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RESUMO

Toxoplasma gondii e Neospora caninum sdo protozodrios intracelulares
pertencentes ao Filo Apicomplexa. O objetivo do presente estudo foi realizar um
estudo epidemioldgico da infecgdo natural por N. caninum e T. gondii em mamiferos
domeésticos e silvestres do municipio de Petrolina no Estado de Pernambuco. De
agosto de 2014 a abril de 2015, foram colhidas amostras de sangue de 179 ovinos,
174 caprinos, 56 caes e 32 gatos em 17 propriedades do municipio de Petrolina; e
60 mamiferos silvestres das espécies: Galea spixii (2), Wiedomys pyrrhorhinus (2),
Monodelphis domestica (5), Didelphis albiventris (27), Thrichomys apereoides (24).
As amostras dos animais domésticos foram submetidas a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para pesquisa de anticorpos anti-T. gondii e anti-
N. caninum, utilizando-se diluicdes de 1:64 para caprinos e ovinos; 1:16 para caes e
gatos nos testes para T. gondii; e de 1:50 em todas as espécies para N. caninum.
Amostras de soro dos mamiferos silvestres foram testadas pelo do Teste de
Aglutinacdo Modificada (MAT) quanto a presenca de anticorpos anti-T. gondii, com
ponto de corte na diluicdo de 1:25. Amostras de sangue dos animais silvestres foram
submetidas a reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para pesquisa do DNA de
T. gondii e N. caninum. Um questionario sanitario foi aplicado para obtencdo de
dados sobre os animais domésticos com a finalidade de verificar os possiveis fatores
de risco pela andlise univariada e posterior regressdo logistica. A prevaléncia
observada pela RIFI para T. gondii foi de 12,3%, 8%, 33,9% e 21,9% para ovinos,
caprinos, caes e gatos, respectivamente. A prevaléncia observada para N. caninum
foi de 21,8%, 2,9%, e 6,3% para ovinos, caprinos e gatos, respectivamente. Nenhum
cdo foi sororreagente para N. caninum. Duas amostras provenientes de D.
albiventris (3,3%) foram reagentes para a presenca de anticorpos anti-T. gondii pelo
MAT com titulo final de 25. Nenhuma amostra mostrou-se positiva a PCR. Foi
possivel determinar como fatores de risco para caprinos: o contato com gatos e a
limpeza do ambiente anualmente para T. gondii e N. caninum, respectivamente; e
para ovinos: a ndo vermifugacao e a limpeza do ambiente mensalmente ou a cada
2-4 meses para T. gondii. Foi possivel confirmar, de forma inédita, a circulacdo de
ambos agentes em areas rurais do municipio de Petrolina.

Palavras-chaves: Toxoplasmose. Neosporose. Zoonose. Sorodiagnostico.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii and Neospora caninum are intracellular protozoan required
belonging to the phylum Apicomplexa. This study aimed to conduct an
epidemiological study of the natural infection by N. caninum and T. gondii in domestic
and wild mammals in the city of Petrolina in Pernambuco State. From August 2014 to
April 2015, samples were collected from blood of 179 sheep, 174 goats, 56 dogs and
32 cats in 17 properties the city of Petrolina; and also of 60 wild mammals species:
spixii Galea (2), Wiedomys pyrrhorhinus (2), Monodelphis domestica (5), Didelphis
albiventris (27), Thrichomys apereoides (24). Samples of domestic animals were
subjected to indirect immunofluorescence assay (IFA) for anti-T. gondii and N.
caninum research. T. gondii and N. caninum, using 1:64 dilutions for sheep and
goats; 1:16 for dogs and cats in tests for T. gondii; and 1:50 in all species for N.
caninum. Serum samples from wild mammals were tested by the Modified
Agglutination Test (MAT) to detect the presence of anti-T. gondii, using cut-off point
dilution of 1:25. Blood samples from wild animals were submitted to the Polymerase
Chain reaction (PCR) for T. gondii and N. caninum DNA research. A health
questionnaire was used to obtain data on domestic animals in order verify potential
risk factors by univariate analysis and subsequent logistic regression. The
prevalence observed by IFA for T. gondii was 12,3%, 8%, 33,9% and 21,9% for
sheep, goats, dogs and cats. The prevalence observed for N. caninum was 21,8%,
2,9% and 6,3% for sheep, goats and cats. None of the dog samples yielded positive
for N. caninum. Two samples of D. albiventris (3,3%) were positive for the presence
of anti-T. gondii by MAT with final title of 25. None of the samples was PCR positive.
It was possible to identify as risk factors for goats: contact with cats and yearly
environmental cleaning for T. gondii and N. caninum, respectively; for sheep: no
vermifugation and monthly or every 2-4 months environmental cleaning for T. gondii.
It was confirmed in an unprecedented way, the movement of both agents in rural
areas of Petrolina city.

Key words: Toxoplasmosis. Neosporosis. Zoonosis. Serodiagnosis.
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1. INTRODUCAO

Toxoplasma gondii e Neospora caninum sdo parasitas intracelulares
pertencentes ao Filo Apicomplexa. Por conseguinte, possuem caracteristicas
estruturais muito semelhantes, o que ocasionou, durante muitos anos, o diagndstico
errbneo do N. caninum como sendo T. gondii (DUBEY, 2003; TENTER, 2002).

T. gondii apresenta um ciclo de vida facultativamente heteréxeno podendo
infectar todos os animais homeotérmicos. Esse protozoario é predominante
mundialmente, apresentando grande importancia na medicina veterinaria e de saude
publica por ser uma zoonose, por ocasionar aborto e doenca congénita em seus
hospedeiros intermediarios, por isso tem sido estudado mais intensamente entre os
coccideos (TENTER et al., 2000).

A forma que os animais de sangue quente podem se infectar é através da
degluticio de oocistos, 4gua ou o ambiente em geral. Uma vez ingerido,
esporozoitos séo liberados a partir dos oocistos, penetram no intestino, invadindo
diferentes tipos de células e se multiplicam de forma assexuada, tornando-se
taquizoitos. Por fim, a pressdo imunolégica no parasita, resulta na formacao de
cistos, os bradizoitas. Estes cistos se formam particularmente no musculo, cérebro e
sistema nervoso central (MILLER et al., 2009).

Oocistos de T. gondii possuem um papel importante na transmisséo da
infeccdo para roedores e seres humanos por serem resistentes ao tratamento de
agua comum com cloracdo (JONES e DUBEY, 2010; DUMETRE e DARDE, 2003).
Os animais de vida livre, como ratos e camundongos, poderiam desenvolver um
papel de sentinela no meio ambiente para T. gondii em areas urbanas, ja que eles
sdo expostos a todas as formas infectantes do parasita (MEIRELES et al., 2004).

Sabe-se que pequenos roedores possuem um papel importante no ciclo de
vida do T. gondii, pois eles representam a principal fonte de infec¢cdo para os gatos
domésticos ou selvagens (DABRITZ et al., 2008). Silva e Langoni (2005) avaliaram
titulos de anticorpos anti-T. gondii em ratos inoculados experimentalmente e
detectaram sororreatividade em todos.

A neosporose emergiu como uma doenca preocupante, acometendo,
principalmente, bovinos e caes (GENNARI, 2004). Nos ultimos anos apontou como

principal doenca reprodutiva de bovinos do mundo inteiro e atualmente é
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considerada como uma importante causa de aborto em rebanhos leiteiros e de corte
(TREES et al., 1999; ANDERSON et al., 2000; DUBEY, 2003).

Neospora caninum apresenta ciclo biolégico do tipo heteroxeno, com
participacdo de hospedeiros definitivos e intermediarios. Usando duas formas
distintas de reproducdo: assexuada, que ocorre nos tecidos do organismo dos
hospedeiros, caracterizada pela multiplicacdo rapida dos taquizoitos, ou lenta dos
bradizoitos; e sexuada, que embora ndo tenha sido totalmente descrita, acontece no
sistema digestivo dos hospedeiros definitivos, os canideos (DUBEY et al., 2002;
DUBEY et al., 2007).

O potencial zoono6tico do parasito ainda ndo foi bem elucidado. Contudo,
relato de sororreatividade em humanos com algum tipo de imunodeficiéncia ou néao
também foi associada ao caso de sucesso obtido na infeccdo experimental em
primatas ndo humanos, porém, nao permite afirmar que o potencial existe ou néo,
sendo necessarios estudos adicionais para elucidar esta questdo (BARR et al.,
1994; DUBEY et al., 2007).

A partir da identificacdo de N. caninum em diversas espécies silvestres, a
possibilidade da ocorréncia de transmissdo entre estes e 0s animais domeésticos
vem sendo bastante discutida. A existéncia do chamado ciclo silvestre da
neosporose, que acontece entre canideos e herbivoros selvagens, poderia
influenciar na epidemiologia dos rebanhos domésticos (ROSYPAL e LINDSAY,
2005; GONDIM, 2004).

Sabendo-se que algumas espécies silvestres e domésticas estdo envolvidas
na epidemiologia do T. gondii e N. caninum, e, devido a auséncia de informacfes
sobre a ocorréncia desses agentes nos animais no semiarido o presente estudo teve
como objetivo realizar o estudo epidemiolégico da Toxoplasmose e Neosporose em
mamiferos domésticos e silvestres do interior do municipio no semiarido

pernambucano.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Realizar um estudo epidemioldgico da infec¢ao natural por Neospora caninum
e Toxoplasma gondii em mamiferos domésticos e silvestres do municipio de

Petrolina no Estado de Pernambuco.

2.2 Objetivos especificos
- Determinar a soroprevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e anti-
Neospora caninum em amostras obtidas de mamiferos domeésticos, pela reagcédo de

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI);

- Pesquisar a infeccdo de DNA de T. gondii e N. caninum em amostras de

sangue total dos animais silvestres, pela reacdo em cadeia pela Polimerase (PCR);

- Georreferenciar os pontos dos animais soropositivos e soronegativos

através de mapas confeccionados;

- Analisar os possiveis fatores de risco para a infeccdo pelos agentes

pesquisados, através da aplicacdo de questionarios.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bioma Caatinga

A palavra caatinga tem origem indigena e quer dizer "mata branca", "mata
rala” ou "mata espinhenta”. Recebeu esse nome dos indios que habitavam a regiao
porque no periodo de seca a mata fica esbranquicada (ALBUQUERQUE e
BANDEIRA, 1995). Ainda que a diversidade de plantas e animais em ambientes
aridos e semiaridos seja menor que nas florestas tropicais, os desertos apresentam
plantas e animais adaptados a suas condi¢cdes extremas, o que o0s torna ambientes
com alta taxa de endemismos de fauna e flora. No Brasil, ndo existe deserto, mas
sim a Caatinga, que é o Unico bioma restrito ao territério brasileiro, ocupando
basicamente a Regido Nordeste, com algumas areas no Estado de Minas Gerais.
Poucos sdo os mamiferos endémicos da Caatinga, mas nesta regido muito ainda
esta para se descobrir. Contrastando com a relevancia biol6gica da Caatinga, o
bioma pode ser considerado um dos mais ameacados do Brasil. A maior parte de
sua superficie ja foi bastante transformada pela utilizacdo e ocupacdo humana.
(LEAL e SILVA, 2003).

3.2 Toxoplasma gondii

3.2.1 Agente etiolégico

Os protozoarios competem ao Reino Protista, sub-reino Protozoa e Filo
Apicomplexa. Dentro deste Filo se destaca a familia Sarcocystidae, apresentando
como subfamifia a Toxoplasmatinae, na qual contém varios géneros e entre eles, o
Toxoplasma, compreendendo uma Unica espécie: o T. gondii (TENTER et al., 2002).

