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RESUMO

ESMERINI, P. O. Ocorréncia e isolamento de Toxoplasma gondii e Neospora
spp. em equideos do Brasil. [Occurrence and Isolation of Toxoplasma gondii and
Neospora spp. in equids from Brazil]. 2013. 89 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo, 2012.

Neospora caninum é um parasito intracelular obrigatério, formador de cistos, que
acomete varios animais domeésticos e silvestres, tendo maior importancia nas
espécies canina e bovina, nas quais causa problemas nervosos e reprodutivos. Os
canideos do género Canis s@o os unicos reconhecidos como hospedeiros definitivos
do N. caninum até o momento, nos quais ocorre a fase sexuada de multiplicacéo,
resultando na eliminacéo de oocistos pelas fezes. Toxoplasma gondii também & um
coccidio responsavel por uma das zoonoses de maior importancia e ocorréncia em
todo o mundo. A fase assexuada de desenvolvimento do T. gondii ocorre nos
mamiferos e aves (hospedeiros intermediarios) com formacéo de cistos teciduais e a
fase sexuada de desenvolvimento ocorre no intestino delgado dos hospedeiros
definitivos, que sdo os membros da familia Felidae. Este estudo teve por objetivo
determinar a soroprevaléncia de anticorpos contra Neospora spp. € T. gondii em
equideos de diferentes regides do Brasil e 0 isolamento e caracterizacdo genética
destes coccidios em amostras de tecidos de equideos. A sorologia para T. gondii e
Neospora spp. foi realizada em 453 amostras de soros por meio da Reacédo de
Imunofluorescéncia Indireta com ponto de corte de 50 para Neospora spp e 64 para
T. gondii. Deste total, oito (1,75%) amostras (sete de jumentos e um de cavalo)
foram positivas para Neospora spp. e 129 (28,47%) amostras (82 jumentos, 32
cavalos e 15 mulas) para T. gondii. Para o isolamento do T. gondii foram realizados

29 bioensaios em camundongos, sendo 19 de animais soropositivos e 10 de pools



de tecidos de cavalos soronegativos. Por meio dessa prova biolégica, foi possivel o
isolamento em uma amostra de jumento (Equus asinus) de Mossoré, RN, ocorrendo
a morte dos dois Unicos camundongos infectados, no 16° e 17° dia pds-inoculagéo.
A caracterizacédo genotipica do isolado foi realizada pela PCR-RFLP utilizando 12
marcadores genotipicos. A genotipagem dessa amostra evidenciou o genétipo #60
TgCkBr220, ja isolado em galinha do Arquipélago de Fernando de Noronha, PE,
Brasil. O isolamento de Neospora spp em gerbilos ndo pode ser feito uma vez que

nao foi possivel a obtencao de tecidos dos equideos soropositivos.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Neospora spp. Equideos. Sorologia.

Genotipagem. PCR-RFLP.



ABSTRACT

ESMERINI, P. O. Occurrence and isolation of Toxoplasma gondii and Neospora
spp. in equids from Brazil. [Ocorréncia e isolamento de Toxoplasma gondii e
Neospora spp. em equideos do Brasil].2013 89 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo, 2012.

Neospora caninum is an obligate intracellular parasite, forming cysts that affect many
domestic and wild animals, having greater importance in canine and bovine species
due neurological and reproductive problems. Canids of the genus Canis are
recognized as the only definitive hosts of N. caninum until the moment in which
sexual phase occurs multiplication, resulting in the elimination of oocysts in the feces.
Toxoplasma gondii is also a coccidian parasite responsible for a zoonotic disease of
great importance and occurrence around the world. The asexual developmental
stage of T. gondii occurs in mammals and birds, the intermediate hosts, resulting in
the formation of cysts and the sexual stage occurs in the small intestine of definitive
hosts, which are the felids, occurring oocysts formation. This study aimed to
determine the seroprevalence of antibodies against Neospora spp. and Toxoplasma
gondii in equids from different regions of Brazil and the isolation and genetic
characterization of these parasites from equids tissue. Serology for T. gondii and
Neospora spp. was performed in 453 serum samples by Immunofluorescence
Antibody Test (IFAT). Of this total, eight (1.75%) samples (seven of donkeys and one
of horse) were positive to Neospora spp. antibodies and 129 (28.47%) samples (82
donkeys, 32 horses, 15 mules) were T. gondii seropositive. For the isolation of T.
gondii, bioassay was performed in mice. A sample of one donkey (Equus asinus)
from Mossoré, RN, was obtained with two of the 20 inoculated mouse infected. The

mouse died at day 16™ and 17" post inoculation. The genotypic characterization of



the isolate was performed by PCR-RFLP using 12 genotypic markers. Genotyping
showed the genotype #60 TgCkBr220, already described in chickens from Fernando
de Noronha, PE, Brazil. Due the impossibility of acquisition of tissue from Neospora
spp seropositive equids, isolation of this coccidian by gerbil bioassay was not

possible to be done.

Keywords: Toxoplasma gondii. Neospora spp. Equines. Serology. Genotyping. PCR-
RFLP.
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1 REVISAOQ DE LITERATURA

1.1 Neospora spp.

Neospora caninum é um parasito intracelular obrigatorio, formador de cistos,
pertencente ao filo Apicomplexa, causador da doenga conhecida como neosporose.
Este coccidio acomete varios animais domeésticos e silvestres, tendo maior
importancia nas espécies canina e bovina (DUBEY et al., 1988a).

Em 1988, foi reconhecido como nova espécie e género (DUBEY et al.,
1988a), entretanto foi primeiramente encontrado em 1984, na Noruega. Caes foram
diagnosticados com uma doenca neuroldgica, com quadro semelhante a
toxoplasmose e taquizoitos estavam presentes no cérebro e musculos, anticorpos
anti-Toxoplasma gondii ndo foram detectados no soro destes cées, 0s quais
tampouco responderam ao bioensaio em camundongos (BJERKAS; MOHN;
PRESTHUS, 1984).

Dubey et al. (1988a) realizaram um estudo retrospectivo (laminas de tecidos
de cées do periodo de 1948 a 1987), examinando cortes histolégicos de 23 caes
pela imuno-histoquimica, cuja suspeita da causa da morte era toxoplasmose; em 13
identificou-se T. gondii € nos outros dez cortes, foi encontrado um parasito distinto
morfolégica e antigenicamente de T. gondii que foi classificado, posteriormente,
como N. caninum.

O primeiro isolado desse coccidio foi obtido nos Estados Unidos, em cées

(DUBEY et al., 1988b), o que levou o0 agente a ser nomeado Neospora caninum.
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Alguns anos mais tarde verificou-se que esse parasito causava, em cées,
uma forma clinica mais severa do que a causada pelo T. gondii e foram constatadas
diferencas estruturais e histopatolégicas entre ambos (DUBEY; LINDSAY, 1993).

Os canideos do género Canis sdo o0s Unicos reconhecidos como hospedeiros
definitivos do N. caninum até o momento, nos quais ocorre a fase sexuada de
multiplicacéo, resultando na eliminagdo dos oocistos pelas fezes. Estes se infectam
ingerindo tecidos de bovinos e de outras espécies que contenham cistos teciduais e
via transplacentéria (transmissao vertical). Os oocistos eliminados com as fezes
contaminam agua e alimentos consumidos pelos hospedeiros intermediarios, dentre
0s quais os equinos (MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY; DUBEY; DUNCAN,

1999). A figura 1 ilustra o ciclo biolégico de N. caninum.

Figura 1- Ciclo Biolégico de Neospora caninum
Fonte: (SOARES; GENNARI, 2012).*

ABORTO BEZERROS SADIOS

i

TAQUIZOITOS
CISTOS TECIDUAIS

L5 . m »
. ~-,':_ i ,:.J‘ ‘«J«

HOSPEDEIRO INTERMEDIARIO HOSPEDEIROS INTERMEDIARIOS 0O0CISTOS ESPORULADOS

2

! Figura fornecida por SOARES e GENNARI, em S&o Paulo, em 2012.
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NAS FEZES
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Nos anos posteriores, se deu o desenvolvimento e a padronizagcdo de
métodos de diagnéstico, 0s quais viabilizaram a realizacdo de estudos
epidemioldgicos (PARE; HIETALA; THURMOND, 1995; BJORKMAN; UGGLA,
1999).

Embora a ocorréncia seja relativamente frequente nas diferentes espécies
animais, a patogenicidade do N. caninum varia entre as espécies de hospedeiros.
Dentre o0s animais domésticos, os bovinos se destacam por sua maior
suscetibilidade e apresentam perdas na esfera reprodutiva como abortamentos,
natimortalidade ou nascimento de bezerros aparentemente sadios, porém
infectados. A infeccdo também pode ser transmitida da vaca para o bezerro pela via
transplacentaria e pode ocorrer ao longo de sucessivas gestacdes disseminando a
infeccéo no rebanho (DUBEY, 1999).

Desde sua descricdo, N. caninum vem sendo implicado como um dos
principais causadores de aborto em bovinos em varias regides do mundo. O impacto
econdmico da infeccéo por esse parasito esta relacionado tanto ao valor dos fetos
abortados, quanto aos custos indiretos tais como: auxilio profissional, reducédo da
vida produtiva da vaca, alteracdo no tempo de lactacdo, possiveis quedas na
producéao de leite e custos com diagnostico (THURMOND; HIETALA; BLANCHARD,
1997).

Neospora caninum ja foi identificado em tecidos de cédes, 0os quais sao
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), de cervideos (DUBEY et al., 1996;
VIANNA et al., 2005), de equinos (DUBEY et al., 1999), de suinos (AZEVEDO et al.,
2010) e de bufalos (RODRIGUES et al., 2004). Em tecidos de galinhas N. caninum
ja foi detectado por métodos moleculares (COSTA et al., 2008).

