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PREVALENCIA DE Toxoplasma gondii E Neospora spp E ANALISE
DOS FATORES DE RISCO EM EQUIDEOS DO SUDESTE DO BRASIL

RESUMO - Este estudo avaliou a prevaléncia e analise dos fatores de risco
do Neospora spp. e Toxoplasma gondii em equideos (cavalos, mulas e
poneis), dentro de areas rurais e urbanas do Municipio de Uberlandia.
Amostras de soro de 257 equideos, foram avaliadas para a presenca de
anticorpos contra Neospora spp.e T. gondii por meio do teste de
Imunofluorescéncia indireta (IFI) e diagndstico molecular através do método
de Reacdo em cadeia Polimerase (PCR). Além disso, um inquérito
epidemioldgico foi realizado para avaliar os possiveis fatores de risco (grupo
genético, idade, género, atividade econ6mica, histérico de abortamento,
contato com animais domeésticos e silvestres e ECC). Das 257 amostras
sanguineas avaliadas, 13,2% (34/257) resultaram em positivas na IFl para
Neospora spp. e na PCR foi encontrada a prevaléncia geral de 1,2%
(3/257). Houve diferenca significativa ao comparar a frequéncia de animais
positivos entre as técnicas. Dos fatores pesquisados a idade foi considerada
fator de risco para o Neospora spp. Em relacdo ao Toxoplasma gondii, 9,7%
(25/257) resultaram em positivas na IFl, e na PCR foram 10,9% (28/257).
Ao comparar zona rural e urbana, apenas na PCR houve diferenca
estatistica significativa. Na IFI somente o género e a idade foram
considerados fatores de risco. Na técnica da PCR, o Unico fator de risco
significativo foi o grupo genético. Logo, concluiu-se que ha a presenca de
Toxoplasma gondii e Neospora spp. distribuidos em todo o municipio de
Uberlandia e sua prevaléncia independe de ser zona rural ou urbana. Sendo
0 grupo genético, idade e género considerados fatores de risco para o
Toxoplasma gondii e a idade para o Neospora spp.

Palavras-chave: Epidemiologia, PCR, RIFI



PREVALENCE OF Toxoplasma gondii and Neospora spp AND ANALYSIS
OF RISK FACTORS IN HORSES OF SOUTHEASTERN BRAZIL

ABSTRACT - This study evaluated the prevalence and analysis of risk factors
for Neospora spp. and Toxoplasma gondii in horses (horses, mules and
ponies), within rural and urban areas of Uberlandia. Serum samples from 257
horses were evaluated for the presence of antibodies against Neospora spp.e
T. gondii by the indirect immunofluorescence assay (IFA) and molecular
diagnosis by the method of polymerase chain reaction (PCR). In addition, a
survey was conducted to evaluate the possible risk factors (genetic group, age,
gender, economic activity, history of miscarriage, contact with domestic and wild
animals and ECC). Of 257 blood samples evaluated, 13.2% (34/257) had a
positive by IIF for Neospora spp. PCR and the overall prevalence of 1.2%
(3/257) was found. There was a significant difference when comparing the
frequency of positive animals between techniques. Of the factors studied, age
was considered a risk factor for Neospora spp. Compared to Toxoplasma
gondii, 9.7% (25/257) had a positive by IIF, and PCR were 10.9% (28/257).
When comparing rural and urban areas, only the PCR was no statistically
significant difference. By IIF only gender and age were risk factors. On the PCR
technique, the only significant risk factor was the genetic group. Therefore, it is
concluded that there is a T. gondii and Neospora spp. distributed throughout the
city of Uberlandia and its prevalence is independent of rural or urban area.
Being the genetic group, age and gender considered risk factors for
Toxoplasma gondii and Neospora spp age for.

Keywords: Epidemiology, PCR, IFA
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Toxoplasma gondii e Neospora spp. sdo protozoarios pertencentes ao
filo Apicomplexa e familia Sarcocystidae, sendo importantes agentes
patogénicos causadores de abortos em animais de producdo e perdas
econdmicas significativas (DUBEY; KERBER; GRANSTROM, 1999).

O Toxoplasma é um coccideo intracelular obrigatorio, que infecta
naturalmente os homens, animais domésticos e selvagens, e também
passaros (KAWAZOE, 2005). Apresenta trés estagios unicelulares infectantes:
taquizoitos, bradizoitos (contidos em cistos teciduais) e esporozoitos (contidos
em oocistos) (MONTOYA e LIESENFELD, 2004).

Seu ciclo bioldgico € do tipo heteroxeno, com uma fase coccidiana que
ocorre nas células intestinais de felideos domésticos ou selvagens néao
imunes e outra fase assexuada, que ocorre no hospedeiro intermediario
(mamiferos, incluindo o ser humano e aves) ou no hospedeiro definitivo
(REMINGTON et al., 2001).

A fase sexuada do ciclo ocorre quando esporozoitos, bradizoitos ou
taquizoitos penetram no epitélio intestinal dos hospedeiros definitivos e se
multiplicam por endodiogenia e originam varios merozoitos. Estes se formam
no interior de vacuolos parasitoéforos, podendo romper as células epiteliais e
infectar outras de mesma origem. Nestas 0s merozoitos originardo as formas
sexuais masculinas e femininas, caracterizando a fase sexuada do ciclo
enteroepitelial (DUBEY, 2010).

Essas formas sofrem mutacdo e originardo os microgametas (gametas
masculinos moveis) e os macrogametas (gametas femininos imoveis). Os
microgametas abandonam a célula de origem e fecundam os macrogametas
no interior de uma célula epitelial, originando o zigoto. Este evolui para o
oocisto ainda no epitélio e é liberado junto com as fezes, ainda imaturo. No
meio ambiente, sob condi¢cdes adequadas, 0 oocisto sofre maturacdo, apos
um processo de esporogonia, e contém esporozoitos os quais sao infectantes

(DUBEY, 2010). E podem ficar no meio ambiente por varios anos, podendo
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ser ingeridos por outros animais, até mesmo pelo ser humano (MONTOYA e
LIESENFELD, 2004).

A transmissdo oral ocorre quando os oocistos ou cistos sédo ingeridos
por hospedeiros intermediarios. Os esporozoitos ou bradizoitos infectam o
epitélio intestinal produzindo formas assexuadas (taquizoitos) que penetram
em células nucleadas, desenvolvem pseudocistos e se multiplicam
rapidamente por endodiogenia, ocorrendo, assim, uma infeccdo aguda, que
dissemina o parasito por todo o organismo do hospedeiro vertebrado. Apods
alguns dias da infeccao sistémica pelos taquizoitos, ocorre o desenvolvimento
de outro estégio do ciclo, a formacéo de cistos teciduais contendo bradizoitos
(MONTOYA e LIESENFELD, 2004).

Estes cistos podem se desenvolver em qualquer Orgao visceral,
incluindo pulmdes, figado e baco, mas a maior prevaléncia tem sido verificada
em tecidos neurais e musculares, como cérebro, olhos e musculatura
esquelética estriada ou cardiaca, nos quais permanecem por toda a vida do
individuo. Estes cistos teciduais também sédo importantes fontes de infeccao
tanto para os animais carnivoros como para o0 homem, quando ingeridos junto
com carne crua ou mal cozida (MONTOYA e LIESENFELD, 2004).

