e provas moleculares para confirmacdo. Além disso, devido a alta
prevaléncia de Sarcocystis sp. que foi encontrada neste estudo e em outros pelo
Brasil, levantamos uma suspeita da possibilidade da reacdo cruzada entre
diferentes espécies de Sarcocystis em equideos, sendo recomendado a insercéo
da presenca de canideos em estudos epidemiolégicos de Sarcocystis em

equideos.



73

7.0. CONCLUSOES GERAIS

Com os resultados deste estudo conclui-se que:

e A possibilidade do risco da infeccdo por T. gondii através do consumo de
carne equina crua ou mal cozida para a populacdo humana.

e Este estudo demonstrou que existe uma dificuldade no isolamento para
Neospora sp. em equinos soropositivos clinicamente saudavéis.

e Emrelagdo a B. bennetti, € recomendado o uso do WB e provas molelcures
como provas de confirmag¢do em equideos soropositivos na RIFI.

e Este trabalho também aborda o primeiro relato de cistos de Sarcocystis sp.
em equinos com caracterizagdo molecular na America do Sul.

e Entretanto, devido a alta prevaléncia de Sarcocystis sp. na sorologia
encontrada neste estudo, levantamos uma suspeita da possibilidade de
reacado cruzada entre diferentes espécies de Sarcocystis que podem ser

encontradas em equideos.
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9.0. APRESENTACAO DA APROVACAO DO PROTOCOLO POR COMITE DE
ETICA.

Este estudo esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentacéo
Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UESC) —
Protocolo n° 020/13.



10.0. APENDICES

10.1. APENDICE A

Distribuicdo por municipio dos equideos coletados no Frigorifico foresta com suas respectivas soropositividade para

Toxoplasma gondii, Neospora sp., Sarcocystis sp. e Besnoitia sp

CIDADE T+ T- N+ N- S+ S- B+ B- TOTAL
ACEGUA 2 9 0 11 0 11 1 10 11
ALEGRETE 7 53 3 57 27 33 2 58 60
AMARAL FERRADOR 5 1 0 6 3 3 0 6 6
BAGE 0 1 0 1 1 0 0 1 1
BOM JESUS 5 9 7 7 3 11 0 14 14
BOSSOROCA 2 6 0 8 4 4 0 8 8
CACEQUI 0 4 0 4 2 2 0 4 4
CACHOEIRA DO SUL 2 6 0 8 3 5 0 8 8
CANGUNCU 2 11 1 12 5 8 0 13 13
ENCRUZILHADA DO

SUL 1 3 0 4 1 3 0 4 4
ITAQUI 1 13 0 14 10 4 2 12 14
JAGUARI 0 3 0 3 0 3 0 3 3
JULIO DE

CASTILHOS 0 1 0 1 1 0 1 0 1
MACAMBARA 1 8 0 9 3 6 1 8 9
MATA 0 1 0 1 0 1 0 1 1
PEDRAS ALTAS 9 11 4 16 14 6 2 18 20
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CIDADE T+ T- N+ N- S+ S- B+ B- TOTAL

PELOTAS 0 2 0 2 0 2 0 2 2
PIRATINI 0 5 0 5 3 2 1 4 5
ROSARIO DO SULz 0 13 0 13 10 3 0 13 13
SANTA CRUZ DO
SUL 1 2 0 3 2 1 1 2 3
SANTA MARIA 1 5 0 6 3 3 1 5 6
SANTA VITORIA DO
PALMAR 4 6 0 10 7 3 0 10 10
SANTANA DA BOA
VISTA 0 18 0 18 2 16 0 18 18
SANTANA DO
LIVRAMENTO 12 27 3 36 33 6 1 38 39
SAO FRANCISCO DE
PAULA 7 11 9 9 4 14 4 14 18
SAO GABRIEL 2 14 2 14 4 12 1 15 16
SAO LOURENCO 0 2 0 2 1 1 0 2 2
SAO MARTINHO DA
SERRA 0 2 0 2 2 0 0 2 2
SAO SEPE 0 7 1 6 4 3 0 7 7
URUGUAIANA 1 10 1 10 5 6 0 11 11
VACARIA 2 7 0 9 5 4 0 9 9
CACAPAVA 0 14 0 14 7 7 0 14 14
DOM FELICIANO 1 1 1 1 0 2 1 1 2
TOTAL 68 286 32 322 169 185 19 335 354

T+= Toxoplasma gondii soropositivo; T-= Toxoplasma gondii soronegativo; N+= Neospora sp. soropositivo; N-= Neospora
Sp. soronegativo; S+= Sarcocystis sp. soropositivo; S-= Sarcocystis sp. soronegativo; B+= Besnoitia sp. soropositivo; B-=
Besnoitia sp. soronegativo.



11. ANEXOS

11.1. ANEXO A

Protocolo da Reacdo de Imunofluorescéncia - RIFI PARA DETECCAO DE
ANTICORPOS 1gG ANTI-Toxoplasma gondii, ANTI-Sarcocystis. sp., ANTI-
Neospora sp. e ANTI-Besnoitia sp.