Alguns autores e especialistas em Toxoplasmose adotam a primeira
descricéo de T. gondii em dois estudos distintos, no qual foram realizados em 1908.
Um estudo foi realizado na Tunisia pelos pesquisadores franceses Charles Jules
Henry Nicolle e Louis Herbert Manceaux, enquanto que o outro foi realizado no

Brasil pelo italiano Alfonso Splendore. Devido a presenga de caracteristicas
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morfolégicas semelhantes a Leishmania e pelo fato dos estudos terem sido
realizados com um roedor nativo da Africa, o gundi (Ctenodactylus gundi), o
protozoario foi denominado Leishmania gondii € no ano seguinte recebeu a
nomenclatura que é utilizada atualmente (MORRISSETTE e AJIOKA, 2009;
NICOLLE e MANCEAUX, 1908).

O primeiro relato desse protozoario em humanos no Brasil foi em 1927 no Rio
de Janeiro (DUBEY et al., 2012). Em 1942, a toxoplasmose foi detectada em gatos
e, em 1957, a importancia veterinaria tornou-se conhecida quando foi considerada a
causa de aborto em ovinos. Em 1970, a descoberta dos felideos como hospedeiros
definitivos ocasionou a elucidacao do ciclo biolégico completo do T. gondii (DUBEY,
2008).

Hoje, considerado o coccideo mais estudado no mundo com mais de 15.000
artigos de pesquisas, T. gondii € um dos agentes mais comuns em infec¢des

parasitarias dos animais de sangue quente (TENTER et al., 2000).

3.2.2 Ciclo evolutivo

Morfologicamente o T. gondii apresenta trés formas infecciosas: taquizoitos,
bradizoitos e esporozoitos. Os taquizoitos apresentam, a forma de lua crescente
com extremidade anterior em forma de cone e posterior arredondada, medindo cerca
de 2 x 6 um (DUBEY et al., 1998). Os bradizoitos também apresentam formato de
lua crescente, entretanto s&o mais delgados e alongados, medindo
aproximadamente 7 x 1,5 um. S&o encontrados agrupados formando um cisto
tecidual com parede fina e elastica, que pode conter de dois a centenas de
parasitas.(DUBEY, 1988a; DUBEY et al., 1998).

Os cistos sdo mais comumente encontrados no tecido nervoso e muscular
cardiaco e esquelético, ainda que ja tenham sido identificados em 6rgaos viscerais
como rins, pulmdes e figado. Os cistos teciduais podem permanecer intactos por
toda a vida do animal sem causar doencga ou resposta inflamatoéria (DUBEY, 1988b;
DUBEY et al., 1998). Os oocistos sdo achados apenas nos hospedeiros definitivos
(os felideos) e possuem formato esferdide. Apds a esporulacéo (forma de resisténcia
no ambiente), os oocistos contém dois esporocistos. Um esporocisto contém quatro
esporozoitos cada um (DUBEY et al., 1998).
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Todas as fases evolutivas séo consideradas infecciosas para ambos
hospedeiros e estes podem se infectar por diferentes vias, como a horizontal,
através da ingestdo oral de oocistos esporulados que podem ser encontrados no
ambiente e/ou por ingestdo de cistos teciduais encontrados na carne crua ou mal
cozida; ou verticalmente, pela transmissao transplacentaria de taquizoitos. Estes
também podem ser transmitidos pelo leite, da mée para o filho, ou por transplante de
sangue ou Orgaos (DUBEY et al., 1998; DUBEY, 1991).

Os felideos podem eliminar os oocistos no ambiente posteriormente a
ingestado de qualquer um dos estagios evolutivos do T. gondii, mas, somente 30%
dos felinos eliminam essa fase no ambiente apds ingerir taquizoitos ou oocistos,
enquanto, praticamente todos os gatos que ingerem bradizoitos, eliminam-nos
(DUBEY et al., 1996). Nas fezes frescas, 0s oocistos encontram-se na forma néo-
esporulada e ndo séo infectantes (FRENKEL et al., 1970). O periodo de esporulacédo
ocorre no ambiente de 1-5 dias apoés liberacdo nas fezes e depende das condicdes
de temperatura e umidade (DUBEY et al., 1998). Os gatos, em geral, ndo voltam a
excretar oocistos quando reinfectados, pois desenvolvem imunidade, devido a
primeira infecgdo (DUBEY, 1995).

Na fase de eliminacdo fecal, o gato contamina o ambiente com
aproximadamente 100.000 oocistos por grama de fezes. Os oocistos sao excretados
por apenas uma ou duas semanas, no entanto, podem permanecer viaveis por até
dois anos em condicbes de temperatura e umidade favoraveis, devido a sua
resisténcia aos agentes fisicos e quimicos. Ainda no solo, os oocistos podem ser
carreados mecanicamente por moscas, baratas, besouros e minhocas, como
também ficarem viaveis em frutas e vegetais por longos periodos (KNIEL et al.,
2002).

3.2.3 Epidemiologia

Como o homem pode participar do ciclo, sendo um hospedeiro intermediario,
a toxoplasmose é considerada uma zoonose (TENTER et al., 2000).Essa doenca
apresenta distribuicdo mundial e estima-se que um ter¢o, ou mais, da populacdo do
mundo seja cronicamente infectada (MONTOYA e LIESENFELD, 2004). No Brasil, a
infecg@o pelo T. gondii estd amplamente disseminada em humanos, sendo que 50%

das criancas e 80% das mulheres em idade fértil apresentam anticorpos para esse



19

protozoario (DUBEY et al., 2012). Os indices de soropositividade variam de 23 a
83%, dependendo de fatores climéticos, socioeconémicos e culturais (FIALHO et al.,
2009).

No Brasil, estudos soroldgicos revelaram uma soropositividade acima de 90%
nos animais domésticos e silvestres avaliados (DUBEY et al.,, 2012). Algumas

prevaléncias podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1 - Prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii, segundo o estado e
teste sorologico empregado.

Espécie Local Prevaléncia Teste Referéncia
Ovinos Pernambuco 35,3% RIFI Silva et al., 2003
Ovinos Distrito Federal 38,2% RIFI Ueno et al., 2009
Ovinos Rio Grande do Norte 20,7% RIFI Soares et al., 2009

Caprinos Ceara 25,1% ELISA Cavalcante et al., 2008

Caprinos Maranhéao 4,3% RIFI Moraes et al., 2011

Caprinos Sao Paulo 14,5% RIFI Mainard et al., 2003

Marsupiais Pernambuco 6,7% MAT Siqueira et al., 2013

Roedores Pernambuco 57% MAT Siqueira et al., 2013

Roedores Sao Paulo 0,46% Bioensaio Muradian et al., 2012
Gatos Parana 73% RIFI Garcia et al., 1999
Gatos Maranh&o 50,5% RIFI Braga et al., 2012
Gatos Santa Catarina 14,33% RIFI Rosa et al., 2010
Gatos Séo Paulo 35,4% MAT Pena et al., 2006

Gatos Paraiba 43,8% RIFI Feitosa et al., 2014

Cées Piaui 18% RIFI Lopes et al., 2011

Cées Rondo6nia 76,4% RIFI Cafon-Franco et al.,
2004

3.2.4 Sinais Clinicos

A infeccao clinica em adultos é geralmente assintomatica, mas sinais clinicos
como: linfadenopatia ou toxoplasmose ocular podem ocorrer em alguns pacientes

(SU et al.,, 2010). Em relacdo aos pacientes imunossuprimidos, a toxoplasmose
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apresenta-se de forma aguda, podendo em alguns casos levar a encefalite fatal ou
causar problemas neurologicos (MONTOYA e LIESENFELD, 2004).

Infeccdo por T. gondii pode causar manifestacbes neuroldgicas graves ou
doenca ocular no feto durante o periodo de gravidez (DUBEY, 2008).

Os gatos, quando desenvolvem a doenca clinica, tem como manifestacédo
clinica mais evidente a pneumonia. Mas, também podem se apresentar deprimidos,
anoreéxicos, ictéricos, dispneicos e com convulsdes culminando com a morte. Além
destes sinais clinicos que ocorrem nos felinos, os cdes apresentam intensa
manifestagcdo muscular (miosite), fraqueza, marcha rigida e/ou emaciagdo muscular.
Nos caninos é comum, no caso de manifestagdo neuromuscular, ocorrer ataxia,
convulsdes, tremores, déficits nervosos cranianos, paresia e paralisia (LAPPIN,
2004).

Em cées, os sinais clinicos se resumem a problemas do trato respiratorio,
gastrointestinal e a presenca de cistos neuromusculares. Os sinais neuroldgicos sao
caracterizados por ataxia, tremores, espasmos e convulsées (SILVA et al., 2005).

Em ovelhas ndo é comum se notar sinais clinicos da toxoplasmose.
Comumente estes sao observados no segundo terco da gestacdo de uma fémea
com primo infecgé@o e incluem fetos mortos, cordeiros fracos ou mumificacao fetal,
além de necrose placentaria (BUXTON, 1998). Os caprinos sao considerados muito
sensiveis a infeccdo por T. gondii. Quando infectados durante a gestacdo, em
estudos experimentais, apresentaram parasitemia na primeira semana pos-infeccao;

na segunda semana a placenta estava infectada. (DUBEY, 1988b).

3.2.5 Diagnoéstico

O diagnéstico da toxoplasmose pode ser realizado de diversas maneiras.
Com o objetivo de isolar o agente em amostras suspeitas de placenta ou fetos
abortados, a melhor técnica € a inoculacado intraperitoneal em camundongos. As
técnicas de avaliagdo de cortes histoldgicos de placenta ou 6rgaos fetais, por meio
da imunohistoquimica sdo consideradas uma boa técnica para a identificacdo de
cistos teciduais ou taquizoitos. Outro teste direto é a reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR), que é utilizado para detec¢cdo do DNA parasitario. A técnica de
PCR em tempo real permite quantificar e amplificar o DNA simultaneamente. Dentre

0s testes soroldgicos, os mais utilizados sdo a reacao de imunofluorescéncia indireta
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(RIFI), hemaglutinacdo direta (HA), hemaglutinacdo indireta (IHA) e ensaio

imunoenzimatico (ELISA) para deteccao de anticorpos anti-T. gondii (OIE, 2008).

3.2.6 Prevencao

Ainda que muitas pesquisas mostrem 0s gatos como a principal causa do
problema, € necessario entender que outros felideos tem igual participacédo no ciclo
da enfermidade e que a posse responsavel de gatos domésticos ndo esta
diretamente relacionada ao risco de transmissdo de T. gondii para a populacdo
humana (DUBEY e JONES, 2008). Criacdo de porcos de modo que impega o
acesso dos roedores e de gatos certamente ira reduzir a infecgdo por T. gondii em
suinos e, consequentemente, a transmissdo para seres humanos. Portanto, as
praticas adequadas de manejo evitando ou eliminando a presenca de felideos e
roedores no ambiente de convivio dos animais, educacdo sanitaria e vacinagao sao

apontadas como alternativas no controle da toxoplasmose, (DUBEY, 1996b).

3.3 Neospora caninum

3.3.1 Agente Etioldgico

Em 1984, na Noruega, cées foram diagnosticados com uma doenca
neurolégica, com aspecto semelhante a toxoplasmose, no qual foram encontrados
taquizoitos no cérebro e musculos, porém a presenca de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii ndo foi detectada no soro destes cdes, e também né&o
responderam ao bioensaio em camundongos (BJERKAS et al.,1984).