Dentre os animais domésticos, anticorpos anti-N. caninum ja foram verificados
em gatos (DUBEY et al., 2002; FERROGLIO et al., 2005; BRESCIANI et al., 2007),
suinos (HELMICK et al., 2002; DAMRIYASA et al., 2004), ovinos (HELMICK et al.,
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2002; HASSIG et al., 2003; FIGLIUOLO et al., 2004; VOGEL et al., 2006;
ROMANELLI et al., 2007; ROSSI et al., 2011), caprinos (DUBEY et al., 1996;
NAGULESWARAN et al., 2004; FIGLIUOLO et al., 2004; CZOPOWICS et al., 2011),
bafalos (FUJII et al., 2001; GENNARI et al., 2005), bovinos (MARQUES et al., 2011;
XIA et al., 2011; EIRAS et al., 2011) e em equinos (DUBEY et al., 1999; HOANE et
al., 2006; LOCATELLI-DITRICH et al., 2006; VILLALOBOS et al., 2006; MORAVEJI
et al., 2011).

Em animais silvestres, anticorpos anti-N. caninum ja foram encontrados em
alpacas, Ilhamas, camelos (HILALI et al., 1998; SADREBAZZAZ et al., 2006),
gambas (YAI et al., 2003), capivaras (YAl et al., 2008), raposas (BUXTON et al.,
1997) e coiotes (STIEVE et al., 2010) entre outros. Num estudo realizado no Brasil
com cervideos, verificou-se ocorréncia de anticorpos significativamente superior nos
cervideos que viviam em locais préximos aos humanos e seus animais domésticos,
guando comparados a cervideos com menor contato com os animais domeésticos
(TIEMANN et al., 2005). Tal fato reforgca a importancia do cdo na epidemiologia do
agente no ambiente silvestre.

Os coiotes (Canis latrans) também foram confirmados como hospedeiros
definitivos do coccidio, eliminando oocistos em suas fezes (GONDIM et al., 2004).
Recentemente, na Australia, King et al. (2010) verificaram que o cdo australiano
dingo (Canis lupus dingo) é hospedeiro definitivo do N. caninum e Dubey et al.
(2011), nos Estados Unidos, observaram que lobos cinzentos (Canis lupus)
eliminaram oocistos desse coccidio. E desconhecido se outros canideos ou até
mesmo outras espécies animais possam atuar como hospedeiros definitivos de N.
caninum.

Isolados de N. caninum em cées foram obtidos nos Estados Unidos (DUBEY
et al., 1988b; CUDDON et al., 1992; MARSH et al., 1998), Reino Unido (BARBER et
al., 1995), Alemanha (PETERS; WAGNER; SCHARES, 2000), Brasil (GONDIM et
al., 2001), Argentina (BASSO et al., 2001) e Portugal (BASSO et al., 2009).
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O primeiro estudo para detectar a presenca de anticorpos anti-N. caninum em
equinos foi realizado por Dubey et al. (1999). Os autores examinaram 296 amostras
de soro de equinos destinados ao abate através do NAT (Neospora Agglutination
Test), com ponto de corte estabelecido na diluicdo 1:40. A frequéncia da ocorréncia
de anticorpos foi de 23,3% (69 positivos) com titulos de 40 (19), 80 (19), 100 (3),
400, (4) e 800 (17).

No Brasil, foram encontrados anticorpos anti-Neospora spp. em equinos de
diversos estados como: Minas Gerais, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Mato
Grosso do Sul e Goias pelo ELISA (HOANE et al, 2006), em Sao Paulo
(VILLALOBOS et al.,, 2006) e Parana (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006), pela
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) com ponto de corte de 50 e com
valores que variaram de 1,6% a 47% de positividade.

Nos Estados Unidos, Marsh et al. (1996,1998) identificaram uma nova
espécie de Neospora em um cavalo adulto que apresentava severa incoordenacao
motora, tendo o parasita sido isolado de cérebro e medula espinhal. Essa nova
espécie foi denominada Neospora hughesi por possuir diferencas estruturais e
moleculares em relacdo a N. caninum.

Existem ainda incertezas com relacdo as consequéncias da infeccdo por
estes parasitos em equinos. As principais diferencas entre eles € que os bradizoitos
de N. hughesi parecem ser menores, 0s oocistos e 0s hospedeiros definitivos do N.
hughesi ainda n&o foram identificados, os antigenos de N. hughesi possuem
diferentes proteinas das observadas em N. caninum (as proteinas de gréanulos
densos de N. hughesi sdo diferentes das proteinas correspondentes de N. caninum)
e 0s parasitos tem um comportamento biologicamente diferente quando inoculados
em roedores, isto €, os gerbilos ndo sdo suscetiveis a N. hughesi, mas séo
suscetiveis a N. caninum (WALSH et al., 2000; DUBEY et al., 2002).

Dubey e Portfield (1986) relataram o primeiro caso de neosporose em feto

equino abortado em 1985. Lindsay et al. (1996) observaram uma égua com cegueira
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parcial e encontraram um cisto tecidual de Neospora spp. no sistema nervoso
central (SNC) desse animal.

Em equinos a neosporose pode causar aborto, doengas neonatais, viscerais,
e neuroldgicas. A neosporose foi diagnosticada em cavalos adultos com sinais
clinicos semelhantes aos da mieloencefalite protozoaria equina (EPM), causada pelo
protozoario Sarcocystis neurona (MARSH et al., 1996).

Neosporose visceral foi descrita em fémea da espécie equina da raca
Appaloosa com histérico de perda de peso e anemia (GRAY et al., 1996). Foram
encontrados taquizoitos em linfonodos mesentéricos e intestino delgado do animal,
os quais foram identificados pela imuno-histoquimica.

Daft et al. (1997) diagnosticaram neosporose em uma égua de 19 anos que
apresentava paralisia do membro posterior e comportamento anormal. O protozoario
foi observado no SNC, medula espinhal e nervos periféricos. O animal apresentou
sinais da Doenca de Cushing, o que deve ter contribuido para a imunossupressao e
reativacéo de infeccédo latente por Neospora spp.

Doenca neuroldgica causada por N. hughesi foi diagnosticada em cavalos
adultos nos Estados Unidos. Houve um caso de infec¢cdo por Neospora em equino
da raca quarto de milha com 13 anos de idade, procedente do Alabama, EUA. O
animal apresentou ataxia e fraqgueza no membro posterior durante cinco meses. Na
necropsia nenhuma lesdo macroscapica foi evidenciada (CHEADLE et al., 1999).

O primeiro caso de EPM causado pelo Neospora hughesi no Canada foi
relatado por Woebeser et al. (2009). O protozoéario foi identificado como N. hughesi,
tendo sido encontrado em lesdes infamatoérias de SNC de um equino adulto com 10
anos de idade. O animal apresentou sinais neurolégicos como ataxia, dificuldade em
erguer-se e foi sacrificado. Nos cortes histoldgicos de varios 6rgéaos, corados pela
hematoxilina-eosina, lesfes significantes foram encontradas na porcdo cervical e
SNC, tais como agregado linfocitario multifocal ou circunferencial & massa
encefélica. Para confirmagdo do diagnéstico foi realizada a imuno-histoquimica,

sendo positiva para Neospora e logo apés a PCR para diagnéstico de espécie.
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Outro relato de caso de EPM causada por N. hughesi foi feito na Califérnia.
Em uma mula com enfermidade motora, anormalidades oculares e andar
cambaleante observou-se anisocoria, estrabismo, ptose palpebral, déficit do reflexo
pupilar, dentre outros. Anormalidades neurolégicas incluiam paralisia do nervo facial
e atrofia muscular neurogénica. Para confirmacao de mieloencefalite pelo N. hughesi
foram realizados apenas testes sorolégicos para a presenca de Sarcocystis neurona
com resultado negativo e a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para N.
hughesi com titulo de 40, sendo estes considerados positivos (FINNO et al., 2010).

Cheadle et al. (1999) utilizaram a RIFI, com ponto de corte de 50, para
determinar a frequéncia da ocorréncia de anticorpos especificos para N. caninum
nos soros de 536 equinos do Alabama, Estados Unidos, sem sintomatologia clinica e
submetidos ao diagnostico de Anemia Infecciosa Equina. Anticorpos IgG anti-
Neospora spp. estavam presentes em 62 (11,5%) animais, com titulos de 1:50 em
35 animais (6,5%), 1:100 em 19 animais (3,5%), 1:200 em 7 animais (1,3%) e 1:600
em um animal (0,2%).

Com o objetivo de verificar a existéncia de associacao entre a presenca de
anticorpos séricos anti-Neospora spp. e historico recente de falhas reprodutivas em
animais da espécie equina, Villalobos et al. (2006) realizaram um estudo com 1106
amostras de soros de equinos. As amostras foram divididas em dois grupos: animais
com falhas reprodutivas (500 equinos) e grupo controle sem falhas reprodutivas (606
equinos). Pela RIFI (= 50) anticorpos anti-Neospora spp. foram encontrados em 114
(10,3%) animais sendo 15,4% (77/500) para os com falhas reprodutivas e de 6,1%
(37/606) para os controles. Associacdo entre positividade para Neospora spp. e a
presenca de disturbios reprodutivos foi observada.

Villalobos et al. (2012) realizaram um estudo de prevaléncia de anticorpos
anti-Neospora sp. em 97 cavalos de carroceiros aparentemente saudaveis de
Curitiba (25) e Séo José dos Pinhais (72), Parana, utilizando a RIFI e encontraram

um (4%) e 13 (18%) animais, respectivamente, positivos para esse coccidio.
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1.2 Toxoplasma gondii

As primeiras descricdes de T. gondii ocorreram quase simultaneamente em
diferentes partes do mundo. No Brasil, Splendore (1908) descreveu o parasita em
coelhos e, na Africa, Nicolle e Manceaux (1908) descreveram taquizoitos do parasita
em tecidos de um roedor africano, Ctenodactylus gundi. Em 1909, Nicolle e
Manceaux introduziram o género Toxoplasma. O nome Toxoplasma (toxo = arco;
plasma = forma, grego) refere-se a sua forma em lua crescente. Mais de 60 anos
depois, em 1970, o conhecimento sobre o ciclo biolégico de T. gondii foi completado
através da descoberta dos estagios sexuais do parasito no intestino delgado de
gatos (DUBEY; MILLER; FRENKEL, 1970a, b).