Procedimentos para contagem de taquizoitos ou merozoitos:

Preencher a camara de Neubauer com os taquizoitos ou merozoitos.
Realizar contagem em cinco dos 25 quadrantes centrais.

Multiplicar o resultado por 50, o que corresponde a quantidade de
taquizoitos por uL. O nimero ideal € de 1.500 — 2.000 taquizoitos ou
merozoitos/uL para preparo do antigeno.

Diluir o material ressuspenso para uma concentracao de 1.500 a 2.000
taquizoitos por pL.

Preparo das Laminas:

Adicionar 10 uL do antigeno em cada poco da lamina.

Secar em estufa a 37°C por aproximadamente 30 minutos.

Fixar em metanol por cinco minutos

Acondicionar em lenco de papel e papel aluminio armazenando a -20°C, até
0 momento do uso.

Execucao da técnica de RIFI:

Lavar as laminas em PBS por 5 minutos.

Secar as laminas em temperatura ambiente ou estufa a 37°C (tempo = até
secar).

Diluir o soro com os pontos de corte de 1:64, 1:50, 1:50 e 1:80,
respectivamente, para T. gondii, Neospora sp., Besnoitia sp e Sarcocystis
sp.

Adicionar 10 uL da diluicdo das amostras de soro.

Adicionar 10 uL dos soros controles positivo e negativo.

Incubar a 37°C por 30 minutos, em camara umida.

Lavar as laminas duas vezes com PBS por 5 minutos.

Secar as laminas a temperatura ambiente.

Diluir o conjugado com FITC (isotiocianato de fluoresceina) em solucao de
PBS-Azul de Evans (0,5%), de acordo com o titulo determinado no
Laboratorio.

Adicionar 10 uL do conjugado diluido em cada poco e proteger da luz.
Incubar a 37°C por 30 minutos, em camara Umida, sempre protegendo da
luz.

Lavar as laminas duas vezes com PBS por 5 minutos (protegendo da luz).
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Secar as laminas a temperatura ambiente.

Adicionar uma gota de glicerina entre os pogos e cobrir com laminula.

Fazer a leitura em objetiva de 40x no microscépio com lampada de mercurio
de alta pressdao USH102 e filtro de selecdo de comprimento de onda de 450
nm.

11.2. ANEXO B

Protocolo de Extracdo de DNA de tecido

Isolamento do DNA

Pesar e transferir 100 mg de tecido para um tubo de eppendorf de 2,0mL
livre de Dnase e Rnase.

Adicionar Nitrogénio liquido para o eppendorf

Macerar com o auxilio de um bastéao de vidro

Adicionar 350 uL da solucéo A e vortequizar para a solugao ficar
uniformemente dispersa.

Incubar no banho maria seco a 65°C por 10 minutos

Adicionar 150 uL da solugéo B e vortequizar vigorosamente ate que o
precipitado se mova e a amostra fique uniformemente viscosa.

Adicionar 500 pL de cloroféormio e vortequizar ate a viscosidade diminua e a
mistura figue homogénea.

Centrifugar na velocidade maxima por 20 minutos a 4°C para separar as
fases.

Transferir a fase superior para um novo tubo eppendorf livre de dnase e
rnase de 1,5mL.

Precipitacdo do DNA

Adicione 1 mL de etanol absoluto (-20°C) a solucdo de DNA e agite
rapidamente no vortice.

Incube o tubo no gelo por 30 minutos

Centrifugue a velocidade maxima durante 15 minutos a 4°C.

Remova o etanol e deixe o pellet com o auxilio de uma pipeta.
Adicione 500 pL de etanol (80%) e mistura invertendo o tubo 5 vezes
Centrifugue a velocidade maxima durante 5 minutos a 4°C. Remova o
etanol com o auxilio de uma pipeta.

Centrifugue a velocidade maxima durante 3 minutos a 4°C. Remova o
etanol com o auxilio de uma pipeta.

Ressuspender o sedimento em 100mL TE buffer. Adicione 2 yL de Rnase.
Incube a 37°C por 30 minutos.

DNA esta pronto para a realiza¢do da PCR.

11.3. ANEXO C

Bioensaio
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As amostras foram homogeneizadas individualmente com PBS através do
uso de um Sheiker

O homogeneizado seréa colocado em um Erlenmeyer e, a este, adicionada
solucdo de pepsina acida até completar o volume de 200ml.

Cada Erlenmeyer, contendo o material de cada amostra a ser digerida, sera
colocado em uma incubadora shaker e mantido a temperatura de 37°C por
uma hora.

Decorrido este tempo, cada amostra digerida sera passada em tamis com
gaze dupla e o filtrado de cada uma destas sera entdo centrifugado a 1200g
por 10 minutos.

Apo6s a centrifugacao o sobrenadante serd descartado e ao material restante
adicionar-se-a solucao neutralizadora de bicarbonato de sédio até completar
0 volume de 50ml.

Novamente o material sera centrifugado a 1200g por 20 minutos e o
sobrenadante descartado.

Por fim, a cada uma das amostras seréo adicionados de 5 a 10ml de solucéo
antibidtica, contendo 1000Ul de penicilina G potassica e 100mg de
estreptomicina por ml de solucao.

O sedimento sera ressuspendido e utilizado como indculo
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