Dubey et al. (1988a) fizeram um estudo com laminas de tecidos de caes entre
os anos de 1948 a 1987, ao examinarem cortes histolégicos através da
imunohistoquimica com a suspeita de estarem acometidos pela toxoplasmose,
verificaram a existéncia de um parasito distinto morfologicamente e antigenicamente
do T. gondii, posteriormente, classificado como N. caninum. Anos depois se verificou
que esse coccideo ocasionava uma forma clinica mais severa do que T. gondii e
foram constadas diferencas estruturais entre esses parasitas (DUBEY e LINDSAY,

1993). E sabido que a andlise da diversidade genética do N. caninum é limitada. O
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namero de isolados disponiveis ao redor do mundo € pequeno em comparagdo com
outros agentes do filo Apicomplexa (DUBEY et al., 2007).

Em 1998, o céao foi definido como hospedeiro definitivo; em 2004, o coiote
(Canis latrans) encontrou para o grupo, em 2010 o Dingo Australiano e mais
recentemente o Lobo cinzento (Canis lupus) (GONDIM et al., 2004; MCALLISTER et
al., 1998; KING et al., 2010; DUBEY et al., 2011a).

3.3.2 Epidemiologia

A primeira deteccdo do parasita no Brasil foi realizada por Gondim et al.
(1999), por meio de imunohistoquimica, em um feto bovino abortado.

Neospora caninum foi identificado de cées, 0os quais sdo hospedeiros
definitivos e intermediarios (DUBEY et al., 1988b); de ovelhas (DUBEY et al., 1990;
PENA et al., 2007), de bovinos (ANDERSON et al., 1991; DIJKSTRA et al., 2002),
de cabras (BARR et al., 1993; DUBEY et al., 1996), de cervideos (DUBEY et al.,
1996; VIANNA et al., 2005), equinos (DUBEY, 1999),de ovinos (HELMICK et al.,
2002). Em animais silvestres ja foi encontrado em alpacas (Vicugna pacos), lhamas
(Lama glama), camelos (SADREBAZZAZ et al., 2006), gambas (YAl et al., 2003),
capivaras (YAl et al., 2008) e raposas (BUXTON et al., 1997) entre outros.

3.3.3 Ciclo evolutivo

Ha trés formas infectantes do parasita: taquizoitos, bradizoitos (cistos
teciduais) e esporozoitos (oocistos) (DUBEY, 2003). O hospedeiro pode infectar-se
pela ingestdo de oocistos ou de cistos teciduais, ou pela via transplacentaria. O
oocisto esporulado apresenta dois esporocistos com quatro esporozoitos cada
(DUBEY, 2003; DUBEY et al., 2002). Os céaes eliminam nas fezes uma quantidade
de oocisto pequena em comparacao a quantidade eliminada de T. gondii pelos gatos
(DUBEY et al.,, 2002), no entanto Gondim et al. (2005) observaram que filhotes
eliminam uma quantidade maior que cées adultos.

Até entdo, ndo existe evidéncia de que o N. caninum tenha um carater
zoonotico, apesar de existir relatos da presenca de anticorpos anti-N. caninum em
soros. Observaram 69 soros positivos (6,7%) dentre 1029 soros de doadores de

sangue na Califérnia através da reacdo de imunofluorescéncia indireta a diluicdo



23

1:100, mas a diluicdo 1:200 todos foram negativos (TRANAS et al., 1999). Contudo,
ndo ha relatos da doencga clinica em humanos e o parasita ainda néo foi isolado de
tecido humano (IBRAHIM et al., 2009). Outro fator relevante esta associado ao caso
de sucesso obtido na infeccdo experimental em primatas ndo humanos, porém, néo
permite afirmar que o potencial existe ou ndo, sendo necessarios estudos adicionais

para elucidar esta questdo (DUBEY et al., 2007).

3.3.4 Diagnostico

Existe uma variedade de métodos para diagnosticar a neosporose, como, a
microscopia em laminas pelo método Hematoxilina-Eosina (HE), Imunohistoquimica,
isolamento do protozoéario através de bioensaios em camundongos ou cultura em
células, testes soroldgicos de deteccdo de anticorpos como de Imunofluorescéncia
Indireta  (RIFI), Aglutinacdo Direta, Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA),
Imunocromatografia Indireta e Imunoblot, como também testes diretos, como a
deteccdo de DNA parasitario por técnicas biomoleculares através da Reacdo em
Cadeia de Polimerase (DUBEY e SCHARES, 2006).

3.3.5 Prevencéo

N. caninum vem sendo a causa de aborto em bovinos e causa da doenca
clinica em cédes em praticamente todo o mundo (DUBEY e SCHARES, 2011). O
impacto econémico da infeccdo por esse parasito esta relacionado tanto ao valor
dos fetos abortados, como a reducao da vida produtiva da vaca, aumento do tempo
de lactacéo e possiveis quedas na producéao de leite (REICHEL et al., 2013).

Em relacdo as medidas de prevencao e controle da neosporose, essas sao
muitas vezes consideradas inviaveis economicamente. Cardoso et al. (2012),
afirmam que a presenca do céo € considerado um fator de risco para a transmissao
horizontal dentro de um rebanho. Pode ser feito a remocdo de residuos de
abortamentos do pasto, adocdo de medidas para minimizar a contaminacao fecal de
agua e alimentos por cédes e outros canideos, evitar a introducdo de animais
infectados no rebanho e descarte dos infectados (DUBEY, 2003).

Em rebanhos bovinos com alta prevaléncia, em que o descarte de todos os

animais soropositivos &€ economicamente inviavel, sugere-se evitar a utilizacdo de
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novilhas positivas para reproducdo (WOUDA, 2000). Uma vacina para bovinos feita
a partir de taquizoitos inteiros inativados (Bovilis Neoguard®, Intervet), que tem
como objetivo diminuir a taxa de abortamentos por neosporose, esta comercialmente
disponivel no mercado (BIELSA et al., 2004). Também foi demonstrado que a
transferéncia de embribes previne a transmissdo transplacentaria de uma vaca
soropositiva para os seus bezerros, sendo indispensavel o uso de uma receptora
nao infectada (LANDMANN et al., 2002).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de estudo

O presente estudo foi conduzido no municipio de Petrolina (9°23'55” Sul,
40°30’03”Oeste), no Estado de Pernambuco, com &rea territorial de 4.756,8 Kmz2,
populacdo humana de 294.081 mil habitantes. Situado na regido do Vale do Séo
Francisco apresentando clima tropical semiarido (Figura 1). O municipio esta situado
no bioma Caatinga, que € um mosaico de xerdfila, arbustos espinhosos e floresta
gue cobre grande parte do Nordeste do Brasil e parte de Minas Gerais. Ela se
estende por cerca de 735.000 km2 Esse bioma é caracterizado por uma
irregularidade de chuvas de ano para ano, resultando em severas secas (LEAL et
al., 2005).

Figura 1- Representacdo do estado do Pernambuco e do municipio de Petrolina.

Legenda
- Petrolina

Foram realizadas quatro coletas no municipio de Petrolina no periodo de
agosto de 2014 a abril de 2015, sendo cada area estudada visitada apenas em um
anico periodo durante a pesquisa. Os locais de captura dos mamiferos silvestres
foram selecionados conforme a viabilidade da alocacdo das armadilhas e da boa
disponibilidade de vegetagcdo. As areas de coleta compreenderam quatro pontos:
UNIVASF-CCA, Capim, Pedrinhas e Batalh&o 72° BIM (Figura 2).



Figura 2- Locais de coleta de mamiferos silvestres.
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Para a coleta dos mamiferos domésticos foram selecionadas propriedades

adjacentes aos pontos de coleta dos mamiferos silvestres, compreendendo 17
propriedades: UNIVASF-CCA, Sitio Ouricuri, Sitio Ouricuri Il, Caixa D’agua, Jatoba,

Porto da llha, Fazenda Pedra, Sitio Pé de Serra, Recanto do Chalé, N2, Batalhdo

72° BIM, Capim, Fazenda Boa esperanca, Sitio Caicara, Sitio Caicara Il, Serra da

Caixa e Sitio Maria da Paz (Figura 3).
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Figura 3- Pontos de coleta dos animais domésticos.
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4.2 Mamiferos silvestres

As coletas foram a cada estacdo do ano, com duracdo de quatro noites
consecutivas, para captura de pequenos roedores e marsupiais. Foram utilizadas 92
armadilhas do tipo “Tomahawk” (45x16x16 cm) e/ou “Sherman” (30x8x9 cm e
43x12,5x14,5 cm), iscadas com farinha de milho, sardinha, pagoca de amendoim,
banana e abacaxi e dispostas em areas sombreadas proximas a arvores (Figura 4).
A manipulagdo dos mamiferos silvestres foi realizada atendendo os principios de
biosseguranca. Inicialmente foi feita a contencado fisica com auxilio de luvas de
raspa; pesagem e posterior contencdo quimica com a utilizacdo do anestésico
cloridrato de cetamina (Dopalen®, Vetanarcol®), na dosagem de 100mg/kg (CUBAS
et al., 2014) para roedores.
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Figura 4 - Alocacgédo de armadilhas do tipo Sherman (A) e Tomahawk (B).

TN e

A colheita sanguinea dos marsupiais e roedores foi realizada pela puncao
intra cardiaca e/ou caudal; com agulhas 25x7 mm e seringas descartaveis. Parte do
sangue obtido foi colocado em tubos sem anticoagulante visando a obtencdo de
soro para realizacdo do Teste de Aglutinacdo Modificada (MAT); e outra parte
colocados em tubos com EDTA e posteriormente aliquotados em tubos de 1,5 ml e
estocado a 20°C negativos, visando a realizacdo da PCR.

Os animais foram identificados com o auxilio do guia de identificacdo de
mamiferos silvestres (GARDNER, 2007; BONVICINO et al., 2008; REIS et al., 2011)
marcados pela raspagem de pelos, ndo sendo necessaria uma marcacao definitiva,
pois as coletas foram realizadas em lugares distintos. Em seguida foram
fotografados e todas as informacbes referentes a data de captura, localizacao
geografica, espécie, sexo, peso, quantidade de anestésico utilizada e descricdo
morfologica, foram devidamente anotadas, posteriormente foi realizada a soltura no
mesmo local onde foram capturados. De acordo com a metodologia descrita por
Santana (2006), o esfor¢o de captura foi calculado com base na formula: EC = NA X
ND, em que EC = esfor¢co de captura; NA = numero de armadilhas utilizadas; ND =

namero de dias de captura. O sucesso de captura foi obtido a partir da férmula SC =

NC/EC x 100, onde SC = sucesso de captura; NC = numero de capturas; EC
esforco de captura. A captura e manipulacdo de mamiferos silvestres foram
autorizadas pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), por meio do protocolo 45764-1.
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4.3 Mamiferos domésticos

A colheita de animais domeésticos (caprinos, ovinos, caes e gatos) ocorreu em
propriedades existentes de criadores que moram em povoados proximos aos locais
de captura dos animais silvestres. Apds contencdo, antissepsia dos animais, foi
realizada a colheita de sangue. As amostras de sangue dos ovinos e caprinos foram
obtidas através da venopuncado da veia jugular e dos cdes e gatos por venopuncao
da veia cefdlica, radial e/ou jugular, através de agulhas para coleta a vacuo 25 x 8
mm, colocadas em tubos sem anticoagulante e armazenadas em isopor com gelo
até a centrifugacdo. O sangue total obtido de cada um dos animais foi aliquotado em

tubos de 1,5 ml e estocado a 20°C negativos até o momento do processamento.