Apesar de sua grande distribuicdo mundial, ampla gama de hospedeiros
e da presenca de uma fase sexual no seu ciclo biolégico, o T. gondii
apresenta baixa variacdo genética (YAI, 2007). As amostras atualmente
conhecidas do protozoéario possuem similaridades antigénicas, morfolégicas e
semelhancas na capacidade de infectar varios hospedeiros. Porém, apesar do
género Toxoplasma ser considerado monoespecifico (SILVEIRA, 2009), tem
sido realizado a caracteriza¢do genotipica de diferentes isolados do patdgeno
por meio de métodos moleculares (YAI, 2007).

Assim, foi possivel descrever subpopulacées do T. gondii em varias
regides do mundo. Desta forma, a maioria dos isolados desse protozoario, de
humanos e animais, na América do Norte, Europa e Africa foram agrupados
em uma das trés linhagens clonais conhecidas como tipo I, Il e lll (SU et al.,
2010). No Brasil, foram detectados os genoétipos de T. gondii dos tipos | e lll,
este Ultimo apresentando um variado padrdo de viruléncia em amostras de

varias espécies de animais domésticos (DUBEY et al., 2007).
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A infeccdo humana por T. gondii tem elevada prevaléncia no Brasil e
ocorre pela ingestdo de alimentos, principalmente, carnes cruas ou mal
cozidas e agua contaminada por oocistos (TENTER; HECKROTH; WEISS,
2000). A importancia do oocisto livre ou do cisto tecidual na transmissao varia
de acordo com a regido, 0 grupo étnico e os habitos alimentares de cada
populacdo. A agua parece ter papel mais importante do que anteriormente
imaginado, jA que surtos relacionados a fontes de agua contaminadas tém
sido frequentemente relatados (DUBEY et al., 2004). A contaminacdo nos
herbivoros ocorre pela ingestdo de gramineas e racdes contaminadas pelo
oocisto; ja nos carnivoros, pelo consumo de carne crua ou mal cozida
infectadas com os cistos teciduais deste parasita (DUBEY et al., 1994).

Os hospedeiros intermediarios apresentam como sintomatologia clinica
a diarreia, pneumonia, conjuntivite, ou até aborto, mas normalmente estas
infecgbes toxoplasmicas sdo assintomaticas. Em equinos, também esté
associada a disturbios nervosos e no aparelho locomotor (DUBEY et al.,
1974). Uma vez que esta doenca pode se manifestar de varias formas e o
quadro clinico pode ser facilmente confundido com outras doencas infecciosas
tais como leptospirose, brucelose, sarcocistose, neosporidiose e algumas
viroses, torna-se necessario o diagnostico laboratorial desta enfermidade
(VIDOTTO, 1992).

O contato dos hospedeiros com o protozoario estimula a producéo de
anticorpos (TENTER; HECKROTH; WEISS, 2000). Assim, estudos
epidemioldgicos baseados em exames soroldgicos servem para avaliar, além
da ocorréncia da infeccdo, o0 risco que seres humanos e animais estao
expostos em relacéo a toxoplasmose. Embora os dados sorologicos indiqguem
gue a infeccdo no homem e animais seja comum em muitas partes do mundo,
em sua grande maioria € de natureza benigna ou completamente
assintoméatica (PERDONCINI et al., 2010).

Assim a sorologia continua a ser a principal abordagem para
estabelecer um diagnodstico de toxoplasmose. Ela baseia-se na pesquisa de
anticorpos de diferentes classes de imunoglobulinas (1gG, IgM, IgA e IgE) anti
- T. gondii. A reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) é considerada de

boa especificidade e sensibilidade e tem sido empregada para amplificar o
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sinal de fluorescéncia e aumentar a sensibilidade. Essa reagdo tem a
vantagem de utilizar parasitos preservados, fixados em laminas de
microscopia, 0 que € muito pratico e seguro para a rotina laboratorial
(CAMARGO, 2001).

Estudos sorolégicos da toxoplasmose em equinos Sao escassos,
embora alguns levantamentos tenham sido realizados em diferentes regides
do Brasil, como Mato Grosso do Sul (LARANJEIRA et al., 1985; VIDOTTO et
al., 1997), Sado Paulo (COSTA et al. 1986; VIDOTTO et al.,, 1997), Parana
(GARCIA et al., 1999; VIDOTTO et al., 1997; CONTENTI et al., 2002), Mato
Grosso (VIDOTTO et al., 1997) e Minas Gerais (NAVES et al., 2005).

Diversas pesquisas demonstram a capacidade da PCR em amplificar
fragmentos especificos de DNA de Toxoplasma spp. a partir de diferentes
fluidos corporais (WEISS, 1995), tais como sangue (KHALIFA, 1994), liquido
amnioético (GROVER et al., 1990), liquor (DUPON et al., 1995), humor aquoso
(BOU et al., 1999), fluido de lavado bronco-alveolar (ROTH et al., 1992) e até
urina (FUENTES et al., 1996).

A analise do sangue em casos de pacientes com toxoplasmose
cerebral por PCR, s6 ser& positiva se houver dissemina¢do ou passagem do
parasito para o sangue, tal como ocorre na etapa aguda dessa parasitose e se
0S pacientes ndo estiverem recebendo qualquer tratamento terapéutico ou
profilatico (KHALIFA, 1994). Nos casos de baixa parasitemia pode ser o
método de escolha, permitindo a detec¢cdo do parasito e apontando uma
interpretacdo mais exata da etapa de infeccdo pelo T. gondii (KOMPALIC-
CRISTO; BRITTO; FERNANDES, 2005).

O diagnoéstico da toxoplasmose é ainda hoje baseado na sorologia, e as
técnicas moleculares se encontram em etapas recentes de avaliacdo. E muito
cedo para determinar uma técnica padrdo-ouro diferente da sorologia, uma
vez que os diferentes sistemas descritos na literatura se mostram efetivos,
mas nem sempre reprodutiveis ou com baixa especificidade. Falta muito ainda
a percorrer nesse mundo da biologia molecular encaminhada a aplicacéo de
uma técnica para o diagnostico de uma parasitemia tdo pouco conhecida
como a produzida pelo T. gondii (KOMPALIC-CRISTO; BRITTO;
FERNANDES, 2005).
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Outro parasita de importancia clinica para os equideos é o N. caninum,
morfologicamente semelhante ao T. gondii, porém, difere deste pelas
caracteristicas de ultraestrutura, imunogenicidade e patogenicidade (DUBEY;
LINDSAY, 1993). Dubey e Porterfield (1990) relataram o primeiro caso de
neosporose em um feto equino abortado, nos Estados Unidos, os taquizoitos
de N. caninum foram observados no pulméo desse feto, indicando que o
parasita pode ser transmitido via transplacentaria. A partir deste fato surgiram
relatos de neosporose em fetos prematuros, animais recém-nascidos e em
adultos, manifestando as mais diversas lesdes e consequente sintomatologia
clinica (GUIMARAES JUNIOR e ROMANELLI, 2006).

No género Neospora duas espécies sao conhecidas, Neospora
caninum e Neospora hughesi, que sao parasitas intracelulares obrigatérios. O
N. hughesi foi descrito por Marsh et al. (1998), que isolaram o protozoario de
um cavalo que apresentava sinais compativeis com a mieloencefalite
protozoéria equina (EPM). Esta descoberta estabeleceu o N. hughesi como
mais um potencial agente etiolégico da EPM, aumentando a importancia do
diagnostico deste parasita em equinos. No Brasil ha relatos de mieloencefalite
equina de elevada soroprevaléncia para Sarcocystis neurona (DUBEY;
KERBER; GRANSTROM, 1999).