O ciclo biolégico de T. gondii € heteroxeno facultativo. A fase assexuada de
desenvolvimento ocorre em varios tecidos dos hospedeiros intermediarios
(mamiferos e aves), resultando na formacdo de cistos, e a fase sexuada de
desenvolvimento ocorre no intestino delgado dos hospedeiros definitivos (gatos
domeésticos e outros membros da familia Felidae), resultando na formacédo dos
oocistos (DUBEY; BEATTIE, 1988; LINDSAY; BLAGBURN; DUBEY, 1997). Ha trés
estagios infectantes que sao os taquizoitos livres ou em pseudocistos em diversos
o6rgdos, o0s bradizoitos nos cistos teciduais e 0S esporozoitos nos oocistos
esporulados. Os trés estagios sao infectantes para hospedeiros intermediarios e
definitivos (DUBEY; BEATTIE, 1988).

Nos hospedeiros intermediarios, apés a infeccdo com qualquer dos estagios
infectantes, ha a multiplicacdo réapida dos taquizoitos por endodiogenia em
diferentes tipos de células, culminando na formagéo dos cistos teciduais. Os cistos
contém bradizoitos, que sdo estagios que se dividem lentamente, também por
endodiogenia, e se localizam predominantemente no cérebro e musculatura

cardiaca e esquelética, persistindo por um longo periodo, provavelmente por toda a
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vida do hospedeiro (DUBEY; FRENKEL, 1972; DUBEY; FRENKEL, 1976; DUBEY;
BEATTIE, 1988).

Os felinos sé@o considerados as espécies-chave na transmissdo de T. gondii
para 0 Homem e outras espécies animais por serem 0s Unicos hospedeiros a
excretarem os oocistos nas fezes (DUBEY; BEATTIE, 1988). Um Unico gato pode
eliminar até 10 milhdes de oocistos, que se tornam infectantes apds esporulagdo no
ambiente (DUBEY; MILLER; FRENKEL, 1970a; FRENKEL; DUBEY; MILLER, 1970).

Todos os gatos domésticos sao suscetiveis a infeccdo, independentemente
de sexo, idade ou raca (DUBEY; HOOVER; WALLS, 1977) e aqueles com menos de
um ano de idade produzem o maior niumero de oocistos; animais adultos né&o
infectados também eliminam oocistos ao ingerirem cistos, mas a excrecao é menor e
por um periodo mais curto (DUBEY; HOOVER; WALLS, 1977; DUBEY; BEATTIE,
1988; LINDSAY; BLAGBURN; DUBEY, 1997).

Os gatos adquirem uma forte imunidade intestinal apds a primo-infeccao,
raramente re-excretando oocistos. Dubey (1995) observou uma nova eliminacdo em
55% de gatos desafiados seis anos ap0s a infeccdo primaria. Alguns gatos podem
eliminar novamente oocistos, mesmo sem reinfec¢do, quando imunodeprimidos ou
infectados com Isospora spp (CHESSUM, 1972; DUBEY; FRENKEL, 1974; DUBEY,
1976).

A figura 2 ilustra o ciclo biolégico de T. gondii.



Figura 2 - Ciclo de Biolégico de Toxoplasma gondii.
Fonte: (SOARES; GENNARI, 2012).
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Os equinos parecem ser uma das espécies mais resistentes no

desenvolvimento clinico da toxoplasmose (AL-KHALID; DUBEY, 1979), entretanto,

sinais clinicos caracterizados por hiper irritabilidade, incoordenacdo motora,

disturbios oculares e abortamento ja foram relatados (DUBEY; PORTFIELD, 1986;

TURNER; SAVVA, 1991).

Dubey, Kerber e Granstrom (1999) afirmaram que nédo ha evidéncias de que

a doenca clinica ocorra em equinos, enfatizando que os cistos teciduais do parasito

podem persistir no tecido por varios meses.

A prevaléncia do T. gondii em equinos € muito baixa e Dubey et al. (1999)

consideram que o risco de contrair infeccdo através do consumo da carne desses

animais seria bastante baixo e esta espécie ndo teria uma importancia

? Figura fornecida por Soares e Gennari, em S3o Paulo, em 2012.
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epidemioldgica significativa. No entanto, a carne de equinos pode veicular cistos de
T. gondii, representando assim, um problema de saude publica. Além disso,
constituem uma fonte de infeccdo para animais de zooldgico que sdo alimentados
com esse tipo de carne, em especial os felideos silvestres que sdo hospedeiros
definitivos do agente, podendo elimina-lo no meio ambiente por meio das fezes
(MENDONCA et al., 2001).

No Brasil, Macruz et al. (1975) relataram o0 surgimento, em equinos Puro
Sangue Inglés do Estado de Sao Paulo, de casos clinicos caracterizados por
incoordenacdo motora, andar em circulo, abortamento e irritabilidade excessiva
sugerindo tratar-se de toxoplasmose, apds a eliminacdo de outras causas. Foram
realizadas provas sorolégicas nos soros destes animais revelando 100% de
positividade ao teste de Sabin-Feldman. A conclusdo dos autores foi de que estes
animais estavam acometidos de toxoplasmose recémrintroduzida neste rebanho.
Vale lembrar que nesse periodo, outro coccidio responsavel por quadro semelhante,
Sarcocystis neurona, ainda nao tinha sido associado a essa doenca.

O quadro 1 relaciona os estudos de pesquisa de anticorpos contra T. gondii

em equinos no Brasil , indicando o teste sorolégico e o ponto de corte.



Quadro 1 — Relacao dos estudos de pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii realizados no Brasil com equideos

Referéncia Estado (Municipio) Amostras Analisadas % de Positivas Teste Ponto de corte
CAVALOS

Ishizuka; Miguel; Brogliato (1975) Sé&o Paulo (Sao Paulo) 327 70 RIFI 16
Silva et al. (1981) Rio Grande do Sul (Porto Alegre) 100 8 IHA 16
Laranjeira; Ishizuka; Hyakutake (1985) Mato Grosso do Sul 750 32 RIFI 16
Braccini et al. (1992) Rio Grande do Sul (Porto Alegre) 98 2 IHA 63
Gazéta et al. (1997) Rio de Janeiro (12 cidades) 430 4,4 RIFI 64
Vidotto et al. (1997) Paranéa (Apucarana) 561 31,5 RIFI 16
Garcia et al. (1999) Parané (Jaguapita) 173 12,1 RIFI 16
Mendonca et al. (2001) Bahia (Jacobina e Jequié) 124 1,61 RIFI 64
Naves; Ferreira; Costa (2005) Minas Gerais (Uberlandia) 117 12,8 RIFI Nc
Villalobos et al. (2005) Séo Paulo (Vale do Ribeira) 170 47 RIFI 64
JUMENTOS

Mendonca et al. (2001) Bahia (Jacobina e Jequié) 197 1,52 RIFI 64
Oliveira et al. (2012) Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba e Sergipe 88 43,2 RIFI 64
MULAS

Mendonca et al. (2001) Bahia (Jacobina e Jequié) 22 0 RIFI 64
Oliveira et al. (2012)3 Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba e Sergipe 395 23,8 RIFI 64
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3 OLIVEIRA, E.; ALBUQUERQUE, P. P. F; NETO, O. L. S;; FARIA, E. B.; JUNIOR, J. W. P.; MOTA, R. A. Occurrence of Antibodies to Toxoplasma gondii in Mules and Donkeys in the Northeast of

Brazil. Journal of Parasitology, 2012. No prelo
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Fora do Brasil estudos de ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii em equinos
foram realizados na Tunisia com ocorréncia de 17,7% de positivos (BOUGHATTAS
et al., 2011), Costa Rica com 34% (DANGOUDOQUBIYAM et al., 2011), México com
6,1% (ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2012) e Espanha, sendo 10,8% em cavalos,
15% em mulas e 25,6% em jumentos (GARCIA-BOCANEGRA et al., 2012).

Devido ao uso de amostragens distintas, técnicas e pontos de corte diversos,

comparacdes entre valores de ocorréncia devem ser feitas com cuidado.

1.3 Animais do Estudo

No Brasil, segundo dados do IBGE de 2010 existiam 1.277.419 mulas,
1.001.587 jumentos e 5.514.253 cavalos.

1.3.1 JUMENTOS

O jumento (Equus asinus) € um mamifero pertencente a familia dos
Equideos, podendo ser chamado de jégue ou asno.

Em alguns paises se utilizam jumentos para 0S mesmos servigos que o
cavalo e o muar, como montaria, carga e tracdo, de acordo com seu tipo e as
necessidades. No Brasil € mais comum utiliza-los como cargueiros e mais raramente
como montaria, principalmente no Nordeste onde s&o mais numerosos. Sua maior

importancia esta na sua capacidade de hibridar-se com a égua, produzindo o muar.
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A carne de jumento é considerada uma das melhores, superando a do cavalo.
Nos ultimos anos, no Nordeste, grande quantidade de jegues tem sido abatidos para
a exportacéo da carne.

O uso do jumento reprodutor como montaria néo é favoravel devido a habitos
de empacar, passarinhar e morder, que podem ser hébitos hereditarios ou devido a

um mau adestramento (TORRES; JARDIM, 1985).