4.4 Diagnostico Soroldgico

4.4.1 Teste de Aglutinacdo Modificada (MAT)

A diluigcdo dos soros (1:25, 1:50, e 1:500) dos animais silvestres foi realizada
em microplaca usando solucdo salina tamponada, pH 7,2 (NaCl 0,146M; NaH,PO,
0,0026M; NaHPO, 0,008M), filtrada em membrana de 45 um de porosidade. Foi
preparada a solucdo para diluicdo do antigeno; composta de 2,5mL de solugéo
salina tamponada, pH 8,95 (NaCl 0,12M; 0,12 H3BO3 0,05M; NaN3 0,03m; albumina
sérica bovina para uma solucdo uso a 0,4%), 35uL de mercaptoetanol 0,2M e 50puL
de Azul de Evans 0,2%. Em seguida, foi acrescido 100uL de antigeno-estoque
(taquizoitos inteiros fixados em formalina). Em seguida essa mistura foi
homogeneizada e distribuida imediatamente em uma microplaca com fundo em “U”,
resultando em 25uL de reagentes por poc¢o. Os soros diluidos foram transferidos
para essa microplaca e misturados aos reagentes. A placa foi selada com plastico
adesivo para evitar evaporacdo e incubada durante a noite em estufa a 37° C. A
formacdo de um botdo de contorno definido na base do poco da placa foi anotada
como resultado negativo; um carpete completo ou um véu de contorno pouco
definido foi anotado como positivo (DESMONTS e REMINGTON, 1980). Os animais

com titulos maiores ou iguais a 25 foram considerados positivos (WERRE et al.,
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2002; KLUN et al., 2005). Em todas as reacdes foram usados controles positivo e

negativo.

4.4.2 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

4.4.2.1 Toxoplasma gondii

O teste foi realizado segundo protocolo de Camargo (1974). Inicialmente os
soros foram diluidos em solugdo tampdo (PBS pH 7,2) na proporgdo 1:64, em
seguida 20 pL dos soros diluidos foram colocados em cada poco de uma lamina ja
sensibilizada com antigeno de T. gondii produzido no Laboratério de Doencas
Parasitarias da Universidade de S&o Paulo. Posteriormente foi incubada em estufa a
37°C por 30 minutos em camara Uumida. Em seguida foi realizada a lavagem das
laminas com a mesma solugéo tampé&o, durante 10 minutos, por trés vezes. Depois
da secagem das laminas a temperatura ambiente, foram adicionados nos pocos 20
puL de uma solucdo contendo conjugado especifico para cada espécie diluido a
1:400 em PBS pH 7,2 contendo azul de Evans a 0,001%. As laminas foram
novamente incubadas a 37°C durante 30 minutos em camara Umida, submetidas as
trés lavagens e secas a temperatura ambiente sob protecdo da luz. Em seguida foi
feita montagem da lamina com glicerina tamponada pH 8,0 e laminula para posterior
leitura no microscépio de fluorescéncia no aumento de 63 X. Soros controles positivo
e negativo foram adicionados em cada lamina, sendo considerados positivos 0s
pocos que apresentaram taquizoitos com fluorescéncia periférica total e homogénea.
Os soros positivos na diluicdo 1:64 para caprinos e ovinos e 1:16 para caes e gatos
foram diluidos sucessivamente e submetidos a RIFI, conforme protocolo ja descrito,

para titulacao.

4.4.2.2 Neospora caninum

A reacdo foi feita segundo Dubey et al. (1988b). Os soros foram diluidos a
1:50 (HELMICK et al., 2002) em PBS pH 7,2 acrescida de soroalbumina bovina 1%
(0,147M NacCl, 0,0018M NaH,POQO4, 0,0084M Na,HPO,) e 20 pL do soro diluido foram
depositados nas laminas ja sensibilizadas, as quais foram entdo incubadas a 37°C

por 30 minutos em camara umida. Em seguida, foram feitas trés lavagens de cinco
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minutos cada com solugdo tampao carbonatada pH 9,0 (0,145M NaCl, 0,108M
Na,CO3, 0,4M NaHCO3) e adicionado o conjugado anti-IgG a 1:600 em solugéo de
PBS pH 7,2 contendo azul de Evans a 0,001%. As laminas foram incubadas
novamente a 37°C por 30 minutos e depois submetidas novamente as trés lavagens
ja citadas. Apds secagem a temperatura ambiente sob protecdo da luz, em seguida
foi feita montagem da lamina com glicerina tamponada pH 8,0 e laminula para
posterior leitura no microscopio de fluorescéncia no aumento de 63 x. Em cada
lamina foram utilizados soros controle positivo e negativo de ovinos para Neospora
caninum. Soros positivos a diluicdo 1:50 foram submetidos a titulagéo para obtencéo

do titulo.

4.5 Diagnoéstico Molecular

4.5.1 Extracao de DNA

A extracdo de DNA sanguineo foi realizada a partir de amostras de sangue

dos animais silvestres, utilizando-se kit comercial Wizard® Genomic DNA

Purification (Promega, Madison, WI, USA).

4.5.2 Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

4.5.2.1 Neospora caninum

Para a realizacdo da nested-PCR single tube de 25uL foi utilizada a mistura

dos primers, agua, dNTP, MgCl, tampdo, Taq e DNA. As concentracdes e

especificacdes podem ser visualizadas nos quadros 1 e 2.
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Quadro 1. Oligonucleotideos utilizados na nested-PCR single tube para deteccéo da

infeccdo por N. caninum.

Agente Primers Gene Sequéncia de Nucleotideos Tamanho
do produto

NF1 (5-GCGTGATATACTACTCCCTGT-3))

Neospora ITS1

caninum (a) NS2 (5"-CATGTGGATATTTTGCA-3')
146pb

NR1 (5"-AAACTCCTGGAAGTTAAAG-3))
SR1 (5"-AAATAACGGTGTGGGAAAA-3)

(a)Ellis et al. 1999

Quadro 2. Concentracdo dos reagentes utilizados na Reacdo em Cadeia pela

Polimerase (PCR) para N. caninum.

Reagentes Volume Concentracao
Tampao Buffer 10X 2,5uL 1 Mm
Nucleotideos trifosfatados (ANTP 1,25 mM) 4,0uL 1,6 Mm
MgCl, (50 mM) 0,75uL 1,5mM
Primer 1 (10 pM) 1,25uL 0,5uM
Primer 2 (10 pM) 1,25uL 0,5uM
Primer 3 (10 yM) 1,25uL 0,5uM
Primer 4 (10 M) 1,25uL 0,5uM
Taqg platinum (5000 U/mL) 0,15puL 0,75U
H20 MiliQ 11,6 -
Amostra de DNA 1,0uL -
Total 25 uL

A cada reacdo de PCR foi incluido um controle positivo e como controle
negativo foi usado agua MiliQ ultrapura.

O programa utilizado para nested-PCR single tube foi de acordo com o
protocolo descrito por Ellis (1999): a reacéo foi realizada foi a 95°C por 5 minutos, 5
ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°Cpor 150 segundos, 72°C por 30 segundos; 15
ciclos de 88°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos; 10
ciclos de 88°C por 30 segundos, 54°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos; 25
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ciclos de 86°C por 30 segundos, 54°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e
para extensao final 72°C por 10 minutos.

4.5.2.2 Toxoplasma gondii

Para a realizacdo da nested-PCR de 25pL foi utilizada a mistura de primers,
agua, dNTP, MgCl, tampéao, Taq e DNA. As concentracdes e especificacoes podem
ser visualizadas nos quadros 3 e 4. Na primeira reacdo da nested-PCR foi utilizado

primers T1 e T2 e na segunda T3 e T4.

Quadro 3. Oligonucleotideos utilizados na nested-PCR para detec¢do da infeccao

por T. gondii
Agente Primers Gene Sequéncia de Nucleotideos Tamanho
do produto
T1 (5-AGCGTCTCTCTTCAAGCAGCGTA-3')
Toxoplasma B1

gondii (a) T2 (5-TCCGCAGCGACTTCTATCTCTGT-3)
T3 (5-TGGGAATGAAAGAGACGCTAAT GTG-3)) 155pb
T4 (5-TTAAAGCGTTCGTGGTCAACTATCG-3')

(a)Yai et al. 2003

Quadro 4. Concentracdo dos reagentes utilizados na Reacdo em Cadeia pela

polimerase (PCR) para T. gondii.

Reagentes Volume Concentragao

Tampéo Buffer 10X 2,5uL 1 mM

Nucleotideos trifosfatados (ANTP 1,25 4,0pL 1,6 mM

MgCIgn(';/IC)) mM) 0,75uL 1,5mM

Primer 1 (10 M) 1,25uL 0,5uM

Primer 2 (10 pM) 1,25uL 0,5uM

Tag platinum (5000 U/mL) 0,15uL 0,75U
H20 MiliQ 14,1 -
Amostra de DNA 1,0uL -

Total 25 L
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A cada reacdo de PCR foi incluido um controle positivo (cepa RH de
taquizoitos para T. gondii) e como controle negativo foi usado agua MiliQ ultrapura.
O protocolo utilizado para nested-PCR foi o descrito por Yai et al. (2003). A PCR foi
realizada com 25 ciclos a 94°C por 45 segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto e a nested-PCR foi realizada com 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, 55°C
por 1 minuto e a extensao final a 72°C por 10 minutos.

Apés a amplificacdo do DNA, o produto da PCR foi corado com Blue Green
Loading Dye, plotado em gel de agarose 1,5% e colocado em cuba de eletroforese
com tampao Tris-acetato-EDTA (1X), para posterior visualizagdo em transluminador

sob a luz ultravioleta.

4.6 Georreferenciamento

Os pontos dos locais onde foram colocadas as armadilhas, assim como as
propriedades de caprinos, ovinos, cdes e gatos; foram obtidos com auxilio de GPS
para confeccdo de mapas georreferenciados (ArcGis®), apontando os animais

soropositivos e soronegativos verificados no presente estudo.

4.7 Aplicagao de questionario

No momento da colheita de sangue, um questionario sanitario foi aplicado
objetivando a identificacdo de possiveis fatores de risco para Toxoplasmose e
Neosporose.

O questionério referente aos caprinos e ovinos continham variaveis como
raca, idade, sexo, tipo de terreno onde vivem, nimero de animais, sistema de
criacdo, vacinacdo, vermifugacdo, frequéncia de limpeza do ambiente, se tem
contato com céo ou gato, presenca de problemas reprodutivos, se tem contato com
plantas toxicas e animais silvestres e se tem assisténcia veterinaria.

Para obter informacdes sobre os cédes e gatos foi aplicado um questionario
para 0s proprietarios com as seguintes variaveis: raca, idade, sexo, se o animal
come carne crua, contato com mata/caatinga, se sédo vacinados e vermifugados e se

tem assisténcia veterinaria.
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4.8 Analise estatistica
Para analise univariada foi utilizado o teste do Qui-Quadrado e o Teste Exato
de Fisher. As variaveis que foram significantes na univariada foram selecionadas

para analise multivariada pela regressao logistica (HOSMER e LEMESHOW, 2000).

4.9 Aspectos éticos
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica e Deontologia em
Estudos e Pesquisas (CEDEP) pelo protocolo n° 0010/021014.