McAllister et al. (1998) e Gondim et al. (2004) demonstraram
experimentalmente que cdes e coiotes sdo hospedeiros definitivos do N.
caninum, que se infectam ingerindo tecidos de bovinos e de outras espécies
as quais contenham cistos, além da ingestdo de oocistos esporulados livres
no meio-ambiente (transmissdo horizontal). A infeccao transplacentaria é a
principal via de infeccdo em bovinos e pouco frequente em cées, sendo
também relatada em equinos, ovinos, caprinos, suinos, gatos, camundongos e
macacos. Devido ao fato da infeccéo fetal frequentemente ndo resultar em
abortamento, fémeas podem nascer infectadas congenitamente e transmitir o
agente para seus descendentes em futuras gestacbes (ANDERSON;
ADRIANAVIRO; CONRAD, 2000). Esta modalidade de transmissdo pode
ocorrer por varias gestacoes (BARR et al., 1993).

A infeccéo congénita de Neospora spp. foi observada em fetos e potros
equinos, com cegueira congénita (DUBEY e PORTERFIELD, 1990).
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Anticorpos anti — Neospora spp. foram detectados em amostras séricas pre-
colostrais de potros clinicamente sadios, indicando que o parasita foi
transmitido via vertical (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006).

A placenta dos equinos é classificada como difusa epiteliocorial
microcotiledonaria, a qual ndo possibilita a transferéncia de imunoglobulinas
da égua para seu feto (LeBLANC, 1990). Também o feto equino é capaz de
formar uma resposta imune humoral se exposto a um antigeno apés 180 dias
de gestacdo (COOK et al.,, 2001). Mesmo assim suspeitava-se que poderia
ocorrer infec¢ao transplacentaria em equinos (DUBEY e PORTIFIELD, 1990;
TOSCAN et al., 2010), e que somente foi comprovada, recentemente, com o
N. hughesi (PUSTERLA et al., 2011).

O ciclo biolégico do N. hughesi ainda n&o foi totalmente esclarecido. O
hospedeiro definitivo é desconhecido, assim como outros possiveis
hospedeiros intermediarios, que nao os equideos (HOANE et al., 2006). Por
consequéncia, ainda ndo se confirmou a rota natural da infeccdo horizontal
por N. hughesi nestes animais. O N. caninum possui em seu ciclo de vida um
estagio resistente (oocisto contendo esporozoitos), excretado nas fezes dos
hospedeiros definitivos, um estagio de multiplicacdo lenta com encistamento
tecidual (bradizoito), presente nos tecidos de animais infectados; além de um
estagio de multiplicacdo rapida (taquizoito), que é o principal responsavel
pelas lesbes teciduais em animais enfermos (BUXTON; MCALLISTER;
DUBEY, 2002).

Os céaes eliminam oocistos ndo esporulados nas fezes, muito similar
aos de Hammondia heydorni do cdo, Hammondia hammondi e T. gondii do
gato. Os oocistos esporulam em 24 a 72 horas, ficando cada oocisto
esporulado com dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos
(LINDSAY; DUBEY; MCALLISTER, 1999).

Quando o hospedeiro intermediario ingere o oocisto esporulado, ocorre
a liberacdo dos esporozoitos na luz intestinal, que penetram nas células da
parede e passam a se chamar taquizoitos, onde se dividem rapidamente e
podem penetrar em diversas células do hospedeiro (macrofagos,
polimorfonucleares, neurdnios, fibroblastos, endotélio vascular, midcitos,

células tubulares renais e hepatécitos) causando severas lesdes em
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diferentes 6rgéos. Alguns se transformam em bradizoitos, dentro de cistos de
parede espessa, permanecendo latentes, em lenta divisdo (LINDSAY;
DUBEY; MCcALLISTER, 1999). Os bradizoitos sédo resistentes a solucdes
pépticas e acidas indicando que seu ciclo pode envolver a ingestdo por
carnivoros (DUBEYe LINDSAY, 1996).

Ao infectarem os equinos o N. caninum e N. hughesi podem provocar
diferentes sinais clinicos associados a problemas reprodutivos ou a disturbios
neurolégicos como ataxia dos membros pélvicos e, ocasionalmente, dos
quatro membros, e dificuldade de deambulacdo que se acentua quando o
animal caminha com a cabeca ereta ou em circulos (DUBEY et al., 2001).
Além destes sintomas podem causar cegueira, perda de peso,
comportamento bizarro, dificuldade de mastigacdo e aborto (WALSH et al.,
2000). Devido a esses sinais inespecificos da neosporose o diagndstico
clinico é dificultado, logo o diagnéstico laboratorial deve ser realizado para
confirmar essa infeccdo (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006 ).

Sao utilizados para o diagnostico alguns métodos soroldgicos tais como
imunofluorescéncia indireta (IFl), ensaio imunoenzimético (ELISA),
soroaglutinacéo direta e Western blot, além de métodos parasitoldgicos como
o histopatolégico, imunohistoquimico, isolamento in vitro e in vivo e a
deteccdo do DNA do parasita pela PCR (HOANE et al., 2006).

Existem inimeros estudos epidemiolégicos de infeccdo por N. caninum
realizados por meio de testes soroldgicos (HEMPHILL e GOTTSTEIN, 2000).
Contudo, suspeita-se que a identificacdo de animais soropositivos para N.
caninum pode ser prejudicada devido a reatividade cruzada com outros
protozoarios, principalmente N. hughesi e H. heydorni (GONDIM et al., 2009).

Ndo ha teste sorologico disponivel, até o momento, capaz de
discriminar anticorpos anti - N. caninum de anticorpos anti- N. hughesi. E
desconhecido o potencial deste ultimo de infectar outras espécies animais,
portanto, os inquéritos sorologicos realizados para a deteccdo de anticorpos
anti - N. caninum podem, em parte, corresponder a infec¢des por N. hughesi
(GONDIM et al., 2009).

A presenca de anticorpos séricos para Neospora spp. indica a

exposicdo ao protozoario ou a um parasita estritamente relacionado passivel
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de reacdo cruzada, nao indicando necessariamente a existéncia de uma
infeccéo ativa (VARDELEON et al., 2001).

Estudos sorolégicos da neosporose em equinos sao escassos, embora
alguns levantamentos tenham sido realizados em diferentes regiées do Brasil,
em Santa Catarina (MOURA et al., 2013), Parana (LOCATELLI-DITTRICH et
al.,, 2006; HOFFMANN-KORMANN et al., 2008; VILLALOBOS et al., 2012),
Rio Grande do Sul (SANGIONI et al.,, 2011; TOSCAN et al.,, 2010), e Séo
Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Parana, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Goids, Rond6nia e Bahia (HOANNE et al.,
2006).

Nos ultimos anos, o diagndstico da neosporose e toxoplasmose
melhorou devido ao desenvolvimento de ensaios de PCR, que permitem uma
identificacdo rapida e altamente sensivel do parasita, através da amplificacédo
e subsequente demonstracdo de sequéncias de DNA especificas do parasita
(YAMAGE; FLECHNER; GOTTSTEIN, 1996).