1.3.2 CAVALOS

Os cavalos (Equus caballus) podem superar os muares em algumas
caracteristicas tais como: podem se reproduzir; sdo mais pesados e superiores nas
provas de tracéo; sdo mais rapidos e mais indicados para trabalhos gerais, convivem
melhor com outros animais, tanto no trabalho quanto na cocheira.

No Brasil, a producdo de carne de equinos, afastados do trabalho e da
reproducédo, tem aumentado, tendo por destino principal a exportacdo (TORRES;
JARDIM, 1985).

A exportacdo de cavalos vivos mostrou uma expansdo significativa,
alcancando 524% entre 1997 e 2009, passando de US$ 702,8 mil para US$ 4,4
milhdes. O Brasil € o oitavo maior exportador de carne equina. Bélgica, Holanda,
Itélia, Jap&o e Franca sé@o os principais importadores da carne de cavalo brasileira,

também consumida nos Estados Unidos (www.agricultura.gov.br, 2010).



http://www.agricultura.gov.br/
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1.3.3 MuLAs

As mulas sdo o cruzamento de jumento com égua e sdo um grande auxiliar
do lavrador brasileiro, na tracdo de maquinas agricolas e nos transportes, tanto
dentro da propriedade, como fora dela.

Os muares no Brasil s&o mais usados na tracdo de carrogas, charretes,
maquinas agricolas leves (arados de aiveca, cultivadores, sulcadores, semeadeiras
adubadeiras), no transporte de carga sobre o dorso, nas regides montanhosas e
acidentadas, na montaria, podendo fazer etapas de 30 a 40 km/dia, sem esgotar-se.

A densidade do casco, com muralha dura e sola arqueada, habilita-se a
suportar bem as batidas e choques contra a pavimentacdo das ruas e os terrenos
pedregosos, 0 que o torna um importante animal em algumas localidades (TORRES;

JARDIM, 1985).
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2 OBJETIVOS

Este estudo teve por objetivos determinar a soroprevaléncia de anticorpos
contra Neospora spp. e Toxoplasma gondii em equideos do Brasil e isolamento e
caracterizacdo genética desses coccidios em amostras teciduais de equideos

soropositivos
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3 MATERIAL E METODOS

O procedimento experimental foi realizado nos laboratérios do Setor de
Doencas Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude
Animal (VPS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade de S&o Paulo (USP) com aprovacdo da Comissdo de Etica da FMVZ-

USP n° 2257/2011.

3.1 Animais Amostrados

Amostras de sangue foram coletadas utilizando-se seringa, agulha e frascos
sem anticoagulante. Foram amostrados equideos de propriedades rurais de cinco
estados da regido Nordeste do Brasil, totalizando 392 animais. Também foram
amostrados 61 equinos de um frigorifico do municipio de Araguari, Minas Gerais,
sudeste brasileiro. Nesse frigorifico a real procedéncia dos animais nao € conhecida.

As localidades de origem das amostras estéo ilustradas na figura 3.

O sangue foi mantido a temperatura ambiente por 6 horas e o soro obtido foi
centrifugado a 12000 rpm durante 5 minutos. As amostras foram aliquotadas e
mantidas a -4°C até as analises laboratoriais.

O quadro 2 ilustra a procedéncia e quantidade de amostras obtidas por

espécie animal estudada.
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Figura 3- Mapa do Brasil com a localiza¢do dos estados e municipios de procedéncia das
amostras e a quantidade amostrada
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Quadro 2- Numero de amostras de soros coletadas de equideos, por municipio e estado

Municipio Estado Numero de Amostras

Equinos Jumentos Mulas Total
Araguari* Minas Gerais 61 0 0 61
Campo Maior  Piaui 0 11 0 11
Mossoro Rio Grande do Norte 0 38 0 38
Patos Paraiba 0 30 0 30
Petrolina Pernambuco 57 140 31 228
Piranhas Alagoas 0 85 0 85
TOTAL 118 304 31 453

*Animais obtidos do Abatedouro do Municipio de Araguari (MG), procedéncia desconhecida.

3.2 Andlise Soroldgica

3.2.1 N. CANINUM

Os soros dos equideos foram analisados utilizando a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), para anticorpos anti-N. caninum com ponto de
corte de 50 conforme descrito por Dubey et al. (1988b). Os soros foram diluidos a

1:50 em tampéo fostato pH 7,2 (0,0084M Na,HPOQ4, 0,0018M NaH.PO4 e 0,147M
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NaCl) acrescentado de soro albumina bovina 1%, sendo em seguida distribuidos 20
KL por orificio em laminas contendo o antigeno especifico fixado.

Apé6s 30 minutos de incubacdo em estufa a 37°C, as laminas foram lavadas
com solucéo tampéo carbonatada pH 9,0 (0,108M Na,COs, 0,4M NaHCOs3 e 0,145M
NaCl) por trés vezes e, em seguida, incubadas com conjugado IgG de coelho anti-
IlgG equino (KPL- EUA) marcado com isotiocianato de fluoresceina. As laminas
foram novamente incubadas por 30 minutos a 37°C e lavadas como descrito
anteriormente. Apds a secagem a temperatura ambiente, foi realizada a montagem
com laminula utilizando glicerina tamponada pH 8,0.

A leitura das laminas foi realizada em microscépio epifluorescente (OLYMPUS
BX-FLA, Japao) e foram considerados positivos 0s soros capazes de determinar
fluorescéncia em todo contorno do antigeno. As amostras positivas foram diluidas na
razdo dois, para obtencdo do titulo final. Em cada série foram incluidos soros
testemunhas de titulos positivo e negativo previamente conhecidos. Os soros
também foram diluidos a 1:25, mas a fluorescéncia ocorreu apenas em regiao

apical, sendo considerados como inespecificos.

3.2.2 T.GoNDIl

Os soros dos equideos foram analisados para T. gondii pela RIFI conforme
descrito por Camargo (1964). Os soros dos animais foram diluidos a 1:64
(ISHIZUKA; MIGUEL; BROGLIATO, 1975) em tampéo fostato pH 7,2 acrescentado
de soro albumina bovina 1%, sendo em seguida distribuidos 20 pL por orificio em

ldaminas contendo o antigeno especifico fixado.
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Apo6s 30 minutos de incubacdo em estufa a 37°C, as laminas foram lavadas
por trés vezes e, em seguida, incubadas com conjugado IgG de coelho anti-lgG
equino (KPL- EUA) marcado com isotiocianato de fluoresceina. As laminas foram
novamente incubadas por 30 minutos a 37°C e lavadas como descrito anteriormente.
Apébs a secagem a temperatura ambiente, foi realizada a montagem com laminula
utilizando glicerina tamponada pH 8,0. A leitura foi realizada em microscépio
epifluorescente (OLYMPUS BX-FLA, Japéao).

Foram considerados positivos 0s soros capazes de determinar fluorescéncia
em todo contorno do antigeno. As amostras positivas foram diluidas na razéo dois,
para obtencédo do titulo final. Em cada série foram incluidos soros testemunhas de

titulos positivo e negativo previamente conhecidos.

3.3 Isolamento do T. gondii

3.3.1 BIOENSAIO EM CAMUNDONGOS

De alguns dos equideos positivos a presenca de anticorpos anti-T. gondii pela
RIFI foi possivel a obtencéo de tecidos e realizou-se o bioensaio em camundongos.
Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, fémeas, com aproximadamente
dois meses de idade, numa tentativa de isolar-se T. gondii desses equideos.

Cada tecido foi homogeneizado individualmente, digerido em pepsina &cida,
neutralizado e lavado. Em seguida, o homogenado foi inoculado por via subcutanea

nos camundongos conforme descrito por Dubey (1998).
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Um fragmento do cérebro dos camundongos que vieram a 6bito foi coletado,
colocado em laminas para pesquisa de cistos de T. gondii. Um fragmento do pulméo
foi colocado em solucéo fisiolégica e analisado para a presenca de taquizoitos de T.
gondii. Os camundongos sobreviventes foram sangrados 60 dias pés-inoculagéo
(P.1.) e anticorpos anti-T. gondii foram pesquisados usando a diluicdo de 1:16 pela
RIFl. Os camundongos que nado vieram a Obito foram eutanasiados oito semanas
P.l. e os cérebros examinados para a presenca de cistos como descrito por Dubey e
Beattie (1988). Os camundongos foram considerados infectados com T. gondii
guando taquizoitos ou cistos foram encontrados nos tecidos.

Os tecidos utilizados para o bioensaio em camundongos nem sempre foram
0Ss mesmos, pois dependiam das facilidades encontradas durante as necropsias. O
guadro 3 apresenta a relacdo de tecidos examinados por animal amostrado e o
numero de camundongos inoculados durante o bioensaio.

Devido a dificuldade de obtencdo de tecidos de equideos, 51 equinos
procedentes do frigorifico de Araguari, MG, mesmo sendo negativos na RIFI tiveram
seus 6rgdos examinados pelo bioensaio. Nesses animais, utilizou-se um pool de
tecidos constituido por lingua, cérebro e coracdo. Cada pool era formado por cinco
equinos e quatro camundongos foram inoculados por pool de tecidos, sendo
realizados um total de 10 pools.