36

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Mamiferos Silvestres

Foram realizadas quatro visitas no municipio Petrolina, totalizando 60 animais
silvestres capturados (Tabela 2). O sucesso de captura registrado foi baixo (4%),
como verificado nos resultados obtidos no semiarido da Bahia de 0,5%, em Vitoria
de 1,4% e em Pesqueira-PE de 6,6% (FREITAS et al., 2005; CALDARA JUNIOR e
LEITE, 2007; NASCIMENTO et al., 2013). Com relacdo ao esforco de captura,
observou-se o numero de 1.488 armadilhas-noite que foi semelhante ao ndmero
obtido por Guimaraes et al. (2014) que foi de 1.198 armadilhas-noite no Parque
Nacional da Serra das Confusdes no Piaui (PNSC - dados nédo publicados). O
sucesso de captura encontrado por Guimaraes foi semelhante (6,1%) ao obtido no
presente estudo, demonstrando que o estado de preservacdo da area ndo afeta
esse resultado. O PNSC também faz parte do Bioma Caatinga e é caracterizado por
uma area preservada diferente da area explorada em Petrolina, que € considerada

como degradada e com ativa presenca humana.

Tabela 2 - NUmero de animais silvestres capturados no municipio de Petrolina, PE.

Local Estacdo do ano Rodentia  Marsupialia Total
Batalhdo Inverno 10 1 11
Univasf-CCA Primavera 8 2 10
Capim Veréo 9 5 14
Pedrinhas Outono 1 24 25
Total 28 32 60

Os estudos da Toxoplasmose e Neosporose em marsupiais e roedores na
Caatinga da regido do Vale do S&o Francisco sao inexistentes. A pesquisa permitiu
conhecer uma amostragem da fauna de pequenos mamiferos silvestres. Os 60
mamiferos silvestres pertenciam a duas ordens e a cinco espécies (Tabela 3).
Dentre os animais capturados, 46,7% (28/60) eram roedores e 53,3% (32/60)
marsupiais. A maioria dos roedores capturados pertencia a espécie Thrichomys

apereoides (Punaré) que segundo Streilen (1982), nos biomas Caatinga e Cerrado
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os Punarés sao frequentemente encontrados em formacgfes graniticas, incluindo
lajeiros planos e pequenas elevagbes o0 que caracterizava as nossas areas de
coleta. Com relacdo aos marsupiais, a espécie mais representativa foi Didelphis
albiventris (Gamba-da-orelha-branca).

Foram capturados animais em todos os pontos de coleta. O maior numero de
espécies capturadas foi verificado em Pedrinhas (25 animais) no outono, e o menor
na Univasf-CCA (10 animais) na primavera. O menor niumero de capturas pode estar
relacionado, dentre outros fatores, a uma menor atratividade dos animais pelas iscas
no periodo de maior disponibilidade de alimentos (VIEIRA, 1997). Devido o ponto de
coleta na Univasf-CCA ter uma intensa circulacdo humana e por ser uma estacéo do
ano considerada quente, pode ter influenciado no resultado na primavera. O bairro
Pedrinhas esta localizado em uma area com boa disponibilidade de agua por causa
da localizacdo proxima as margens do rio S&o Francisco, favorecendo um maior
namero de felideos na regido e assim, havendo uma maior exposicdo dos gambas
aos oocistos. Esse ponto de coleta também pode ser considerado favoravel para a
manutencdo dos oocistos por possuir uma boa area de sombreamento arboreo e

umidade.

Tabela 3 - Ocorréncia de mamiferos domésticos de acordo com a ordem e espécie.

Ordem Espécies N° de animais/total  Ocorréncia (%)
Galea spixii 2/28 7,1%
Thrichomys
Rodentia apereroides 24/28 85,8%
Wiedomys
pyrrhorhlnus 2/28 7.1%
Didelphis albiventris 27132 84,4%
Marsupialia Monodelphis
domestica 5/32 15,6%

Dentre os roedores foram identificadas as espécies Thrichomys apereoides
(Punaré), Galea spixii (Prea), Wiedomys pyrrhorhinus (rato do nariz vermelho). Os
marsupiais identificados representaram as espécies Monodelphis domestica (Cuica

do rabo curto) e Didelphis albiventris (Gamba-da-orelha-branca) (Figura 5).
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Figura 5 - Mamiferos silvestres capturados. (A) Galea spixii; (B) Wiedomys
pyrrhorhinus; (C) Monodelphis domestica; (D) Didelphis albiventris; (E) Thrichomys
apereoides.

5.1.1 Teste de Aglutinagdo Modificada - MAT

Os roedores apresentam um alto impacto na prevaléncia da Toxoplasmose
em felideos (AFONSO et al., 2007). Nesse estudo nao foi encontrado anticorpos em
nenhuma espécie de roedor. No entanto, observou-se a ocorréncia de anticorpos
anti-T. gondii em dois D. albiventris, representando 3,3% (2/60) do total dos
mamiferos silvestres pelo MAT com titulo igual a 25. A prevaléncia de anticorpos
anti-T. gondii entre os animais da ordem Marsupialia foi de 6,3% (2/32) e dentro da
espécie (D. albiventris) foi de 7,4% (2/27). Fornazari et al. (2011), encontraram uma
prevaléncia semelhante de 5,5% de D. albiventris em Botucatu, SP. Siqueira et al.
(2013) referiram resultados semelhantes de 6,7% (15/223) em um estudo realizado
com marsupiais na cidade de Recife, Pernambuco. Yai et al. (2003) acharam
prevaléncia altas de 20,4% em marsupiais em Sao Paulo, respectivamente. O

habito de se alimentar da carne de animais silvestres € comum na regido estudada,
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e segundo Tenter et al. (2000), esses animais sdo uma importante fonte da infecgéo

para os humanos.

5.1.2 Reacédo em cadeia pela polimerase (PCR)

As 60 amostras de sangue dos animais silvestres foram submetidos a
extracdo de DNA e em seguida a PCR apresentando resultado negativo para T.
gondii e N. caninum. Corroborando com Pena et al. (2006) que afirmaram que a
pesquisa direta pelo sangue é viavel na fase aguda da doenca, no qual o agente
esta circulante. A infeccdo no sangue ocorre na fase aguda com taquizoitas e
segundo Fournier et al. (2014) a PCR pode ser considerada inadequada para
diagnéstico molecular em casos cronicos de infeccdo, mesmo assim, eles
encontraram duas amostras positivas para T. gondii, das 53 amostras avaliadas.
Tsutsui et al. (2007) afimaram que o bioensaio em camundongos € considerado
mais eficaz do que a PCR. Como os animais do presente estudo seriam soltos apés
os procedimentos, ndo foi possivel realizacdo de colheita de érgdos para diagndéstico

molecular mais apropriado.

5.2 Mamiferos domésticos

O estudo foi realizado com amostras sanguineas de 174 caprinos, 179 ovinos,
56 cédes e 32 gatos (figura 6) das areas/propriedades proximas aos locais de coleta

dos mamiferos silvestres (Tabela 4).

Figura 6 - Mamiferos domésticos. (A) gato; (B) cao; (C) ovelha; (D) cabra.
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Tabela 4 - Numero de mamiferos domésticos amostrados nas areas adjacentes as
areas de captura dos silvestres.

N° da Propriedade Caprinos Ovinos Cées Gatos
propriedade
1 Univasf-CCA 59 40 12 4
2 Caixa d’agua 13 20 1 0
3 Batalh&o 0 0 12 6
4 Porto da llha 37 0 19 12
5 Fazenda Boa Esperanca 0 0 1 1
6 Capim 0 20 3 0
7 Sitio Maria da paz 0 0 1 0
8 Serra da caixa 0 0 1 0
9 Sitio Caicara Il 0 0 1 0
10 Sitio Ouricuri Il 0 0 1 9
11 Sitio Ouricuri 35 14 1 0
12 Sitio Caicara 0 0 3 0
13 Jatoba 0 24 0 0
14 Fazenda Pedra 10 0 0 0
15 Sitio Pé de Serra 20 0 0 0
16 Recanto do Chalé 0 41 0 0
17 N2 0 20 0 0
Total 174 179 56 32

5.2.1 Caprinos

Quanto a faixa etaria, 45,9% (80/174) dos caprinos tinham entre seis meses e
um ano de idade e 54,1% (94/174) tinham mais que um ano de idade. Do total dos
caprinos, 38,5% (67/174) eram machos e 61,5% (107/174) fémeas. Com relacdo a
raca, 66,1% (115/174) dos animais era sem raca definida, 33,9% (59/174)
pertenciam a categoria com raca definida. Quanto ao sistema de criacdo, 33,9%
(59/174) eram criados de forma intensiva e 66,1% (115/174) de maneira semi-

intensiva.
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5.2.2 Ovinos

Quanto a faixa etaria, 31,8% (57/179) dos ovinos tinham entre seis meses e
um ano de idade e 45,8% (82/179) tinham mais que um ano e menos que trés anos
e 21,8% (39/179) tinham mais que trés anos de idade. Do total dos ovinos, 71,5%
(128/179) eram machos e 28,5% (51/179) fémeas. Com relacdo a raca, 96,6%
(173/179) dos animais eram sem raca definida e 3,4% (6/179) com raca definida.
Quanto ao sistema de criacdo, 22,3% (40/179) eram criados de forma intensiva e

77,7% (139/179) de maneira semi-intensiva.

5.2.3 Caes

Aproximadamente 32,1% (18/56) dos cdes apresentavam idade entre seis
meses e um ano de idade; 32,1% (18/56) entre um ano e trés anos; e 35,7% (20/56)
acima de trés anos de idade. Do total dos cées, 35,7% (20/56) eram machos e

64,3% (5/20) fémeas. Todos os cdes amostrados eram sem raca definida.

5.2.4 Gatos

Em relacdo a faixa etéria, 31,2% (10/32) tinham entre seis meses e um ano
de idade, 43,8% (14/32) pertenciam ao grupo dos gatos com idade entre um e trés
anos, 9,4% (3/32) tinham mais que trés anos e 15,6% (5/32) cabiam ao grupo sem
informacé&o. De acordo com o sexo, 3% (17/32) eram machos e 47% (15/32) fémeas.
Dos gatos amostrados, 81,3% (26/32) eram sem raca definida e 18,7% (6/32) eram
da raca siamesa.

5.3 Sorodiagndstico para Toxoplasma gondii em animais domésticos
5.3.1 Caprinos

A prevaléncia encontrada para a infeccdo por T. gondii no presente trabalho,
foi baixa (6,9% - 12/174) e as titulagcdes obtidas variaram de 64 a 256 (tabela 5).
Resultado semelhante foi encontrado em outra regido do pais, como no estado do
Maranh&o, em que a prevaléncia foi de 4,3% (MORAES et al., 2011). Outro trabalho

realizado na Paraiba, nordeste do Brasil, também encontrou uma baixa prevaléncia



42

de 3,7% (DA SILVA et al., 2015). Porém, outro estudo realizado no nordeste mostrou
uma alta prevaléncia de 47,6% em mesorregides do estado do Pernambuco (BISPO
et al., 2011). Silva et al. (2003) encontraram uma prevaléncia com valor superior de
40,4% em duas regides do estado do Pernambuco; no Ceara, Cavalcante et al.
(2008) observou uma frequéncia de 25,1%. Mainard et al. (2003) obtiveram 14,5%
em Sao Paulo. Neto et al. (2008) no Rio Grande do Norte observou uma prevaléncia
de 30,6%, Figueiredo et al. (2001) em Uberlandia encontrou 19%, Uzéda et al.
(2004) na Bahia 16,4%.

Tabela 5 — Frequéncia de anticorpos anti- T. gondii em caprinos considerando 0s
titulos.

Titulo Soropositivos (%)
1:64 11 91,7%
1:256 1 8,3%
Total 12 100%

Prevaléncias entre regifes distintas ou até mesmo numa mesma regiao
podem variar de acordo com diferentes temperaturas e umidade, as condicdes
sanitarias das propriedades, o teste soroldgico que foi empregado e ponto de corte,
além das caracteristicas dos animais amostrados e da presenca do hospedeiro
definitivo (UENO et al., 2009; TENTER et al., 2000). O fator temperatura tem grande
importancia devido a grande diversidade climética dentro do pais.