Portanto, tendo em vista a escassez de levantamentos epidemiolégicos
sobre as enfermidades que acometem equideos na regido e a proximidade de
um frigorifico especializado em abate de equideos para exportacao a diversos
paises no mundo, objetivou-se com este estudo determinar a prevaléncia do
Toxoplasma gondii e Neospora spp. em equideos do municipio de
Uberlandia, utilizando a técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e Reacéo em cadeia da polimerase (PCR), comparando a prevaléncia
entre as zonas rural e urbana, além de avaliar a influéncia dos fatores grupo
genético, género, idade, utilizacdo/atividade exercida, histérico de

abortamento e contato com gatos, caes e animais selvagens.
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CAPITULO 2- PREVALENCIA DE TOXOPLASMA GONDII E ANALISE DOS
FATORES DE RISCO EM EQUIDEOS DO SUDESTE DO BRASIL

RESUMO - Este estudo avaliou a prevaléncia e andlise dos fatores de risco do
Toxoplasma gondii em equideos (cavalos, mulas e pbneis), dentro de areas
rurais e urbanas do Municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Amostras de soro
de 257 equideos foram avaliadas para a presenca de anticorpos contra T.
gondii por meio do teste de Reacdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
diagnostico molecular pelo método de Reacdo em cadeia da Polimerase
(PCR). Além disso, um inquérito epidemiolégico foi realizado para avaliar os
possiveis fatores de risco (grupo genético, idade, género, utilizacéo/atividade
exercida, ECC e contato com animais domeésticos e silvestres). Das 257
amostras, 9,7% (25/257) resultaram em positivas na RIFI para T. gondii, sendo
que 11% (16/145) no meio rural e de 8% (9/112) no meio urbano. Ja na PCR
foram 10,9% (28/257) de amostras positivas, com prevaléncias de 17,2%
(25/145) e 2,7% (3/112), respectivamente, na zona rural e urbana. Houve
diferenca na prevaléncia avaliada atravées da PCR entre as zonas rural e
urbana. O género e a idade foram considerados fatores de risco na RIFIl. Os
machos foram considerados menos susceptiveis quando comparados as
fémeas e o0s animais maiores que cinco anos apresentaram maior
susceptibilidade do que os mais jovens. Na técnica da PCR, o Unico fator de
risco significativo foi o grupo genético, pbneis apresentaram maior prevaléncia
em relacdo aos cavalos e mulas. Concluiu-se que ha a presenca de
Toxoplasma gondii distribuido em todo o municipio de Uberlandia e sua
prevaléncia depende de ser zona rural ou urbana; os grupo genético, idade e

género foram considerados fatores de risco para a doenca na zona rural.

Palavras-chave: Epidemiologia, Reacdo de Imunofluorescéncia indireta,
Reacao em cadeia da polimerase, Toxoplasmose
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PREVALENCE OF TOXOPLASMA GONDII AND ANALYSIS OF RISK
FACTORS IN EQUIDAE OF SOUTHEASTERN BRAZIL

ABSTRACT - This study evaluated the prevalence and analysis of risk factors
of Toxoplasma gondii in horses (horses, mules and ponies), within rural and
urban areas of Uberlandia, Minas Gerais. Serum samples from 257 horses
were evaluated for the presence of antibodies to T. gondii by the indirect
Immunofluorescence assay (IFA) and by molecular method of Polymerase
Chain Reaction (PCR) diagnosis. In addition, a survey was conducted to
evaluate the possible risk factors (genetic group, age, gender, use / activity
performed, ECC and contact with domestic and wild animals). Of the 257
samples, 9.7% (25/257) had a positive IFAT for T. gondii, and 11% (16/145) in
rural areas and 8% (9/112) in the urban environment. Already in the PCR were
10.9% (28/257) of samples positive, with prevalence rates of 17.2% (25/145)
and 2.7% (3/112), respectively, in rural and urban areas. Differences in
prevalence assessed by PCR between rural and urban areas. The gender and
age were risk factors in the IFAT. Males were considered less likely when
compared to females and larger than five years animals showed higher
susceptibility than younger. On the PCR technique, the only significant risk
factor was the genetic group, ponies showed higher prevalence compared to
horses and mules. It was concluded that there is the presence of Toxoplasma
gondii distributed throughout the city of Uberlandia and their prevalence
depends on being rural or urban areas; the genetic group, age and gender were

risk factors for the disease in rural areas.

Key words: Epidemiology, Immunofluorescence indirect, reaction of

polymerase chain, Toxoplasmosis,
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem o quarto maior rebanho equino do mundo, com 5,8 milhdes
de animais, atrds dos Estados Unidos, China e México (ASSESSORIA DE
COMUNICACAO - CNA, 2010). Este rebanho movimenta R$ 7,3 bilhdes de
reais por ano, emprega 640 mil pessoas no Brasil e tem grande parte de sua
sede no Estado de Minas Gerais (MG). Em 2006, este estado foi apontado pela
Confederagéo Nacional de Agricultura (CNA) como o maior produtor de cavalos
do pais, o que representa cerca de 800 mil animais (VIEIRA; REZENDE; LANA,
2011).

No pais, 0os equinos sdo tradicionalmente criados para o0 esporte e
recreacdo (EVERS et al., 2013), sendo que uma de suas principais funcdes € o
trabalho  diario nas atividades agropecuarias (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 2014). Além disso, ha os carroceiros que representam uma
categoria de trabalhadores que compde o mercado informal, exercendo suas
atividades nos centros urbanos das diferentes regifes do pais (BARBOSA et
al., 2011). Logo, no Brasil, os equideos nédo sado direcionados para o abate, no
entanto h4 estabelecimentos brasileiros licenciados para abater este tipo de
animal com sua producdo exclusiva para exportacdo (EVERS et al., 2013).

O papel dos cavalos na transmissao de zoonoses parasitarias, seja como
fonte de infeccdo para vetores ou responsavel pela contaminacdo dos
hospedeiros definitivos, estd ganhando importancia mundial (KOUAM et al.,
2010). Entre estas enfermidades, destaca-se a toxoplasmose como uma das
doencas mais comuns e de ampla distribuicdo geografica. Estima-se que mais
de um terco das pessoas do mundo ja foram expostas a infeccdo deste
parasita (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

O Toxoplasma gondii pertence ao filo Apicomplexa e familia
Sarcocystidae, é considerado importante agente patogénico causador de
abortos em animais de producdo e responsavel por perdas econdmicas
significativas (DUBEY; KERBER; GRANSTROM, 1999). Ele tem como
hospedeiros definitivos todos os felideos e, como hospedeiros intermediarios

todos os mamiferos, dentre eles o proprio felideo, o homem e o equino. O
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cavalo parece ser uma das espécies animais mais resistentes ao
desenvolvimento clinico da toxoplasmose (CONTENTI et al., 2002).

A infeccdo nos herbivoros ocorre pela ingestdo de gramineas e racdes
contaminadas pelo oocisto; ja nos carnivoros, incluindo o homem, através do
consumo de carne crua ou mal cozida infectada com os cistos teciduais do T.
gondii (DUBEY, 1994). Os hospedeiros intermediarios apresentam como
sintomatologia clinica a diarreia, pneumonia, conjuntivite e abortos. Em
equinos, a infeccado também esta associada a distlrbios nervosos e alteracdes
no aparelho locomotor (DUBEY et al., 1974). De forma geral, as infec¢des por
este parasita em cavalos é subclinica e progressiva e, por este motivo, 0
diagndéstico apoia-se em grande parte pelas técnicas soroldgicas para deteccéo
de anticorpos especificos contra o parasita (ALANAZI e ALYOUSIF, 2011).