Foram feitos 29 bioensaios ao todo, sendo: 19 de animais soropositivos para
T. gondii e 10 bioensaios com pools de animais soronegativos. Dos 19 bioensaios de
equideos soropositivos, em nove deles 20 camundongos foram inoculados com:
cérebro (cinco camundongos), corag¢do (cinco camundongos), lingua (cinco
camundongos) e diafragma (cinco camundongos) e nos outros 10 bioensaios de
pools de animais utilizou-se 10 camundongos, com material do cérebro (quatro
camundongos), lingua (trés camundongos) e coracdo (trés camundongos) dos

equideos.
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De nenhum dos animais soropositivos para Neospora spp. foi possivel a
obtencdo de tecidos, ndo tendo sido possivel a tentativa de isolamento desse

coccidio por bioensaio em gerbilos.
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Quadro 3- Distribuicdo do niumero de camundongos por tecidos de equideos e identificacéo

das espécies analisadas

Espécie Municipio (Estado) Identificacéo Numero de camundongos
inoculados
Jumentos Mossoré (RN) Mo 6 20*
Patos (PB) Pa 31 20*
Patos (PB) Pa 37 20*
Patos (PB) Pa 41 20*
Piranhas (AL) Pi 294 20*
Piranhas (AL) Pi 295 20*
Piranhas (AL) Pi 296 20*
Piranhas (AL) Pi 297 20*
Piranhas (AL) Pi 298 20*
Cavalos Araguari (MG) Ar 379 10°
Araguari (MG) Ar 380 10°
Araguari (MG) Ar 381 10°
Araguari (MG) Ar 382 10°
Araguari (MG) Ar 383 10°
Araguari (MG) Ar 384 10°
Araguari (MG) Ar 385 10°
Araguari (MG) Ar 386 10°
Araguari (MG) Ar 387 10°
Araguari (MG) Ar 388 10°
Araguari (MG) Pool 1 4°
Araguari (MG) Pool 2 4°
Araguari (MG) Pool 3 4°
Araguari (MG) Pool 4 4°
Araguari (MG) Pool 5 4°
Araguari (MG) Pool 6 4°
Araguari (MG) Pool 7 4°
Araguari (MG) Pool 8 4°
Araguari (MG) Pool 9 4°
Araguari (MG) Pool 10 4°

* Orgéos analisados (n° de camundongos): cérebro (5), diafragma (5), lingua (5), coragéo (5)
“ Orgdos analisados (n° de camundongos): cérebro (4), lingua (3), coracéo (3)
’ Pools de 5 equideos- 6rgéos analisados (n° de camundongos): cérebro/lingua/coracéo (4)
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3.4 Identificagcdo Molecular dos Protozoérios

Para a identificacdo molecular dos protozoérios foi realizada a extracdo de
DNA utilizando o fenol-cloroférmio, PCR, nested- PCR. As amostras foram
processadas no laboratério de Encefalites do Instituto Bioldégico da Secretaria do

Municipio de Séo Paulo.

3.4.1 EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido de tecidos dos equideos submetidos ao bioensaio
(amostras primarias) e dos isolados obtidos no modelo camundongo, conforme os
seguintes procedimentos:

As etapas de digestdo, purificacdo e precipitacdo do DNA foram feitas
conforme sugerido por Ausubel et al. (1999). Brevemente, uma aliquota de 500uL
dos tecidos foram digeridos com proteinase K (20mg/uL), o DNA foi purificado pelo
método de fenol-cloroférmio (v/v), precipitado com etanol 70% e finalmente

ressuspendido em TE pH 8,0 e estocado a -20°C até a reacdo de PCR.
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3.4.2 PCR E NESTED-PCR

A amplificacdo das sequéncias do ITS-1 dos protozoarios da familia
Toxoplasmatinae foi obtida em duas etapas.

A PCR foi realizada com os primers externos JS4 (SLAPETA et al., 2002) e
CT2c (SOARES et al., 2011) e na nested-PCR com os primers internos JS4b e CT2b
(SOARES et al.,, 2011). As sequéncias senso e antisenso destes primers estédo

apresentadas no quadro 4.

Quadro 4 - Sequéncia de primers utilizados nas reacdes de PCR e da nested PCR- ITS1
para identificacdo de protozoarios da familia Toxoplasmatinae

Primers Sequéncia (5’- 3’)

JS4 CGA AAT GGG AAG TTTTGT GAAC
CT2c CTG CAATTCACATTGCGTTTCGC
JS4b AGT CGT AAC AAG GTT TCC GTA GG
CT2b TTG CGC GAG CCAAGACATC

Na PCR, 2,5uL de DNA foram diluidos em 22,5uL de mix de PCR, conforme o

seguinte protocolo de reacao:

» 2,5 uL de tampéo de reacéo (KCl 8mM: tris —HCI 10mM, pH 9,0, Invitrogen ®,
Estados Unidos)

0,5uL da mistura de dNTPs (10mM)

1,5 pL do primer JS4 (10uM)

1,5 pL do primer CT2c (10uM)

YV V V V

0,75 pL de MgCl; (50mM, Invitrogen ®, Estados Unidos)
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» 0,15 pL de tag DNA polimerase (Platinum® Tag DNA Polymerase, Invitrogen
®, Estados Unidos) (5U/uL)

» Agua ultrapura 15,6pL

Os produtos da PCR foram utilizados como template numa segunda etapa
(nested- PCR) utilizando 24,5uL da mesma mistura de reacédo descrita e 1uL do
produto da PCR, com a substituicdo dos primers (JS4b e CT2b).

O ciclo de reacéo utilizado foi 0 seguinte:

Desnaturacéo inicial 94°C por 3 min

Desnaturacéao 94°C por 40 seg
Hibridizacdo 56°C por 30 seg
Extensao 72°C por 30 seg

Este ciclo repetiu-se por 35 vezes a partir da desnaturacdo até a extensao na
PCR e na nested- PCR, a 72°C por 5 min.

Controles negativos e positivos (RH- Toxoplasma gondii) foram incluidos a cada
reacdo. Os produtos da nested PCR- ITS-1 foram analisados em gel de agarose a
2% corado com brometo de etideo (solugdo a 0,5 pg/mL) por 30 minutos e
documentado sob transiluminacdo com luz ultravioleta para visualizacdo das
bandas. Foi esperado um padrdo de banda de 500pb para a familia

Toxoplasmatinae.
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3.5 Caracterizagcdo Genética dos Isolados de Toxoplasma gondii

Para a caracterizacao genética foi realizada a PCR- RFLP do isolado do jumento

de Mossoro, RN.

3.5.1 MARCADORES

Foram utilizados 12 marcadores moleculares que permitem distinguir, as
linhagens clonais tipo |, tipo 1l e lll. Apos a amplificacdo do DNA, este foi submetido
a enzimas de restricdo, numa reacdo de RFLP como descrito por Su, 2006. No
guadro 5, podem ser visualizadas as informacfes referentes aos marcadores
utilizados, localizacdo, oligonucleotideos iniciadores (primers), tamanho dos

produtos obtidos e enzimas de restricao.

3.5.2 PCR E NESTED-PCR

As sequéncias de DNA-alvo foram primeiramente amplificadas por multiplex PCR
usando primers externos para todos os marcadores, seguido de nested- PCR de forma

individual, para cada um dos marcadores.
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Foi utilizada a seguinte mistura de reagentes na PCR, para uma reacdo em 25pL:
tampéao de reacao (KCl 50mM; Tris-HCI 10mM, pH 9,0), 200uM de cada nucleotideo (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP), 0,3uM de cada primer, 2mM de MgCl,, 0,75 unidades de Tag DNA
polimerase e 1,5uL de DNA extraido. Na nested- PCR foi utilizada a mesma mistura e 1,5 pL
da amostra amplificada. A genotipagem dos controles positivos e das amostras de
referéncia utilizados em todas as corridas de PCR pode ser visualizada no Quadro 6. Como
controle negativo foi utilizada agua ultrapura estéril.

A mistura de reacéio da PCR foi submetida a uma desnaturacéo inicial (95°C por 4
min), seguida de 25 ciclos de desnaturacdo (94'C por 30 seg), hibridizacdo (55°C por 30
seg) e extensdo (72°C por 1.5 min). A mistura de reacdo da nested- PCR foi submetida a
uma desnaturacdo inicial (95°C por 4 min), seguida de 35 ciclos de desnaturacio (94°C por

30 seg), hibridizagéo (60°C por 1 min) e extensdo 72°C por 2 min.

3.5.3 PCR-RFLP

A fim de investigar o padrdo de RFLP de cada amostra, 3uL de cada produto
de nested- PCR foram misturados em 17uL de reacéo de digestdo contendo tampéao
NEB (1x), 0,1mg/ml de BSA, e uma unidade de cada enzima de restricdo. As
amostras foram incubadas na temperatura indicada pelo fabricante como ideal para
cada enzima. Apés a incubacéo, as amostras foram submetidas a andlise em gel de
agarose a 2,0-3,0%, contendo 0,3ug de brometo de etideo, em cuba horizontal com
solucdo tampéo TBE, pH 8,0 (Tris-borato 0,045M; EDTA 0,001M), juntamente com
um marcador de peso molecular com fragmentos maltiplos de 100 pares de bases, e
visualizadas sob luz ultravioleta, utilizando-se um analisador de imagem (Alpha

Innotech Corp, San Leandro, CA,USA) .