Os caprinos assumem um importante papel na cadeia epidemiolégica da
toxoplasmose. A transmissdo zoonotica através do consumo da carne caprina pode
acarretar problemas de saulde publica como também perdas econbmicas nos
rebanhos (DUBEY et al., 2008; DUBEY et al., 2011b; FIGUEIREDO et al., 2001).
Considerando Petrolina como uma cidade conhecida pelo intenso consumo da carne
caprina e ovina, saber a epidemiologia da toxoplasmose € de grande importancia
para saude publica e economia local.

Dos caprinos com idade entre seis meses e um ano 3,8% (3/80) foram
reagentes e 0s animais com idade superior a um ano apresentaram uma maior
prevaléncia 9,6% (9/94), mas nao foi considerado um dado significativo na andlise
univariada. Estudos defendem que quanto mais velho o animal, maior o risco da
infeccdo por T. gondii devido um maior tempo de exposi¢cdo ao agente. Cavalcante

et al. (2008) observou um alta prevaléncia (50,4%) em animais com idade acima de
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trés anos. O mesmo resultado foi encontrado por Anderlini et al. (2011b) em animais
com idade acima de 12 anos. Modolo et al. (2008) observou que 0s animais com
idade entre um e quatro anos e maior que quatro foram mais prevalentes.

O género também foi considerado um dado significativo na analise univariada,
no qual a maior prevaléncia foi encontrada nas fémeas 10,3% (11/107) do que
machos 1,5% (1/67) corroborando com o trabalho de Silva et al. (2003) que verificou
43,8% das fémeas sororreagentes. Cavalcante et al. (2008) ndo encontraram
diferenca entre os géneros. O que justifica as fémeas serem mais prevalentes € o
fato de que, geralmente, elas passam mais tempo no rebanho do que os machos,
pois sao criadas com a finalidade de producdo de leite ou recria, no caso dos
machos, sdo mais comumente criados para corte. Outro fator que pode influenciar é
a quesito hormonal, principalmente na fase reprodutiva, uma vez que as fémeas
encontram-se imunossuprimidas (ROBERTS et al., 2001).

A distribuicdo de animais soropositivos em relacdo a raca apresentou-se da
seguinte forma: 9,6% (11/115) animais eram mesticos e 1,7% (1/59) eram com raca
definida, sendo considerada uma caracteristica significativa na analise univariada.
Santos et al. (2012) verificou uma prevaléncia de 42,9% (3/7) dos caprinos de raca
pura e 71,8% (74/103) sem raga definida na Paraiba. Cavalcante et al. (2008)
encontraram proporgdes de 24% de raca pura, 62,7% de racas cruzadas e 13,3%
sem raca definida no Ceara.

O sistema de criacdo é um aspecto fundamental no controle e profilaxia de
doencas, visto que um rebanho que tem acesso livre a mata tera mais probabilidade
de entrar em contato com oocistos excretados por felideos silvestres e/ou
domésticos. Nesse estudo, foi considerado significativo na analise univariada e a
maior soropositividade sendo observada nos animais procedentes de criacbes semi-
intensiva, apresentando 9,6% (11/115) e no sistema intensivo foi 1,7% (1/59).
Cavalcante et al. (2008) no Ceara referiram que este tipo de sistema de criacdo
também é mais utilizada naquelas regides.

Os dados sobre a prevaléncia de acordo com 0s animais que tiveram contato

com plantas toxicas podem ser visualizados na tabela 6.
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Tabela 6 - Prevaléncia de anticorpos anti-T.gondii em caprinos que tinham contato
com plantas toxicas.

Contato com plantas toxicas (%)

Sim — Angico 1/35 (2,9%)
Sim — Jurema 1/20 (5%)
N&o 10/106 (9,4%)

A presenca de plantas toxicas foi pouco associado a prevaléncia de T. gondii
nos caprinos e nao foi considerada significativa. Santos et al. (2012) encontraram
uma prevaléncia significativa de 88,9% (16/18) dos caprinos soropositivos que
tinham contato com plantas toxicas na Paraiba. Algumas substancias toxicas podem
causar imunossupressédo e segundo Tenter et al. (2000) a reativagao da infecgcdo em
hospedeiros cronicamente infectados pode ocorrer devido fatores que ocasionem
imunossupressao. Venturini et al. (1996) afirmaram que doses de 0,5 mg/kg
diariamente de micotoxinas, durante 50 dias, € necessaria para produzir uma
intoxicacdo subclinica e favorecer a ruptura de cistos e consequente reativacédo de
infecgao crénica em camundongos.

Com relacdo a assisténcia veterinaria, 1,7% (1/59) dos caprinos foram
soropositivos e 9,6% (11/115) nédo tinham assisténcia e foram reagentes. Esse
resultado foi considerado significativo pela andlise univariada, e pode ser explicado
pela auséncia do médico veterindrio em muitas propriedades, resultando na falta de
informacdo sobre o manejo adequado dos animais. Moraes et al. (2011) no

Maranhao néo verificaram diferenca significativa nessa variavel.

Quanto a variavel sobre o contato dos caprinos com cées, foi verificado em
8,8% (10/114) dos animais reagentes e que tinham esse contato. Moraes et al.

(2011) néao verificaram associacdo com a presenca de caes no Maranhao.

Os problemas reprodutivos também foram avaliados, sendo que 4,3% (2/47)
dos caprinos foram reagentes na RIFI, mas n&o apresentaram um resultado
significativo pela anéalise univariada, o que esta de acordo com Moraes et al. (2011)
no Maranhao, Silva (2003) em duas regides do estado do Pernambuco e Modolo et
al. (2008) no estado de Sao Paulo ndo obtiveram resultados significativos quanto
aos animais que tinham problemas reprodutivos. Essa variavel tem grande

importancia, pois a infeccdo por T. gondii, representar um sério impacto sobre a

fertilidade e reproducao dos animais envolvidos (AHMED et al., 2008).
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Quanto a relagcéo da frequéncia de limpeza do ambiente onde os animais
viviam e a soropositividade pode ser vista na tabela 7.

Tabela 7 - Prevaléncia de anticorpos anti-T.gondii em caprinos, segundo a
frequéncia de limpeza da propriedade.

Frequéncia de Limpeza (%)
Diariamente 9/96 (9,4%)
Semanalmente 1/48 (2,1%)
Quinzenalmente 1/20 (5%)
Anualmente 1/10 (10%)

Embora possa ocorrer infeccdo vertical, gatos vivendo no mesmo ambiente
das ovelhas favorece a infeccdo horizontal (SAKATA et al., 2012). A frequéncia de
limpeza dos currais ndo teve diferenca significativa. Importante ressaltar que a
limpeza com constancia diminui a circulacdo dos oocistos e assim, o contato dos
caprinos com 0S mesmos.

Em relagdo a soropositividade dos animais que tinham contato com gato, foi
encontrada uma prevaléncia de 19,1% (9/47) e dos que néo tinham 2,4% (3/127).
Esse resultado foi significativo (p=0,001) e considerado um fator de risco pela
andlise de regressao logistica para Toxoplasmose. Resultados semelhantes foram
encontrados por Santos et al. (2012) de 60% (18/30) na Paraiba e Modolo et al.
(2008) 27,7% (211/762) em Sao Paulo. Prevaléncias baixas podem ser justificadas
pelo pouco ou auséncia de contato com oocistos liberados pelos felideos.O odds
ratio (OR) obtido (14,5) pode nao refletir o risco real, uma vez que a quantidade de
positivos foi pequena. No entanto, a OR foi significativa, o que indica risco.

5.3.3 Ovinos

Dos 179 ovinos examinados, 12,3% (22/179) apresentaram anticorpos anti-T.
gondii na RIFI e as titulacBes obtidas variaram de 64 a 4096 (tabela 8). Sendo
considerado um resultado abaixo da média, diferente do esperado pelo fato de que
0S ovinos costumam se alimentar de pastagens de porte baixo favorecendo a
ingestdo de oocistos. Segundo Kniel et al. (2002), dependendo das condi¢cbes
ambientais 0s oocistos podem permanecer viaveis por varios meses, até anos no

meio ambiente. O que pode justificar o resultado é que o clima de Petrolina é muito
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guente e nao favorece a manutencédo dos oocistos no ambiente. Alguns relatos de
soropositividade encontrados no Brasil de 15,2%, 54,6%, 51,5%, 20,2%, 56,9% e
45,8% em Porto Alegre-RS (ESCOPELLI, 2004); Londrina-PR (OGAWA et al., 2003);
Parand (ROMANELLI, 2002); Rio Grande do Sul (PAPPEN, 2008); Santa Catarina
(SAKATA et al., 2012) e Carneiro et al. (2009) em Minas Gerais, respectivamente.

Tabela 8 — Frequéncia de anticorpos anti- T. gondii em ovinos considerando 0s
titulos.

Titulo Soropositivos (%)
1.64 7 31,8%
1:128 4 18,2%
1:256 3 13,6%
1:512 5 22,7%
1.1024 1 4,5%
1.2048 1 4,5%
1:4096 1 4,5%
Total 22 100%

Utilizando-se dos resultados sorologicos, observou-se em relagédo a idade que
entre seis meses e um ano 10,5% (6/57) dos animais foram soropositivos, 15,9%
(13/82) de um ano a trés anos e 7,7% (3/39) maior de trés anos, esses resultados
nao foram considerados significativos. Carneiro et al. (2009) referiram que caprinos
com idade superior a trés anos tem risco maior de infeccdo do que animais jovens.
Esses dados estdo de acordo com trabalhos de Figliuolo etal. (2004a) em
S&o Paulo; Romanelli et al. (2007) no estado do Parana; Carneiro et al. (2009) em
Minas Gerais e Mucalane Tembue etal. (2009) na regido arida do estado do
Pernambuco.

Com relacdo ao sexo, 14,8% (19/128) das fémeas foram sororreagentes e foi
considerado significativo na analise univariada, enquanto os machos nao teve
significancia (5,9% - 3/51). Resultados discordantes foram obtidos por Ueno et al.
(2009) no Distrito Federal; Silva et al. (2003) no Pernambuco e Ragozo et al. (2008)
em S&o Paulo, com maior soropositividade encontrada em ovinos machos.

A distribuicdo de animais soropositivos em relacdo a raca apresentou-se da
seguinte forma: 12,1% (21/173) dos animais eram mesticos e foram sororreagentes

e 16,7% (1/6) eram com raca definida, mas ndo teve significAncia na andlise
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univariada. Carneiro et al. (2009) observou uma frequéncia de 61,8% de raca pura,
22,8% de ragas cruzadas e 15,4% sem raga definida em Minas Gerais. Sakata et al.
(2012) verificou um prevaléncia de 50,3% nos animais de raca definida pela RIFI e
44,3% no ELISA.

Com relacdo ao sistema de criagdo dos ovinos, a soropositividade observada
dos animais procedentes de criagcbes semi-intensiva, foi de 13,7% (19/139) e no
sistema intensivo foi de 7,5% (3/40), porém esses resultados foram sem
significancia. No estudo conduzido por Guimarédes et al. (2013) todas as fazendas
tinham o manejo extensivo.