Na regido sudeste do Brasil, os estudos soroldgicos da toxoplasmose em
equideos sdo escassos, embora varios levantamentos tenham sido feitos em
diferentes regides do Brasil, como Mato Grosso do Sul (LARANJEIRA;
ISHIZUCA e HYAKUTAKE, 1985; VIDOTTO et al., 1997), Sao Paulo (COSTA
et al. 1986; VIDOTTO et al., 1997), Mato Grosso (VIDOTTO et al.,, 1997) e
Parana (VIDOTTO et al., 1997; GARCIA et al.,1999; CONTENTI et al., 2002).
Ha na literatura somente um levantamento de 12,8% de prevaléncia de
toxoplasmose em trés haras na regido de Uberlandia, Minas Gerais (NAVES et
al., 2005).

Logo, objetivou-se neste estudo realizar o levantamento da prevaléncia de
toxoplasmose em equideos da regido de Uberlandia, Minas Gerais, regido
Sudeste do Brasil e comparar a prevaléncia entre as zonas rural e urbana, bem
como avaliar a influéncia dos fatores como grupo genético, género, idade,

utilizacao/atividade exercida e contato com gatos e animais selvagens.

2.  MATERIAL E METODOS

2.1. Populagéo estudada

2.1.1. Local de coleta e amostragem
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A pesquisa foi realizada no municipio de Uberlandia, situado no Estado
de Minas Gerais, regido Sudeste do pais, limitado pelas coordenadas
geograficas de 18° 30’ e 19° 30’ de latitude sul e de 47° 50’ e 48° 50’ de
longitude oeste. O municipio ocupa uma area de 4.115,09 Km2 e apresenta
clima tropical, com duas esta¢gbes definidas, uma com ver&do chuvoso e outra
com inverno seco, com pluviosidade anual em torno de 1500 mm e temperatura
média de 22 °C (BRITO e PRUDENTE, 2005).

Foram coletadas 257 amostras de sangue de equideos (cavalos, mulas
e poneis), com idade, raca e género variados, sendo 145 oriundos dos 21
conselhos existentes da zona rural do municipio de Uberlandia, distribuidos em
cinco distritos (Uberlandia, Martinésia, Cruzeiro dos Peixotos, Miraporanga e
Tapuirama). Além destas, foram coletadas mais 112 amostras de sangue de
equideos de diferentes bairros da zona urbana de Uberlandia (Figura 1). Estas
amostras da zona urbana foram referentes, em sua grande maioria, de animais
de tracdo (carrocas) atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal
de Uberlandia (HV-UFU), bairros do municipio e do Curral da Prefeitura

Municipal de Uberlandia, além de animais lotados no Parque de exposicéo.

- Martinésia - 9/145
- Cruzeiro dos Peixotos - 121145
- Sobradinho - 5/145
- Terra Branca - 7/145
- Tenda sos Morenos - 6/145
- Olhos d'agua - 6/145
- Cruz Branca - 5/145
- Tapuirama - 6/145
- Sucupira - 5145
10 - Bom Jardim - 5/145
11 - Agua Limpa - 22/145
12 - Miraporanga - 5/145
. 13 - Cabagal - 5/145
X 14 - Barra do Tijuco- 4145
- 15 - Douradinho - 12/145
N - ANh 16 - Babil6nia - 51145
T 17 - Morada Nova - 71145
R 18 - Rio das Pedras - 4/145
19 - Xapetuba - 5145
20 - Usina dos Martins - 6/145
21 - Capela dos Martins - 4/145
22 - Zona Urbana - 112

(=D =-R V= RS - R PR K B

Fonte: Adaptado de: http://udigis.prodaub.com.br/udigis/main2.asp

Figura 1. Mapa de Uberlandia (Minas Gerais — Brasil), mostrando a divisdo
geografica do Municipio em Conselhos e a quantidade de amostras
de sangue de equideos coletadas em cada local.
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De cada conselho foram selecionadas aleatoriamente pelo menos 3
propriedades rurais. As amostras dos equideos ficaram distribuidas nos 5
distritos: a) Uberlandia - perimetro rural (n = 65); b) Martinésia (n = 15); c)
Cruzeiro dos Peixotos (n = 21); d) Tapuirama (n = 11); e) Miraporanga (n = 33)
(Figura 2). As coletas foram realizadas juntamente com um médico veterinario
da prefeitura municipal de Uberlandia, que acompanhou as visitas, com a
finalidade de fornecer informacdes técnicas e as coordenadas geograficas,
além de intermediar o contato com o produtor rural.

Juntamente com as coletas, foi realizado um questionario
epidemioldgico, contendo informagBes sobre as caracteristicas do animal,
praticas de manejo sanitario, nutricional e ambiente. Foram avaliados o0s
parametros como grupo genético (cavalos, mulas, e pbéneis), género (macho e
fémea), utilizac&o/atividade exercida (tracao, esporte e reproducao), escore de
condicdo corporal (ECC), de 0 a 5 (CARROLL e HUNTINGTON, 1988), e
contato com gatos e animais selvagens (sim e ndo). Na zona urbana, o contato
com gatos foi considerado positivo para todos os animais, uma vez que a
maioria dos equinos desta zona eram carroceiros e circulavam pela cidade; o
contato com animais silvestres foi considerado negativo nestes mesmos
animais.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal

de Uberlandia sob o nimero 071/13.

2.1.2. Coleta de Sangue

O sangue foi coletado por venopuncdo da veia jugular dos equideos,
com previa antissepsia do local com élcool iodado, usando-se 0 sistema a
vacuo (BD Vacutainer®), tubos com e sem EDTA e agulhas descartaveis do
tipo multipla. Apds a coleta, de 5 ml de sangue em tubos sem EDTA e 2ml em
tubos com EDTA, as amostras foram transportadas em caixas de isopor com
gelo artificial, para o Laboratério de Patologia Clinica do HV-UFU, onde foram
submetidas a centrifugacao de 5000 rpm por 5 minutos em centrifuga Excelsa
Baby (centrifuga marca FANEM, modelo 206) e o soro separado em aliquotas
de 2ml em microtubos tipo eppendorf, previamente identificados e

armazenados a menos 20°C. Posteriormente foram encaminhados ao
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laboratério de Zoonoses e Saude Publica e Protozoologia da Universidade
Estadual de Londrina, em Londrina, Parana, Brasil para as analises

laboratoriais descritas abaixo.

2.1.3. Reacgéao de Imunofluorescéncia indireta - RIFI

As analises sorologicas para a verificagdo da presenca de anticorpos
anti —T. gondii foram feitas pela reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
segundo Camargo (1974). Foram utilizadas taquizoitos da cepa RH como
antigeno, conjugados anti-lgG (Sigma Chemical) padronizado na diluicdo de
1:900, e controles positivo e negativo para os soros de equideos. A leitura foi
realizada em um microscopio de epifluorescéncia (Nikom Lapophot) onde foi

considerado positivo 0 animal com titulo igual ou superior a 64.

2.1.4. Reagdo em cadeia da Polimerase - PCR

As amostras de sangue foram submetidas a extracdo de DNA genémico
utilizando um kit comercial (Wizard Genomic DNA Purification Kit - Promega®,
EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Para deteccdo de DNA de T.
gondii foi realizada a PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores TOX4 (5'-
CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG-3’) e TOX5 (5-
CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT-3’), conforme descrito por Homan et
al. (2000), que amplificam uma sequencia de 529 pb que se repete 200-300
vezes no genoma do T. gondii.