Quadro 5 - Informacdes referentes aos marcadores genéticos e as endonucleases utilizadas na PCR/RFLP

. Tamanho Enzimas de . N L o
Marcador N° cromossomo PCR primers e Digestdo enzimaética e eletroforese Referéncia
(bp) Restrigédo
22.8 b €c22-8F:TCTCTCTACGTG- GACGCC c22- 521 BsmaAl, NEB2, BSA, 37°C 30 min 55°C 30 min Khan et al. (2005)
c22-
8R:AGGTGCTTG- GATATTCGC Mboll 2.5% gel Su et al. (2006)
€c29-2F:AGTTCTGCA- GAGTGTCGC c29- . Khan et al. (2005)
c29-2 1] 446 HpyCH4IV, Rsal NEB1, BSA, 37°C 60 min 2.5% gel
2R:TGTCTAGGAAAGAGGCGC Su et al. (2006)
L358-F2:AGGAGGCG- TAGCGCAAGT L358- Haelll, . Khan et al. (2005)
L358 Y 418 NEB4, BSA, 37°C 60 min 2.5% gel
R2:CCCTCTGGCTGCAGTGCT Nialll Su et al. (2006)
\ PK1-F:CGCAAAGGGAGA- CAATCAGT PK1- Aval, . Khan et al. (2005)
PK1 903 NEB4, BSA, 37°C 60 min 2.5% gel
R:TCATCGCT- GAATCTCATTGC Rsal Su et al. (2006)
SAG1-F:GTTCTAACCACGCACCCTGAG Sau96l, . )
SAG1 VI 390 NEB4, BSA, 37°C 60 min 2.5% gel Grigg et al. (2001)
SAG1-R:AAGAGTGGGAGGCTCTGTGA Haell
53 SAG2-F:TCTTGTTCTCCGAAGTGACTCC . Khan et al. (2005)
VIl 222 Hhal NEB4, BSA, 37°C 60 min 2.5% gel
SAG2 SAG2- R:;TCAAAGCGTGCATTATCGC Su et al. (2006)
alt. VIl SAG2Fa:ACCCATCTGCGAA- GAAAACG Hinfl, . Lehmann et al. (2006)
546 NEB3, BSA, 37°C 30 min, 65°C 30
SAG2 SAG2-Ra:ATTTC- GACCAGCGGGAGCAC Taql . Su et al. (2006)
min 2.5% gel
IX SAG2-Fa:ACCCATCTGCGAA- GAAAACG BsiEl, . Khan et al. (2005)
BTUB 411 NEB4, BSA, 60°C 60 min 2.5% gel
SAG2-Ra:ATTTC- GACCAGCGGGAGCAC Taql Su et al. (2006)
GRAG6-F1L:.TTTCCGAG- CAGGTGACCT . Fazaeli et al. (2000)
GRA6 X 344 Msel NEB2, BSA, 37°C 60 min 2.5% gel
GRAG6- R1xTCGCCGAAGAGTTGA- CATAG Su et al. (2006)
P43S1:CAACTCTCAC- CATTCCACCC-3 . . )
SAG3 Xl 311 Nil NEB4, BSA, 37°C 60 min 2.5% gel Grigg et al. (2001)
P43AS1:GCGCGTTGTTAGA- CAAGACA
. 3 P43S1:CAACTCTCAC- CATTCCACCC-3 Aflll, NEB2, BSA, 37°C 60 min
Apico Plastideo 640 Su et al. (2006)
P43AS1:GCGCGTTGTTAGA- CAAGACA Ddel 3% gel
CS3-F:GTGTATCTCCGAGGGGGTCT CS3- Mbol, . Khan et al. (2005)
CS3 Vlla 557 NEB4, BSA, 37°C 60 min 2.5% gel
R:TGTGACTTCTTCGCATCGAC Nialll

51



Quadro 6 - Amostras de referéncia de Toxoplasma gondii utilizadas como controle positivo da rea¢édo de PCR/RFLP

Marcadores genéticos

Genétipos de SAG1* 5'3'SAG2! Alt. SAG2® SAG3 BTUB GRA6 C22-8 (C29-2 L358 PKl1 APICO CS3
referencia

RH88 (tipo 1) [ I I I I I I I I I I I
PTG (tipo Il) Il ou llI I Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il
CTG (tipo 1) Il ou llI 11 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] ] 1 ]
TgCgCal (Cougar) I I I 1] I Il Il u-1 | u-2 | Il
MAS u-1 I 1l 1 1 1 u-1 | | 1 | 1l
TgCatBr5 I 1 1l 1l 1l 1 | | | u-1 | 1l

*No locus SAG1 Néo é possivel distinguir entre os tipos Il e Il
TMarcador SAG2 baseado na terminagdo 5" e 3’ do gene (HOWE et al., 1997)

$Novo marcador SAG2 baseado na terminagéo 5’ da sequéncia do gene (SU et al., 2006)
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3.6 Anédlise Estatistica

Para testar a presenca de associacdo entre espécie do hospedeiro e a
ocorréncia de anticorpos contra os parasitos foi realizado o teste do Qui-quadrado.
Em relacdo aos jumentos também foi analisada a associacdo entre as diferentes
localidades amostradas e os valores de ocorréncia de T. gondii utilizando 0 mesmo
teste. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Os dados coletados foram analisados pelo software IBM SPSS Statistics 19 e o
teste de chi quadrado foi realizado para estabelecer diferengas entre ocorréncia dos

agentes estudados e a espécie animal, com um nivel significancia p < 0,005.

3.7 Fluxograma do Delineamento

O fluxograma abaixo ilustra as etapas realizadas no presente estudo.



Equideos (N=453)

Soro Tecidos
(N= 453) (N=70)
4 = -~ . .
RIFI Nested PCR 29 Bioensaio em
(N=70) Camundongo

(N=70) _/19 T. gondii soro +
I 51 T. gondii soro — (pool)
Bioensaio +
PCR-RFLP (genotipagem)
(N=1)

N = Numero de animais
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4 RESULTADOS

Os resultados foram divididos em andlise soroldgica, isolamento de T. gondii

e analise molecular.

4.1 Anadlise Sorolégica

4.1.1 NEOSPORA SPP.

Foram realizadas RIFI para pesquisa de anticorpos anti- Neospora spp. em
453 animais, sendo 1,75% (8) deles positivos. Os animais positivos por espécie,
local e titulacdo encontram-se na tabela 1 e grafico 1.

Dos 304 jumentos examinados, sete (2,30%) foram positivos, sendo trés de
Petrolina, PE e quatro de Piranhas, AL. Dos 118 cavalos somente um (0,85%)
animal de Petrolina, PE, apresentou anticorpos anti- N. caninum. Nenhuma das 31
mulas examinadas foi positiva a anticorpos contra esse coccidio e nenhum animal foi
positivo para Neospora spp. nos municipios de Mossorg, Patos, Araguari e Campo
Maior. Em trés jumentos do municipio de Petrolina (PE 72, 87, 88) houve
positividade para ambos os agentes pesquisados.

A associacéo entre as espécies de hospedeiros e ocorréncia de N. caninum

nao foi possivel ser testada devido ao baixo nimero de positivos.
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Tabela 1 - NUmero de amostras positivas para anticorpos anti- Neospora spp. (RIFI > 50)
segundo local de procedéncia, titulo de anticorpos e espécie examinada

ESPECIE Examinados Positivos  Ocorréncia Titulo Positivos
Municipio (Estado) % por titulo

JUMENTOS

Petrolina (PE) 140 3 2,14 50 2
100 1

Piranhas (AL) 85 4 4,70 50 1
100 1
400 1
800 1

CAVALOS

Petrolina (PE) 57 1 1,75 50 1

Grafico 1 - Frequéncia de amostras positivas por espécie animal para anticorpos anti-
Neospora spp. segundo municipio de origem dos animais

EJumentos
@ Cavalos

% 2

Petrolina Piranhas Total
(PE) (AL)
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4.1.2 T.GONDI

Foram realizadas RIFI para pesquisa de anticorpos anti-T. gondii em 453
animais, sendo 28,47% (129) dos animais positivos.

Dos 304 jumentos examinados, 82 (26,97%) foram soropositivos para
anticorpos anti- T. gondii. Em relac&o aos cavalos, 32 (27,11%) dos 118 examinados
foram positivos e em relagcdo as mulas, 15 (48,38%) das 31 amostras avaliadas
foram positivas. Foi encontrada associacdo entre a espécie do hospedeiro e a
ocorréncia de T. gondii (Qui-quadrado = 6,478, graus de liberdade = 2, valor de p =
0,039), sendo que as mulas foram mais acometidas que os cavalos e jumentos. A
tabela 2 e o grafico 2 apresentam a ocorréncia de anticorpos anti- T. gondii por
espécie animal e municipio de origem das amostras.

Em todos os municipios amostrados observou-se a presenca de equideos
positivos a anticorpos contra T. gondii.

Em relacdo a ocorréncia de anticorpos anti- T. gondii nos jumentos, os indices
encontrados no Piaui (81,82%) foram superiores aos observados nos outros estados
(ps 0,05) que foram de 15,29% em Alagoas, 20% na Paraiba, 28,57% em
Pernambuco e 36,84% no Rio Grande do Norte. Somente o0 municipio de Petrolina
possuia as trés espécies de equideos e a andlise estatistica mostra haver
associacao com a espécie, com ocorréncia mais elevada nas mulas (p= 0,019).

O resultado da sorologia de todos os animais positivos por sorologia,
municipio, estado e espécie animal tanto para Neospora spp. quanto para T. gondii

encontra-se no Apéndice A.
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Tabela 2 - NOmero de amostras positivas para anticorpos anti- T. gondi (RIFI264) segundo
titulacédo, local de procedéncia e espécie examinada

ESPECIE Examinados Positivos Ocorréncia Titulo Positivos
Municipio (Estado) % por titulo
JUMENTOS
Campo Maior (P1) 11 9 81,82 64 9
Mossoro (RN) 38 14 36,84 64 9
256 5
Patos (PB) 30 6 20,00 64 6
Petrolina (PE) 140 40 28,57 64 30
256 10
Piranhas (AL) 85 13 15,29 64 6
256 7
CAVALOS
Araguari (MG) 61 10 16,30 64 10
Petrolina (PE) 57 22 38,50 64 15
256 7
MULAS
Petrolina (PE) 31 15 48,38 64 11

256 4
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Gréfico 2 - Frequéncia de amostras positivas para anticorpos anti-T. gondii segundo

municipio e espécie animal examinada
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@Jumentos
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& Mulas

50 1

40

30 -

20

g h i

0 ‘ ‘ ‘ ‘
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(MG) Maior (RN) (PB) (PE)

(PN

TOTAL

A tabela 3 o grafico 3 apresentam a ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii e

anti- N. caninum por espécie animal.