Em relagdo a soropositividade dos animais que tinham contato com gato, foi
encontrada uma prevaléncia de 4,2%(1/24), mas néao foi significante. No presente
estudo pode-se verificar que 0s ovinos eram soltos na mata durante a noite, assim
permitindo o contato com felideos silvestres, apesar disso, ndo houve associacado
provavelmente pelo fato do clima muito quente que ndo favorece a manutencéao do
oocisto. Carneiro et al. (2009) afirmaram que 54,4% da fazendas estudadas em
Minas Gerais tinham a presenca de gatos. Guimardes et al. (2015) no Tocantins
verificaram que 13,9% dos ovinos tinham contato com gatos e foram soropositivos e
nao verificou associagdo significativa. Diferente dos resultados acima, Guimaraes et
al. (2013) constataram que 79,2% do animais foram reagentes e tinham contato com
gatos, afirmando que a presenca do gato é um fator relevante na epidemiologia da
Toxoplasmose (LOPES et al.,, 2010). Vesco et al. (2007) e Pinheiro et al. (2009)
também verificaram associacdo. Romanelli et al. (2007) observou que o nimero de
gatos da propriedade € um fator determinante para soropositividade. Deve-se
considerar que a infeccdo pode ocorrer no rebanho pela forma de transmissao
congénita, contudo Ogawa et al. (2003) sugerem que esta ndo é a principal forma de
infeccdo, indicando que a transmissao horizontal € a mais importante.

Quanto a variavel contato com cdo, 16,2% (17/105) foram reagentes,
considerando esse resultado significativo na andlise univariada. Caes tém sido
associados como potencial fator de risco para infecgdo por T. gondii em humanos
devido a transmissdo mecanica dos oocistos (LINDSAY et al., 1997). Guimaraes et
al. (2015) verificaram que 15,1% dos ovinos tinham contato com cées e nao verificou
diferenca significativa, corroborando com Soares et al. (2009).

Foi considerada uma diferenca significativa na analise univariada

aproximadamente 6% (3/50) dos ovinos reagentes e com histérico de problemas
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reprodutivos e 14,7% (19/129) foram reagentes e ndo tinham historico. Discordando
de Pinheiro et al. (2009) e Guimaraes et al. (2015) que néo verificaram diferenca

significativa em Alagoas e Tocantins, respectivamente.

Com relacéo a assisténcia veterinaria, 6,2% (4/65) dos animais soropositivos
tinham assisténcia, mas nao foi significativo. Corroborando com Guimaréaes et al.
(2015) que verificou 12,8%(17/132) dos animais sororreagentes tinham a

assisténcia.

Os dados sobre prevaléncia dos animais que tiveram contato com plantas

toxicas podem ser visualizados na tabela 9.

Tabela 9 - Prevaléncia de anticorpos anti-T.gondii em ovinos que tinham contato
com plantas téxicas.

Contato com plantas toxicas (%)

Sim — Jurema 0/20 (0%)
Sim — Angico 1/14 (7,1%)
N&o 21/126 (16,7%)

O contato dos ovinos com plantas téxicas néo foi considerado significativo na
analise univariada. A ingestdo de plantas toéxicas pode ocasionar imunossupressao
no animal e segundo Tenter et al. (2000) a reativacdo da infeccdo em hospedeiros
cronicamente infectados pode ocorrer devido fatores que ocasionem

imunossupressao.

Quanto a relacdo da frequéncia de limpeza do ambiente onde 0s animais

viviam com a soropositividade pode ser vista na tabela 10.

Tabela 10 - Prevaléncia de anticorpos anti-T.gondii em ovinos, segundo a frequéncia
de limpeza da propriedade.

Frequéncia de Limpeza (%)
Diariamente/semanalmente 4/74 (5,4%)
Mensalmente/2-4meses 18/85 (21,2%)

A limpeza dos currais a cada més ou de 2 a 4 meses, foi considerada um fator
de risco para Toxoplasmose pela regressdo logistica. Embora possa ocorrer
infeccdo vertical, gatos que vivem no mesmo ambiente das ovelhas favorecem a

infeccéo horizontal (SAKATA et al., 2012). Portanto, pode-se inferir que um ambiente
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que € limpo diariamente ou semanalmente tem menor probabilidade de manutencao
dos oocistos. O odds ratio (OR) obtido (14,5) pode néo refletir o risco real, uma vez
que a quantidade de positivos foi pequena. No entanto, o OR foi significativo,
podendo indicar risco para essa variavel.

A ndo vermifugagdo dos ovinos (26,2%) foi avaliada como significante na
analise univariada e apoés regressao logistica foi considerada como fator de risco
para Toxoplasmose. Pode-se inferir que animais que ndo sao vermifugados podem
ter uma alta parasitemia, podendo ocasionar imunossupressdao. Como tambeém,
proprietarios que ndo tem um cuidado de vermifugar os animais, possivelmente, ndo
terdo um cuidado com manejo sanitario, favorecendo a manutencao dos oocistos. O
odds ratio (OR) obtido (4,5) pode néo refletir o risco real, uma vez que a quantidade
de positivos foi pequena. No entanto, o OR foi significativo, podendo indicar risco

para essa variavel.

5.3.4 Caes

Dos 56 céaes examinados, 19 (33,9%) apresentaram anticorpos anti-T. gondii
na RIFl e as titulacbes variaram de 16 a 64 (tabela 11). Nenhuma variavel foi
significativa na andlise univariada. No Piaui, Lopes et al. (2011) relataram uma
prevaléncia de 18%; Azevedo et al. (2005) verificaram 45,1% na Paraiba e

Romanelli et al. (2007) no Paran&a observou uma prevaléncia de 20,8%.

Tabela 11 — Frequéncia de anticorpos anti- T. gondii em cées considerando o0s
titulos.

Titulo Soropositivos (%)
1:16 18 94,7%
1:32 0 0%
1.64 1 5,3%
Total 19 100%

Dos cdes com idade entre seis meses e um ano 33,3% (6/18) foram
reagentes, dentre os animais com idade superior a um ano e menor que trés anos,
22,2% (4/18) apresentaram soropositividade, os caes com idade superior a trés anos
também apresentaram soropositividade de 45% (9/20). Dentre os machos, 38,9%

(14/36) foram soropositivos e dentre as fémeas, 25% (5/20).
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Todos os cées amostrados eram sem raca definida. Com relagcdo a cor das
mucosas, 34,3% (12/35) dos caes foram sororreagentes e apresentavam coloragao
normal e 33,3% (1/3) apresentavam mucosas hipocoradas. Dos animais que nao foi
obtido essa informacéao 6/18 (33,3%).

Os dados sobre a prevaléncia de acordo com 0s animais que tiveram contato
com mata/caatinga e que tinha habito de cacar, podem ser visualizados na tabela
12.

Tabela 12 - Prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em cédes, que tinham contato
com mata/caatinga e que tinha habito de cacar.

Variavel (%)
Contato com mata/caatinga 16/42 (38,1%)
Habito de caca 3/6 (50%)

Dados sobre a prevaléncia de acordo com o tipo de alimentacdo dada aos

cées podem ser visualizados na tabela 13.

Tabela 13 - Prevaléncia de anticorpos anti-T.gondii em cées, de acordo com o tipo
de alimentacao.

Tipo de alimentacgéo (%)

Comida caseira 8/19 (42,1%)
Racgéo 2/11 (18,2%)
Mista 5/14 (35,7%)
SI 4/12 (33,3%)

Em relacdo aos animais que comiam carne crua, 26,7% (4/15) foram
reagentes, enquanto dos que ndo comiam, 20% (3/15) e dos animais que nao foi
possivel obtermos essa informacéo 46,2% (12/26) foram soropositivos.

Com relacdo a assisténcia veterinaria, 33,3% (3/9) dos animais soropositivos
tinham assisténcia e 34,3% (12/35) nao tinha assisténcia veterinaria. Dos animais

sem informacgéao, 33,3% (4/12) foram reagentes.
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5.3.4 Gatos

Dos 32 gatos examinados, sete (21,9%) apresentaram anticorpos anti-T.
gondii na RIFI e as titulagdes obtidas variaram de 16 a 64 (tabela 14). Nenhuma

variavel foi significativa na analise univariada.

Tabela 14 — Frequéncia de anticorpos anti- T. gondii em gatos considerando os
titulos.

Titulo Soropositivos (%)
1:16 4 57,2%
1.32 2 28,6%
1.64 1 14,2%
Total 7 100%

Dos gatos com idade entre seis meses e um ano 20% (2/10) foram
reagentes, dentre os animais com idade superior a um ano e menor que trés anos,
14,3% (2/14) apresentaram soropositividade, os gatos com idade superior a trés
anos também apresentaram soropositividade de 66,7% (2/3) e dos animais que néo
foi possivel obtermos essa informacédo, 20% (1/5) foram soropositivos. Dentre o0s
machos, 17,6% (3/17) foram soropositivos e dentre as fémeas, 26,7% (4/15).

Dos gatos amostrados, 26,9% (7/26) eram sem raca definida e foram
reagentes para toxoplasmose, ja os gatos da raca Siamesa (6/32) ndo foram
reagentes.

Os dados sobre a prevaléncia dos animais que tiveram contato com plantas

toxicas podem ser visualizados na tabela 15.

Tabela 15 - Prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em caprinos que tinham
contato com plantas téxicas.

Contato com plantas téxicas (%)
Sim — Angico 1/35 (2,9%)
Sim — Jurema 0/20
N&o 4/106 (3,8%)

Sem informacéao 0/13




52

Em relacdo aos animais que comiam carne crua, 25% (4/16) foram reagentes,
enquanto os que n&o comiam, 22,2% (2/9) foram sororreagentes e dos que nao foi
possivel obtermos essa informacéo, 14,3% (1/7) foram soropositivos.

Com relacédo a assisténcia veterinaria, 50% (1/2) dos animais soropositivos
tinham assisténcia e 25% (6/24) nao tinha assisténcia veterinaria. Dos animais sem

informag¢ao nenhum foi reagente.

5.4 Sorodiagndstico para Neospora caninum em animais domeésticos
5.4.1 Caprinos

Neospora caninum €é considerado a principal causa de abortos em bovinos em
alguns paises, podendo também causar abortos em caprinos (DUBEY, 2003;
MODOLO et al.,, 2008). A comparacdao dos trabalhos realizados no Brasil e no
mundo deve ser realizada com precaucdo por causa das diferentes técnicas
utilizadas, ponto de corte e caracteristicas intrinsecas de cada regiéo.

Dos 174 caprinos examinados, cinco (2,9%) apresentaram anticorpos anti-N.
caninum na RIFI. As titulacdes obtidas variaram de 50 a 200 (tabela 16). Figliuolo et
al. (2004a) verificou uma prevaléncia baixa (6,4%) em Sao Paulo. No mesmo estado
Modolo et al. (2008) encontraram uma prevaléncia maior de 17,4%. Faria et al.
(2007) observou uma prevaléncia de 3,3% na Paraiba. Moraes et al. (2011)
encontrou uma frequéncia de 17,3% no Maranhdo e Silva et al. (2009) na Bahia
(1,9%). Lima et al. (2008) verificou uma prevaléncia de 1,05% em caprinos do
Municipio de Mossoro, Rio Grande do Norte. Santos et al (2013) encontrou 26% dos
caprinos de Monteiro na Paraiba sororreagentes. Uzéda et al. (2007) em estudos na

Bahia verificou uma frequéncia de 15%.

Tabela 16 — Frequéncia de anticorpos anti- N. caninum em caprinos considerando os
titulos.

Titulo Soropositivos (%)
1.50 4 80%
1:200 1 20%

Total 5 100%
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Sharif et al. (2007) desenvolveram um estudo de soroprevaléncia em ovinos e
caprinos para T. gondii e justificaram a baixa prevaléncia encontrada na espécie
caprina ao fato desses animais se alimentarem das partes mais alta de gramineas e
pequenos arbustos, tendo assim, pouco contato com o solo e portanto com menor
risco de ingestdo de oocistos. Acredita-se que esse fato contribuiu para baixa
prevaléncia observada neste estudo, uma vez que 0s animais das propriedades
estudadas eram criados em sua maioria em regime semi-intensivo (115/174) e,
portanto com acesso livre aos canideos. A soropositividade observada dos animais
procedentes de criagcdes semi-intensiva foi de 4,3% (5/115). No sistema intensivo
nenhum animal foi soropositivo (0/59).