A reacao utilizou 5 pL de DNA extraido, 25 mM de MgCl,, 10 mM de
dNTP (Invitrogen®, Life Technologies, EUA), 1 mM de cada primer, 60 mM
Tris-HCI (pH 9,0), 15 mM (NH4)2S04, 1,5 mM MgCl,, 0,5U de Tag-DNA
polimerase (Invitrogen®, Life Technologies EUA) e H,O Mili-Q estéril
perfazendo um total de 25uL. Utilizou-se a seguinte programacao: 95°C por 4
minutos para desnaturacao inicial, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos para
desnaturacao, 55°C por 1 minuto para anelamento e 72°C por 2 minutos para
extensdo e uma extensao final a 72°C por 5 minutos. Controles positivos e
negativos foram incluidos em todas as reacfes. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% corados com Sybr® Safe

DNA Gel Stain (Invitrogen®, Life Technologies, EUA) e visualizados e
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fotodocumentos sobre luz UV por meio do transiluminador Safe Imager™
(Invitrogen®, EUA).

2.2. Andlise estatistica

Para cada variavel foram calculados a prevaléncia, intervalo de
confianca (95%) e risco relativo utilizando-se o programa estatistico SISVAR.
Os fatores de risco foram avaliados utilizando-se o teste de qui-quadrado
(comparacdo de frequéncias de positivos entre zona rural e urbana,
comparacao de frequéncias da idade, trabalho na zona rural e urbana) ou o
teste exato de Fisher (comparacdo de frequéncias entre género e contato com
gatos da zona rural e urbana). Para avaliar a concordancia de replicabilidade
entre os testes de IFI e PCR utilizou-se o teste Kappa. Para comparar a média
do ECC utilizou-se o teste de Mann-Whitney com o programa estatistico
Graphpad Instat. Todos os resultados foram considerados significantes quando
P <0,05.

3. RESULTADOS

Das 257 amostras sanguineas avaliadas, 9,7% (25/257) resultaram em
positivas na RIFI para T. gondii, sendo de 11% (16/145) no meio rural e de 8%
(9/112) no meio urbano. Ja na PCR foram 10,9% (28/257) de amostras
positivas, com prevaléncias de 17,2% (25/145) e 2,7% (3/112),
respectivamente, na zona rural e urbana (Figura 1). Dos 16 animais positivos
na zona rural apenas um apresentou titulo de um/264 e o restante um/64. Na
zona urbana apenas um teve titulo de um/264 e o restante sO reagiu até um/64.

N&do houve diferenca na frequéncia de animais positivos entre as
técnicas de RIFI e PCR (P = 0,772) e apresentaram concordancia de
replicabilidade fraca, tanto na zona urbana (Teste Kappa = -0,042; P = 0,302)
como na zona rural (Teste Kappa = 0,014; P = 0,433). E ao comparar zona
rural e urbana, apenas na PCR houve diferenca estatistica significativa (P <

0,001), conforme demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Prevaléncia da infeccdo por Toxoplasma gondii na Reacao de
Imunofluorescéncia indireta (RIFI) e Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) em equideos do Municipio de Uberlandia - MG.

RIFI PCR
Geral 9,7% (25/257)* 10,9% (28/257)* P=0,772
Zona Rural 11% (16/145) 2 17,2% (25/145) 2
Zona Urbana 8% (9/112) ® 2,7% (3/112) °
P=0,526 P < 0,001

glg?;i[ztazzgg(i)ﬂ(s;ulag‘gisfirentes na linha e mindsculas na coluna evidenciam diferenga significativa no teste

A soroprevaléncia, avaliada pela RIFI (Figura 2), por distritos, foi de
6,7% (1/15) em Martinésia (1 - Conselho Martinésia), 9,5% (2/21) em Cruzeiro
dos Peixotos (1- Cruzeiro e 1 - Capela dos Martins), 18,5% (12/65) em
Uberlandia — perimetro rural (7- Agua Limpa, 2 - bom Jardim, 1 - Xapetuba, 1 -
Babilénia e 1 - Tenda dos Morenos), 3,0% (1/33) em Miraporanga (1 - Barra do
Tijuco) e nao foi encontrada nenhuma amostra positiva no distrito de
Tapuirama (n = 11).

Na PCR (Figura 2), identificou-se a prevaléncia de 4,8% (1/21) em
Cruzeiro dos Peixotos (1 - Capela dos Martins), 24,2% (8/33) em Miraporanga
(7 - Douradinho e 1 - Morada Nova), 18,2% (2/11) em Tapuirama (2 - Cruz
Branca), 21,5% (14/65) em Uberlandia (6 - Olhos d"agua, 1 - Terra Branca, 4 -
Babildnia e 3 - Tenda dos Morenos) e nenhum animal em Martinésia (n = 15).

L PCR(B)
{) Uberiandis - Perimetro urbano % ll' e
O Martinédsia o/1s A 4,76%
O Cruzewro dos Peaxotos P Vni(\?/(
O Mwraporangs L~

0 Tepuwirama '()
@ Perimetro wrbano a11'
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3 ”’"’j
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Fonte: Adaptado de: http://udigis.prodaub.com.br/udigis/main2.asp

Figura 2. Porcentagem de animais positivos para Toxoplasma gondii,
distribuidos por distritos na zona rural e Perimetro urbano do Municipio de
Uberlandia- MG.
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Os fatores avaliados grupo genético, idade, género, atividade,
localizagdo dos animais e contato com gatos e animais silvestres foram
investigados em relacdo a presenca de anticorpos anti - T. gondii em equideos
(Tabelas 2, 3, 4 e 5). Na zona urbana, nenhum dos fatores estudados na
presente pesquisa foi considerado fator de risco para a toxoplasmose (Tabela 3
e 5).

Para a zona rural, na técnica da RIFI, somente género e idade foram
significativos (P < 0,05) e considerados fatores de risco (Tabela 2). Os machos
foram considerados menos susceptiveis e com risco relativo de 0,26 vezes
gquando comparados as fémeas (P = 0,018) e os animais maiores que cinco
anos apresentaram maior susceptibilidade do que os animais mais jovens. Na
técnica da PCR, o Unico fator de risco significativo foi o grupo genético (P <
0,001), pbneis apresentaram maior prevaléncia de 85,7% em relacdo aos
cavalos e mulas de, respectivamente, 13,5% e 20%, além de apresentarem um
risco relativo significativo de 6,33 vezes quando comparados aos equinos.

Tabela 2. Fatores de risco associados a infeccdo por Toxoplasma spp. ha
Reacado de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em equideos da zona
rural do municipio de Uberlandia.

Grupo genético 0,526
cavalos 133 15 (11,3) 6,4- 17,9 1
mulas 5 1(20) 0,5-71,6 1,77(0,29-10,9) 0,465
poneis 7 0 (0) 0-41,0 -
Género 0,018*
Fémea 7 13 (16,9) 9,3-27,1 1
Macho 8 34,4 0,9-12;3 0,26 (0,07-0,88) 0,018*
Grupo por idade 0,017+
<5 anos 3 0(0) 0-8,2 1
5-14 anos 1 15 (16,5) 9,5-25,7 - 0,003*
> 14 anos 1 1(9,2) 0,2-41,3 - 0,204
Atividade 0,114
Reproducéo 8 6 (21,4) 8,3-40,9 1
Tracao 1 9(8,2) 3,8-15,0 0,38 (0,14-0,98) 0,081
Esporte 5 1 (20) 0,5-71,6 0,93 (0,14-6,19) 1
Contato com 0,396
gatos
Nao 0 7 (14) 5,8-26,7 1
Sim 1 8(8,8) 3,9-16,6 0,63 (0,24-1,63) 0,396
Contato com 0,059
animais
selvagens
Nao 4 7 (20,6) 8,7-37,9 1
Sim 11 9(8,1) 3,8-14,8 0,39 (0,16-0,98) 0,059

Nota: ® Nimero de animais positivos; ® Prevaléncia; © Intervalo de confianga; ¢ p valor; * Fator significativo; Cl,
intervalo de confianga; RR, risco relativo.
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Tabela 3. Fatores de risco associados a infeccao por Toxoplasma spp.na
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em equideos da zona
urbana do Municipio de Uberlandia.