Tabela 3- NUmero de animais examinados e positivos para anticorpos anti- T. gondii e anti-

N. caninum por espécie examinada

Espécie Examinados T. gondii N. caninum
N° Positivos % N° Positivos %
JUMENTOS 304 82 26,97 7 2,30
CAVALOS 118 32 27,11 1 0,84
MULAS 31 15 48,38 0 0,00
Total 453 129 28,47 8 1,76
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Gréfico 3- Frequéncia de animais positivos para anticorpos anti- T. gondii e anti- Neospora
Spp. por espécie

@T. gondii @N. caninum
50 -

40

%

Jumentos Cavalos Mulas TOTAL

4.2 Isolamento de T. gondii

Somente em uma amostra, do jumento de Mossoré (Mo 6), soropositivo a
anticorpos anti- T. gondii (RIFI= 64), obteve-se isolamento de T. gondii pelo
bioensaio em camundongos. Amostras teciduais deste animal foram inoculadas em
20 camundongos e desses somente dois, que receberam material da lingua,
infectaram-se e foram a Obito nos dias 16 e 17 pos-inoculagdo. Os outros 18
camundongos que ndo vieram a Obito ndo apresentaram anticorpos séricos e néo se

observou o parasita em seus tecidos, indicando que nédo estavam infectados.
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4.3 Anédlise Molecular das Amostras Primarias

Foi realizada a andlise molecular de tecidos (amostras primarias) de 70
animais sendo 40 tecidos de cavalos (30 tecidos dos 10 soropositivos e 10 pools de
tecidos de 51 soronegativos) e 36 tecidos de nove jumentos soropositivos. Desses
animais foram examinadas aliquotas de 500uL de cada amostra, com excecéo das
amostras do jumento Mo 6 (coracdo, cérebro, lingua e diafragma) que foram
examinadas em duplicata, pois mesmo tendo sido isolado T. gondii nos
camundongos infectados com tecidos desse animal, na nested- PCR os tecidos
originais foram negativos.

Houve deteccdo molecular em uma UGnica amostra de cavalo das 40
examinadas e correspondeu ao cavalo Ar 387 abatido no frigorifico de Araguari.

Devido a pequena quantidade de tecido, ndo foi possivel a obtencdo de DNA
suficiente para realizar o sequenciamento, sem diagnéstico confirmatdrio desta

amostra.

44 PCR-RFLP

A caracterizacdo genotipica foi realizada em uma amostra isolada em
camundongos pelo bioensaio obtida de um jumento de Mossoro, RN.

Por meio da PCR-RFLP, foi possivel a caracterizagdo genotipica completa,
isto é, a andlise dos 12 marcadores, sendo eles SAG1, SAG2, ALT.SAG2, SAG3,
BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1, Apico e Cs3.
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A genotipagem dessa amostra evidenciou o gendtipo #60 TgCkBr220, o qual
foi anteriormente descrito por Dubey et al. (2010) em uma galinha de Fernando de
Noronha, PE. O resultado da caracterizacdo genotipica do isolado esta expresso na

Tabela 4.



Tabela 4 - Genétipos multilocus do isolado de jumento do Brasil obtidos pela PCR/RFLP

Genbtipo pela PCR-RFLP

AMOSTRA Espécie Localizagdo o
) Referéncia *
SAG1 SAG2 SAG3 BTUB GRA6 ¢22-8 ¢29-2 L358 PK1 Apico CS3
Mo6 | 1l 1l 1l 1l 1] Il | 1] 1] 1] 1] Jumento Mossor6-RN TgCkBr220
(Equus
asinus) Fernando de

Noronha - PE

* Dubey et al. (2010)

63
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5 DISCUSSAQ

Neste estudo 453 jumentos, mulas e cavalos foram examinados e apenas
1,7% desses foram positivos para anticorpos anti- Neospora spp. (RIFI 250).

N&o s@o muitos os estudos de soroprevaléncia de infeccédo por Neospora spp.
em equideos quando comparados com pesquisas semelhantes feitas em outras
espécies de animais domésticos. Mesmo assim a compara¢ao de resultados deve
ser feita com atencédo devido a diferencas nas amostragens, testes sorolégicos,
pontos de corte e espécies animais examinadas.

Por espécie animal os resultados do presente estudo indicam uma maior
ocorréncia nos jumentos (2,3%), seguido pelos equinos (0,85%) e nenhum dos
muares examinados foi positivo para N. caninum. Esta diferenca observada entre as
espécies animais ndo pode ser estatisticamente analisada devido ao baixo niumero
de animais positivos.

Mesmo assim, os valores obtidos estdo dentro dos resultados de estudos
feitos em diferentes regides do pais, que indicam ocorréncia entre 1,6 a 47% para
equinos (HOANE et al., 2006; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006; VILLALOBOS et
al.,, 2006, 2012). Fora do pais estudos com as espécies estudadas também sao
poucos e no Alabama, Cheadle et al. (1999) encontraram valores semelhantes aos
deste estudo.

Apesar da baixa ocorréncia os titulos de anticorpos anti- N. caninum variaram
de 50 a 800. O unico cavalo positivo apresentou titulo baixo (50), entretanto dentre
0s jumentos trés apresentaram titulagdo minima (50) e nos outros trés animais titulos
de 100, 400 e 800 foram encontrados. Moraveji et al. (2011), no Iran, obtiveram uma
soroprevaléncia de 32% em equinos, com titulos de 80 pelo NAT (Neospora
Agglutination Test) e Dangoudoubiyam et al. (2011), na Costa Rica, encontraram

valores de soroprevaléncia de 3,5% também em equinos.
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Em estudos de pesquisa de anticorpos anti- Neospora spp realizados no
Brasil (VILLALOBOS et al.,, 2006) e em outras partes do mundo (DUBEY;
PORTFIELD, 1986) os animais tinham histérico de perdas reprodutivas, fato que ndo
€ conhecido neste estudo e que pode estar associado a ocorréncia deste coccidio.

Conforme demonstrado por Gondim et al. (2009), deve-se suspeitar de um
alto percentual de reatividade soroldgica cruzada entre N. caninum e N. hughesi, o
gue nédo permite a diferenciacao da infeccdo por estes agentes utilizando-se a RIFI.
Dessa forma, embora tenham sido utilizados taquizoitos de N. caninum na RIFI,
considera-se a ocorréncia para o género Neospora spp. devido a especificidade
insuficiente da reacéo.

Tal qual observado em estudos com outras espécies animais que ndo 0s
bovideos, a ocorréncia da infeccdo por N. caninum foi baixa, em especial quando
comparada a outros coccidios como T. gondii, indicando que este parasito deve
causar baixo impacto a sanidade dos equideos.

Em relagcdo a T. gondii foram encontrados no total 28,47% de animais
positivos, sendo 26,97% dos jumentos, 27,11% dos cavalos e 48,38% das mulas,
sendo esta diferenca significativa (p< 0,05) e indicando uma maior ocorréncia nos
muares.

Num estudo no qual também foi comparada a ocorréncia de anticorpos anti-T.
gondii em cavalos, jumentos e mulas da regido nordeste, do estado da Bahia,
utilizando a RIFI (264), os autores encontraram valores de 1,61% e 1,52% para
cavalos e jumentos, respectivamente e nenhuma das 22 mulas foram positivas
(MENDONCA et al., 2001). Ainda na regiao nordeste (Pernambuco, Rio Grande do
Norte, Paraiba e Sergipe) Oliveira et al. (2012) pesquisaram a presenca de
anticorpos contra T. gondii (RIFI 264) e encontraram valores estatisticamente
superiores nos jumentos (43,2%) quando comparados as mulas (23,8%). Na
Espanha, Garcia Bocanegra et al. (2012) observaram 10,8% dos equinos, 15% de
muares e 25,6% de jumentos soropositivos a anticorpos conta T. gondii utilizando o

MAT (= 25) e esta diferenca foi significativa com maior numero de jumentos positivos
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ao agente. Estas diferencas observadas entre os diferentes estudos com estas
espécies de equideos indicam que estes estdo expostos a infec¢éo pelo T. gondii e
apesar da baixa patogenicidade que este agente parece ter nos equideos, natural ou
experimentalmente infectados (SPOSITO FILHA et al., 1983), vale lembrar que
carnes desses animais sdo consumidas em algumas partes do mundo, podendo
funcionar como fonte de infeccéo de T. gondii aos humanos.

Apesar de alguns valores de ocorréncia terem sido relativamente altos, seja
em mulas como em jumentos, ndo ha na literatura descricdo de perdas reprodutivas
ou outros sinais clinicos causados pelo T. gondii nessas espécies animais, fato que
merece maiores estudos.

No presente trabalho amostras de jumentos foram obtidas de cinco Estados
da regido nordeste e em todos os Estados animais positivos estavam presentes,
evidenciando a ampla dispersdo do T. gondii nessa espécie na regidao estudada.
Todas as mulas do estudo eram provenientes de Petrolina (PE) ndo dando para
avaliar a dispersdo de muares positivos na regido. Entretanto quando se compara a
ocorréncia de anticorpos conta T. gondii nos cavalos (38,50%), jumentos (28,57%) e
mulas (48,38%) do mesmo municipio (Petrolina, PE), a ocorréncia nos muares
também €& superior (p< 0,005), indicando um maior contato com as fontes de
infeccdo do parasito nos muares. Normalmente os asininos e 0s muares da regiao
estudada executam as mesmas funcdes, isto é, principalmente tracdo, ndo sendo
possivel correlacionar essa maior ocorréncia nos muares com os habitos de vida
desses animais.