Quanto a faixa etaria dos caprinos, a prevaléncia foi de 3,8% (3/80) dos
animais com idade entre seis meses e um ano e de 2,1% (2/94) nos animais maiores
gue um ano. Uzéda et al. (2007) demonstraram resultado no qual a maioria dos
animais prevalentes (16%) pertenciam a categoria de caprinos com idade menor ou
igual a seis meses. Figliuolo et al. (2004a) encontrou valores maiores em animais
acima de quatro anos (9,9%), porém, nao foi significativo. Segundo Anderlini et al.
(2011a) pode ser mais frequente a transmissao vertical do que a horizontal na
espécie caprina.

Quanto a variavel sexo, 3% (2/67) dos machos e 2,8% (3/107) das fémeas
foram soropositivos. Faria et al. (2007) encontraram uma soroprevaléncia de 5% em
machos e 2,2% em fémeas. Jittapalaponga et al. (2005) na Tailandia, encontraram
em caprinos de corte 29,7% das fémeas reagentes e 18% dos machos e no mesmo
estudo ele observou que nos caprinos de leite foi semelhante, 35,3% e 33,3% em
machos e fémeas, respectivamente. Topazio et al. (2014) encontrou 20% dos
machos e 80% das fémeas soropositivos, mas nao foi significativo.

A distribuicdo de animais soropositivos em relacdo a raca foi considerado
significativo na analise univariada e apresentou-se da seguinte forma: 4,3% (5/115)
dos animais eram mesticos e nenhum (0/59) caprino com rac¢a definida foi reagente.
Uzéda et al. (2007) encontraram uma prevaléncia de 7% (3/42) em caprinos
mesticos, 24% (34/144) da raca Alpina, 14% (19/134) da raca Saanen e 3% (2/64)
da raca Anglo Nubiana constatando a relagédo entre a raca e a soropositividade.
Topéazio et al. (2014) verificaram uma frequéncia de 70% nos animais de raca

mestica, 27% nos caprinos da raga Boer e 3% da Anglo Nubiana.
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No presente estudo a soropositividade foi observada apenas nos animais
procedentes de criagbes com manejo semi-intensivo, 4,3% (5/115) e foi considerado
significante na analise univariada. No trabalho de Santos et al. (2013) foi verificada
uma prevaléncia de 14,9% (15/101) no manejo semi-intensivo e 42,9% (3/7) no
extensivo.

Em relagdo ao problema reprodutivo, 2,1% (1/47) foram reagentes na RIFI e
tinham o historico, mas néo foi um dado significante. Topazio et al. (2014) verificou
que 23% dos animais tinham problemas reprodutivos e foram soropositivos..

Em relagdo a soropositividade dos animais que tinham contato com gato, foi
encontrada uma prevaléncia de 8,5% (4/47) para os animais que tiveram contato
com o gato e 0,8% (1/127) para os animais que nao tiveram contato, esse resultado
nao foi considerado significativo na analise univariada. Corroborando com Moraes et
al. (2011) no Maranhd&o. Esse resultado é esperado, visto que o hospedeiro definitivo
da Neosporose é o cao.

A prevaléncia dos animais reagentes que tinham contato com cées foi de
3,5% (4/114) e nao foi considerada significativa na analise univariada. No entanto,
no estado de S&o Paulo, Figliuolo et al. (2004a) relataram uma associacao entre a
presenca de caes e infec¢cdo N. caninum pelo teste do qui-quadrado. Estudos tém
demonstrado relatos de abortamentos por N. caninum em caprinos por transmissao
horizontal com fezes de cédes contendo oocistos (MORENO et al., 2012; ELENI et
al., 2004).

Os dados sobre a prevaléncia dos animais que tiveram contato com plantas
toxicas podem ser visualizados na tabela 17.

Tabela 17 - Prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em caprinos que tinham
contato com plantas toxicas.

Variavel (%)
Sim (Angico) 1/35 (2,9%)
Sim (Jurema) 0/20 (0%)
N&o 3,8% (4/106)

A presenca de plantas toxicas foi pouco associado a prevaléncia de N.
caninum nos caprinos e nao foi considerada significativa. Algumas substancias

toxicas podem causar imunossupressao e segundo Tenter et al. (2000) a reativacéo
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da infeccdo em hospedeiros cronicamente infectados pode ocorrer devido fatores

gue ocasionem imunossupressao.

Quanto a relacdo da frequéncia de limpeza do ambiente onde os animais

viviam e a soropositividade pode ser visualizada na tabela 18.

Tabela 18 - Prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em caprinos, segundo a
frequéncia de limpeza da propriedade.

Frequéncia de Limpeza (%)
Diariamente 1/96 (1%)
Semanalmente/Quinzenalmente 1/68 (1,5%)
Anualmente 3/10 (30%)

A limpeza dos currais anualmente foi considerada um fator de risco para
Toxoplasmose pela regressé@o logistica. Pode-se inferir que um ambiente que é
limpo diariamente ou semanalmente tem menor probabilidade de manutencédo dos
oocistos. O odds ratio (OR) obtido (40,7) pode néo refletir o risco real, uma vez que
a quantidade de positivos foi pequena. No entanto, o OR foi significativa, o que

indica um fator de risco.

5.4.2 Ovinos

Dos 179 ovinos examinados, 39/179 (21,8%) apresentaram anticorpos anti-
N. caninum na RIFl e as titulacbes obtidas variaram de 50 a 800 (tabela 19).
Nenhuma variavel foi significativa na analise univariada. Neosporose é uma doenca
conhecida mundialmente por afetar cdes e bovinos, mas também pode causar
abortos em ovelhas (BARTOVA et al., 2009). Em S&o Paulo, Langoni et al. (2011),
Figliuolo et al. (2004b) e Romanelli (2002) verificaram uma prevaléncia de 12,8%
9,2% e 9,5%, respectivamente. Aguiar et al. (2004) observaram uma prevaléncia
maior (29%) em Monte Negro, Rondénia.
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Tabela 19 — Frequéncia de anticorpos anti- N. caninum em ovinos considerando os
titulos.

Titulo Soropositivos (%)

1:50 9 23,1%
1:100 10 25,6%
1:200 8 20,5%
1:400 4 10,3%
1.800 8 20,5%
Total 39 100%

Dos ovinos com idade entre seis meses e um ano 25,9% (15/58) foram
reagentes, dentre os animais com idade superior a um ano e menor que trés anos,
23,2% (19/82) apresentaram soropositividade e os ovinos com idade superior a trés
anos, 12,8% (5/39) foram sororreagentes. Dentre os machos, 25,5% (13/51) foram
soropositivos e 20,3% (26/128) das fémeas foram reagentes.

A distribuicdo de animais soropositivos em relagdo a raca apresentou-se da
seguinte forma: 22,5% (39/173) dos animais eram mesticos e foram sororreagentes
e nenhum (0/6) ovinos da raca Santa Inés foi reagente.

Com relacdo ao sistema de produgdo dos ovinos, a soropositividade
observada dos animais procedentes de criacdes semi-intensiva, foi de 20,1%
(28/139) e no sistema intensivo foi de 27,5% (11/40).

Em relacédo a soropositividade dos animais que tinham contato com gato, foi
encontrada uma prevaléncia de 20,8%(5/24) e dos cées de 18,1% (19/105).

Quanto a relagcdo da frequéncia de limpeza do ambiente onde os animais

viviam com a soropositividade pode ser vista na tabela 20.

Tabela 20 - Prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em ovinos, segundo a
frequéncia de limpeza da propriedade.

Frequéncia de Limpeza (%)
Diariamente 11/40 (27,5%)
Semanalmente 6/35 (17,1%)
Mensalmente 5/20 (25%)
A cada 2 meses 5/23 (21,7%)
A cada 4 meses 7141 (17,1%)

Sem informagéo 5/20 (25%)
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Os dados sobre a prevaléncia dos animais que tiveram contato com plantas

toxicas podem ser visualizados na tabela 21.

Tabela 21 - Prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em ovinos que tinham contato
com plantas toxicas.

Contato com plantas toxicas (%)

Sim — Algaroba 5/20 (25%)
Sim — Angico 1414 (28,6%)
Nao 28/126 (22,2%)
Sem informacéo 2/19 (10,5%)

Com relacdo a assisténcia veterinaria, 24,6% (16/65) dos animais

soropositivos tinham assisténcia.

5.4.3 Caes

Nenhum céo foi sororreagente para Neospora caninum pela RIFI. Como
encontramos prevaléncias nos outros animais domésticos, ndo podemos inferir que
nao existe a presenca do agente na regido estudada. Apenas que nédo foi
encontrado na nossa amostragem. O que pode justificar a presenca de anticorpos

Nnos outros animais é a ocorréncia do ciclo silvestre da neosporose.

5.4.4 Gatos

Dos 32 gatos examinados, dois (6,3%) apresentaram anticorpos anti-N.
caninum na RIFI e as titulacBes obtidas variaram de 100 a 400 (tabela 22). Nenhuma

variavel foi significativa na analise univariada.

Tabela 22 — Frequéncia de anticorpos anti- N. caninum em gatos considerando os
titulos.

Titulo Soropositivos (%)
1:100 1 50%
1:400 1 50%

Total 2 100%
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Dos gatos com idade entre seis meses e um ano nenhum (0/10) foi reagente,
dentre os animais com idade superior a um ano e menor que trés anos, 7,1% (1/14)
apresentaram soropositividade, os gatos com idade superior a trés anos néo foram
reagentes (0/3) e dos animais sem informacdo, 20% (1/5) foram soropositivos.
Dentre os machos, 11,8% (2/17) foram soropositivos e nenhuma fémea (0/15) foi
reagente.

Dos gatos amostrados, 3,8% (1/26) eram sem raca definida e foram
reagentes para neosporose e 16,7% (1/6) dos gatos da raca Siamesa foram
reagentes.

Os dados sobre a prevaléncia dos animais que tiveram contato com

mata/caatinga e que tinham héabito de cacar podem ser visualizados na tabela 23.

Tabela 23 - Prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em gatos, que tinham contato
com mata/caatinga e que tinham hébito de cacar.

Variavel (%)
Contato com mata/caatinga 2/25 (8%)
Habito de caca 0/7 (0%)

Em relacdo aos animais que comiam carne crua, 12,5% (2/16) foram
reagentes, enquanto os que ndo comiam (0/9) ndo foram reagentes, como também

0S que nao tinham informacéo (0/7).

Com relacdo a assisténcia veterinaria, nenhum (0/2) dos animais que tinham
assisténcia foram soropositivos, 8,3% (2/24) nado tinha assisténcia veterinaria e

nenhum dos animais sem informacao foram reagentes.
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6. CONCLUSOES
A partir dos resultados obtidos foi possivel:

-Verificar a ocorréncia, por meio do MAT, de anticorpos anti- T. gondii em Didelphis

Albiventris;

- Confirmar a circulacéo de Toxoplasma gondii em ovinos, caprinos, caes e gatos de
Petrolina, PE;
- Confirmar a circulagdo de Neospora caninum em ovinos, caprinos e gatos de
Petrolina, PE;
-Determinar fatores de risco para infeccdo por Toxoplasma gondii e Neospora

caninum.
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