Grupo genético 1
Cavalos 109 9(8,3) 3,8-15,1 1
Mulas 3 0 (0) 0-70,8
Sexo 0,2960
Fémea 64 7 (10,9) 4,5-21,2 1
Macho 48 2 (4,2 0,5-14,2 0,38 (0,08-1,75) 0,296
Grupo por 0,6514
idade
<5years 11 1(9,1) 0,2-41,3 1
5- 14 years 92 8 (8,7) 3,8-16,4 0,96 (0,13-6,95) 1
> 14 years 9 0 (0) 0-33,6 - 1
Atividade 0,6119
Reproducéo 15 1(6,7) 0,17-31,9 1
Tracéo 74 5 (6,8) 2,2-15,1 1,01 (0,13-8,07) 1
Esporte 23 3(13) 2,8-33,6 1,96 (0,22-17,11) 1

Nota: * Nimero de animais positivos; ° Prevaléncia; © Intervalo de confianca; @ P valor; * Fator significativo; Cl,
intervalo de confianca; RR, risco relativo.

Tabela 4. Fatores de risco associados a infeccao por Toxoplasma spp.na
Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) em equideos da zona
rural do municipio de Uberlandia.

Grupo genético <0,001*
Equinos 133 18 (13,5) 8,2-20,5 1
Mulas 5 1(20) 0,5-71,6 1,48 (0,24-8,98) 0,529
Poneis 7 (85,7) 42,1-99,6 6,33 (3,74-10,7) <0,001*
Género 0,381
Fémeas 7 11 (14,3) 7,3-24,1 1
Machos 8 14 (20,6) 11,7-32,1 1,44 (0,70-2,96) 0,381
Grupo por idade 0,083
<5 anos 3 12 (27,9) 15,3-43,7 1
5- 14 anos 1 12 (13,2) 7,0-21,9 0,47 (0,23-0,96) 0,053
> 14 anos 1 1(9,1) 0,2-41,3 0,33 (0,05-2,24) 0,261
Atividade 0,811
Reproducéo 8 6 (21,4) 8,3-40,9 1
Tracéo 10 18 (16,4) 10-24,6 0,76 (0,33-1,74) 0,578
Esporte 1 (20) 0,5-71,6 0,93 (0,14-6,19) 1
Contato com 1
gatos
Nao 0 9 (18) 8,6-31,4 1
Sim 1 16 (17,6) 10,4-27 0,98 (0,47-2,05) 1
Contato com 0,066
animais
selvagens
Nao 4 2(5,9) 0,7-19,7 1
Sim 11 23 (20,7) 13,6-29,5 3,52(0,87-14,19) 0,066

Nota: * Nimero de animais positivos; ® Prevaléncia; © Intervalo de confianga; @ P valor; * Fator significativo; Cl,
intervalo de confianga; RR, risco relativo.
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Tabela 5. Fatores de risco associados a infeccdo por Toxoplasma spp.na
Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) em equideos da zona
urbana do municipio de Uberlandia.

Grupo genético 0,079
Equinos 109 2(1,8) 0,2-6,5 1
Mulas 3 1333 0,8-90,6 18,2 (2,2-14,9) 0,079
Género 1
Fémeas 4 2(3,1) 0,4-10,8 1
Machos 8 1(2,1) 0,05-11,1 0,7 (0,1-7,1) 1
Grupo por idade 0,079
<5 anos 1 1(91) 0,2-41,3 1
5-14 anos 2 1(1,1) 0,03-5,9 0,1 (0,01-1,8) 0,203
> 14 anos 1(11,2) 0,3-48,2 1,2 (0,1-1,7) 1
Atividade 0,453
Reproducéo 5 0 (0) 0-21,8 1
Tracgéo 4 34,1 0,8-11,4 - 1
Esporte 3 0 (0) 0-14,8 - 1

Ir:ct)é?val (r)\néguig?] fciiaene;r:;mRaés' ﬂ(s)igi\r/ggti‘;grevaléncia; ®Intervalo de confianca; ® P valor; * Fator significativo; Cl,

O ECC néo foi considerado fator de risco em nenhuma técnica ou regido
avaliada, sendo de 3,1 + 0,5 dos animais negativos e 3,1 = 0,3 dos positivos (P
=0,911) na zona rural e de 2,8 + 0,5 nos negativos e 3,1 + 0,3 dos positivos (P
= 0.139) na RIFI. Na técnica da PCR o ECC foi de 3,2 + 0,4 nos negativos e 3,1
+ 0,5 nos positivos (P = 0,549) da zona rural e, na zona urbana o ECC foi de
28 +04e25+0,7 (P=0,437), respectivamente, nos animais negativos e

positivos.

4, DISCUSSAO

Este estudo revelou que a soroprevaléncia de toxoplasmose em
equideos no Municipio de Uberlandia foi de 9,7%, superior apenas ao
encontrado por Mendonca et al. (2001) na Bahia e Silva e Langoni (2000) no
Mato Grosso do Sul de, 1,5% e 1,33%, respectivamente. A maioria dos
levantamentos brasileiros apresentaram valores de prevaléncia superior,
destacando-se as de 32,8% no Mato Grosso do Sul (LARANJEIRA; ISHIZUCA;
HYAKUTAKE, 1985), de 13,73%, 41,53%, 23,35% e 21,39%, respectivamente,
no Mato Grosso, Sao Paulo, Parana e Mato Grosso do Sul (VIDOTTO et al.,
1997), de 28,46% no Parana (CONTENTI et al., 2002), de 44,16% em Sao
Paulo (VILLALOBOS et al., 2011) e, finalmente, semelhante a 11,6% (EVERS
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et al., 2013) com soroprevaléncia de 398 amostras coletadas em diferentes
estados do Brasil.

Na unica pesquisa encontrada na regido de Uberlandia, Naves et al.
(2005) encontraram a soroprevaléncia de 12,82%, no entanto, como descrito
anteriormente, este levantamento foi de apenas trés haras localizado no
municipio.

Deve-se ressaltar que nos trabalhos de Vidotto et al. (1997), Contente et
al. (2002) e Naves et al. (2005) foram usados como ponto de corte as amostras
com titulo de um/16. Caso fossem alterados os pontos de corte nas pesquisas
acima referenciadas, para a titulacdo de um/64, as prevaléncias reduziriam de
54,8% para 28,25%, de 28,46% para 22,3% e de 12,82% para 2,56%,
respectivamente. Desta forma, os resultados encontrados por Naves et al.
(2005) foram bem inferiores ao da presente pesquisa, 0 que pode ser
justificado pela amostragem reduzida e restrita dentro do municipio de
Uberlandia.

Ao comparar com pesquisas em outros paises, a prevaléncia em
Uberlandia foi semelhante ao encontrado por Garcia-Bocanegra et al. (2012)
no Sul da Espanha e Lopes et al. (2013) em Portugal, com 10,8% e 13,3%,
respectivamente. A prevaléncia foi superior a de Dubey, Kerber e Granstrom
(1999) na América do Norte, Karatepe et al. (2010) na Turquia e Alvarado-
Esquivel et al. (2012) no México com 6,9%, 7,2% e 6,1%, respectivamente.
Verificou-se que na grande maioria das pesquisas avaliadas o levantamento
em Uberlandia foi inferior a maioria, como o0s resultados encontrados por
Bartova et al. (2010) na Republica Tcheca, Hajialilo et al. (2010) no Ird,
Boughattas et al. (2011) na Tunisia, Alanazi e Alyousif (2011) na Arabia
Saudita, Yang et al. (2013) na China, com 24%, 71,2%, 17,7%, 31,6% e 25%,
respectivamente.