Vérios estudos realizados no pais encontraram uma ampla variacdo nos
valores de ocorréncia, de 2 a 70%, para equinos de variadas regides e, devido as
diferentes técnicas, pontos de corte utilizados e amostragens distintas, comparagdes
devem ser feitas com cautela (ISHIZUKA; MIGUEL. BROGLIATO., 1975; SILVA et
al., 1981; LARANJEIRA; ISHIZUJA; HYAKUTAKE, 1985; BRACCINI et al., 1992;
GAZETA et al., 1997; VIDOTTO et al., 1997; GARCIA et al., 1999; NAVES;
FERREIRA; COSTA., 2005; VILLALOBOS et al., 2005).
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Neste estudo, equinos s6 foram amostrados nos estados de Minas Gerais e
Pernambuco. O valor de ocorréncia e T. gondii observado em Petrolina (PE) foi
aproximadamente o dobro daquele encontrado em Araguari (MG) e, por serem estes
tltimos animais de abatedouro e de finalidade zootécnica e procedéncias exatas
desconhecidas, discutir sobre os possiveis fatores que possam ter sido responsaveis
por esta maior ocorréncia em Petrolina é inviavel.

Turner e Savva (1991) afirmaram que T. gondii pode causar em equinos
encefalomielite caracterizada por hiperirritabilidade, incoordenacdo motora,
distarbios oculares e abortamento, entretanto parece pouco comum quadros clinicos
de toxoplasmose nessas espécies e todos o0s animais amostrados no presente
estudo aparentavam estar saudaveis.

Existem poucos dados a respeito de técnicas de isolamento de Neospora spp.
e T. gondii em animais dessas espécies. Neste estudo nédo foi possivel o isolamento
de Neospora spp. devido a impossibilidade de obtencdo dos tecidos dos animais
positivos.

No Egito, Shaapan e Ghazy (2007) isolaram, pelo bioensaio em
camundongos e em gatos, T. gondii de 79 dos 150 cavalos que teriam seus tecidos
utilizados para consumo humano. Al-Khalidi e Dubey (1979) também isolaram T.
gondii de carne de cavalos americanos que seriam utilizadas para o consumo
humano. Outro estudo realizado por Dubey et al. (1999), com equinos do Canada e
Estados Unidos que seriam utilizados para consumo humano, apontou uma
ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii de 6,9%.

Na Franca, trés severos casos clinicos de toxoplasmose humana foram
relacionados ao consumo de carne equina importada do Canada ou Brasil
(POMARES et al., 2011). Um desses trés pacientes morreu com um quadro severo
de toxoplasmose. Outra paciente estava gravida quando houve a infec¢do e a
crianga nasceu com toxoplasmose congénita. A terceira paciente também era uma
gestante e o término da gestacao foi recomendado por exames que observaram o

feto com sérios problemas. Este apresentava graves alteragdes no cérebro, figado e
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coracdo devido a presenca de T. gondii e a gestante permaneceu sob tratamento
contra o parasito por trés anos. Todos os trés pacientes tinham por habito a
ingestdo de carne de equideos e a analise molecular dos isolados mostrou que
todos eram genotipos atipicos, nunca descritos na Franga ou Europa. Pesquisando o
local de compra das carnes equinas observaram que o primeiro paciente, que foi a
6bito, ingeriu carne de equino procedente do Canada e a segunda paciente do
Brasil. A procedéncia da carne ingerida pela terceira paciente néo foi determinada.

Estes estudos mostram que a toxoplasmose nessa espécie também pode ser
um grave problema de salde publica, em especial nos paises que tem por habito o
consumo de carne desses animais.

Dos bioensaios em camundongos realizados no presente estudo para o
isolamento de T. gondii, dos 19 animais soropositivos examinados (nove jumentos e
10 cavalos) e do pool de 51 cavalos soronegativos, somente um isolado foi obtido de
um jumento do municipio de Mossoré, RN, que apresentou titulo de 64 na RIFI. Dois
dos cinco camundongos inoculados com tecidos de lingua desse jumento tornaram-
se positivos a anticorpos anti- T. gondii e ambos vieram a 6bito, nos dias 16 e 17
poés-inoculacdo. Este € o primeiro isolado de T. gondii obtido a partir de jumentos.

A PCR-RFLP utilizando 12 marcadores indicou que o isolado obtido ja havia
sido anteriormente descrito por Dubey et al. (2010) no arquipélago de Fernando de
Noronha, PE, também regido nordeste do Brasil, em uma galinha (#60 TgCkBr220).
No bioensaio realizado com a amostra obtida em Fernando de Noronha, todos os
trés camundongos inoculados se infectaram, entretanto nenhum deles foi a ébito. No
presente estudo o mesmo isolado mostrou-se patogénico para camundongos. Vinte
camundongos foram inoculados com quatro diferentes tecidos (5-cérebro, 5-
diafragma, 5-lingua e 5-coracdo) desse jumento e somente dois se infectaram e
vieram a Obito, ambos haviam recebido o mesmo tecido, lingua. A baixa infeccéo
observada nos camundongos, associada ao ndo encontro do DNA de T. gondii nos
tecidos dos animais pela nested- PCR indicam que provavelmente a quantidade de

cistos teciduais, quando presente, deve ser baixa.
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E dificil inferir sobre patogenicidade de isolados baseado em mortalidade de
camundongos usados em bioensaios uma vez que a dose e 0 estagio do parasito no
inéculo é sempre desconhecida. A genotipagem do locus CS3 desse isolado revelou
o alelo Tipo Ill, que no caso indicaria ndo viruléncia (KHAN et al., 2005; DUBEY et
al., 2007; PENA et al., 2008; DUBEY et al., 2010; da SILVA et al., 2011), entretanto
neste estudo, apesar do Tipo Ill estar presente nesse locus, houve mortalidade de
dois camundongos. Vale lembrar que somente dois dos 20 camundongos inoculados
infectaram-se, representando uma baixa taxa de infec¢éo, mas alta letalidade, 100%
dos infectados.

Apesar do uso de diferentes formas de analisar a patogenicidade dos
isolados, isto é, por mortalidade de camundongos ou marcadores moleculares, a
correlacdo com as manifestacdes clinicas da doenca ainda ndo sdo claras e
nenhuma metodologia se mostrou totalmente eficiente (FRAZAO-TEIXEIRA et al.,

2011).
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir:

e Anticorpos anti-Neospora spp estdo presentes em jumentos e cavalos de
diferentes regides do Brasil.

e Anticorpos anti- Toxoplasma gondii estdo presentes em jumentos, mulas e
cavalos de diferentes regides do Brasil.

e Os muares examinados apresentaram maior ocorréncia de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii quando comparados aos equinos e asininos.

e Toxoplasma gondii foi pela primeira vez isolada de um jumento, de Mossoro,
RN, e apresentou similaridade a um isolado obtido no Arquipélago de

Fernando de Noronha, PE, de uma galinha.
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APENDICES

Apéndice A- Sorologia para Neospora spp. e Toxoplasma gondii dos animais por
espécie, estado e municipio

ESPECIE ESTADO MUNICIPIO N° USP T.gondii  Neospora. spp.

JUMENTOS Rio Grande do

Norte Mossord Mo 2 64 N
Mo 3 64 N

Mo 4 256 N

Mo 5 64 N

Mo 6 64 N

Mo 7 64 N

Mo 9 256 N

Mo 10 64 N

Paraiba Patos Pa 27 64 N
Pa 31 64 N

Pa 30 64 N

Pa 31 64 N

Pa 37 64 N

Pa 41 64 N

Rio Grande do

Norte Mossoro Mo 44 64 N
Mo 45 256 N
Mo 46 64 N
Mo 49 64 N
Mo 50 256 N

Mo 61 256 N
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Pernambuco

Petrolina

Pe 67

Pe 69

Pe 71

Pe 72

Pe 77

Pe 78

Pe 80

Pe 81

Pe 83

Pe 84

Pe 85

Pe 86

Pe 87

Pe 88

Pe 89

Pe 90

Pe 91

Pe 92

Pe 93

Pe 94

Pe 95

Pe 96

Pe 97

Pe 98

Pe 99

Pe 100

Pe 101

64

64

64

64

64

64

64

256

64

64

64

256

64

64

64

64

256

64

256

256

256

64

64

64

50

100
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Pe 104 64 N
Pe 105 256 N
Pe 106 256 N
Pe 107 64 N
Pe 108 256 N
Pe 109 256 N
Pe 110 64 N
Pe 111 64 N
Pe 112 64 N
Pe 113 64 N
Pe 114 64 N
Pe 115 64 N
Pe 116 64 N
Alagoas Piranhas Pir 205 256 N
Pir 206 64 N
Pir 207 N 50
Pir 208 N 100
Pir 233 N 400
Pir 240 256 N
Pir 241 N 800
Pir 245 64 N
Pir 251 256 N
Pir 257 64 N
Pir 259 64 N
Pir 276 64 N
Pir 294 256 N
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Pir 295 256 N
Pir 296 256 N
Pir 297 64 N
Pir 298 256 N
Piaui Campo Maior Cm 441 64 N
Cm 443 64 N
Cm 444 64 N
Cm 445 64 N
Cm 446 64 N
Cm 447 64 N
Cm 448 64 N
Cm 449 64 N
Cm 450 64 N
EQUINOS Pernambuco Petrolina Pe 118 64 N
Pe 119 64 N
Pe 120 256 N
Pe 121 256 N
Pe 122 64 N
Pe 123 64 N
Pe 124 256 N
Pe 125 256 N
Pe 129 64 N
Pe 130 64 N
Pe 131 N 50
Pe 136 256 N
Pe 138 64 N
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Pe 139 64
Pe 140 256
Pe 146 64
Pe 147 64
Pe 150 256
Pe 151 64
Pe 152 64
Pe 153 64
Pe 154 64
Pe- 155 64
Ar 379 64
Ar 380 64
Ar 381 64
Ar 382 64
Ar 383 64
Ar 384 64
Ar 385 64
Ar 386 64
Ar 387 64
Ar 388 64
MULAS Pe 156 64
Pe 157 256
Pe 158 64
Pe 159 64
Pe 160 256
Pe 161 64
Pe 162 64



Pe 163

Pe 164

Pe 165

Pe 166

Pe 167

Pe 168

Pe 169

Pe 183

Pe 184

64

64

64

256

256

64

64

64

50

89