Segundo Montoya e Liesenfeld (2004), a infeccao por T. gondii pode ser
diagnosticada indiretamente por métodos soroldgicos ou diretamente por PCR,
isolamento e histologia. Sendo que a sorologia busca demonstrar niveis de
anticorpos especificos ao T. gondii, cujos titulos mantém-se elevados durante

meses até anos (MONTOYA, 2002). Porém, os testes sorologicos disponiveis
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indicam somente o contato do hospedeiro com o protozoario em algum
momento no passado e ndo a presenca de protozoario viavel a infeccao.

Deste modo, ha a necessidade de associar ao exame soroldgico outros
meétodos de diagnostico (DUBEY, 2010), como a PCR que pode detectar o
parasita em numero muito reduzido ou mesmo lisado (HOWE et al., 1997).
Entretanto, a PCR s6 sera positiva em casos de parasitemia; assim, em casos
de toxoplasmose cerebral ou pulmonar, a PCR sera de utilidade apenas
quando houver disseminacdo ou passagem do parasito para o sangue, tal
como ocorre na etapa aguda dessa parasitose (KHALIFA, 1994), podendo ai
ser uma explicagdo para a fraca concordancia de replicabilidade entre as
técnicas de RIFI e PCR.

Na presente pesquisa, a soroprevaléncia foi maior na regido rural
(17,2%) do que na urbana (2,7%), corroborando com o encontrado por
Alvarado-Esquivel et al. (2012) que descrevem que as praticas de higiene e
cuidados na alimentacdo dos animais na zona rural podem contribuir para
esses resultados.

Os gatos e outras espécies de felideos sdo os Unicos hospedeiros
definitivos conhecidos para esse parasita (FRENKEL, 1990), porém nesta
pesquisa ndo foi considerado um fator de risco entre 0s animais positivos.
Segundo Silva e Langoni (2000), os gatos sdo utilizados no controle de
roedores em estabulos e desta forma podem contaminar a agua ou o alimento
de cavalos e infectar-se com T. gondii pela ingestdo ou inalacdo de oocistos
presentes nos alimentos, feno e em camas contaminadas com oocistos (SILVA
e LANGONI, 2000).

Outro fato interessante na patogenia da doenca € a contaminacao de
reservatérios de agua por oocistos eliminados por felideos selvagens (DUBEY
e JONES, 2008). Assim, a auséncia de gatos domésticos, porém a presenca de
felideos selvagens pode ser considerada um fator de risco associado a
transmisséo de toxoplasmose (CANON-FRANCO et al., 2013).

Vitaliano (2012) demonstrou que o T. gondii esta distribuido em todo o
territdrio nacional e é capaz de infectar uma vasta gama de aves e mamiferos
selvagens provenientes de diferentes regides brasileiras, com potencial risco

para animais ou humanos que os consumirem. Ferreira e Navaro (1994) citam



42

gue a existéncia da toxoplasmose nos animais selvagens pode ser entendida
pelas adaptacdes que o Toxoplasma spp. apresenta, tais como suas diferentes
formas infectantes, a resisténcia dos oocistos ao meio, a ampla variedade de
hospedeiros e as vias de transmisséao.

Em relacdo ao grupo genético, neste estudo, os pbneis apresentaram
maior soroprevaléncia que cavalos e mulas, e ndo ha na literatura consultada
nenhum relato da prevaléncia de T. gondii em poneis. Outras pesquisas
mostram resultados semelhantes entre as espécies, como as de Chhabra e
Gautam (1980) que obtiveram percentuais de positividade de 6,2%, 6,0% e
4,3% para equinos, asininos e muares, respectivamente. Enquanto Ling e Wan
(1984) detectaram a presenca de anticorpos anti-T. gondii em 4,55% das
amostras de soro de equinos e em 8,61% das amostras de soro de muares.

Levando-se em consideragdo o parametro idade, os cavalos com idade
superior a cinco anos tém mais chances de ser positivos do que 0s animais
mais jovens, 0 que esta de acordo com o encontrado por Boughattas et al.
(2011), Urcelay et al. (1982) e Costa et al. (1986) que demonstraram que o
namero de animais soropositivos aumenta de forma diretamente proporcional a
idade, pois quanto mais velhos € maior a chance de se infectar com oocistos
no ambiente. O género também foi considerado um fator predisponente, sendo
as fémeas mais sensiveis para a infeccao pelo parasita do que os machos, o
gue esta de acordo com o relatado por Haridy et al., (2009) no Egito.

A toxoplasmose € uma antropozoonose, portanto um problema na saude
publica, principalmente pelo consumo de carne crua ou mal cozida e agua
contaminada. O pais exporta carne de equideos e por isto ha relevancia em se
realizar estudos sobre a prevaléncia desses parasitas nesta espécie na regiao.
Por ser uma doenga com riscos graves em humanos, ter disseminagdo mundial
e de grande importancia ao agronegécio, € necessario conhecer mais sobre
essa enfermidade, realizando genotipagem a fim de identificar qual cepa esta

mais atuante.
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5. CONCLUSAO

Ha a presenca de Toxoplasma gondii distribuido em todo o municipio de
Uberlandia e sua prevaléncia depende de ser zona rural ou urbana; o grupo
genético, idade e género foram considerados fatores de risco para a doenca na

zona rural.
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CAPITULO 3- PREVALENCIA DE NEOSPORA SPP. E ANALISE DOS
FATORES DE RISCO EM EQUIDEOS DO SUDESTE DO BRASIL

RESUMO - Este estudo avaliou a prevaléncia e andlise dos fatores de risco do
Neospora spp. em equideos (cavalos, mulas e poneis), dentro de areas rurais e
urbanas do Municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Amostras de soro de 257
equideos foram avaliadas para a presenca de anticorpos contra Neospora spp.
por meio do teste de reacdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI) e diagndstico
molecular através do método de Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR).
Além disso, um inquérito epidemiologico foi realizado para avaliar os possiveis
fatores de risco (grupo genético, idade, género, utilizacao/atividade econdmica,
ECC, historico de abortamento e contato com animais domeésticos e silvestres).
De 257 amostras avaliadas, 13,2% (34/257) resultaram em positivas na RIFI,
sendo a soroprevaléncia no meio rural de 15,9% (23/145) e de 9,8% (11/112)
no meio urbano, ndo havendo diferenga entre elas (P = 0,218). Na PCR foi
encontrada a prevaléncia geral de 1,2% (3/257), sendo 1,4% (2/145) da zona
rural e 0,89% (1/112) na area urbana, onde também né&o se observou diferenca
(P = 0,719). Houve diferenca significativa (P < 0,0001) ao comparar a
frequéncia de animais positivos entre as técnicas de RIFI e PCR. Dos fatores
pesquisados somente a idade foi significativa (P < 0,05) e considerada fator de
risco. O ECC dos animais negativos na RIFI foi inferior (3,0 + 0.5) ao dos
animais positivos (3,2 + 0,3)(P = 0,037). Logo, concluiu-se que ha a presenca
de Neospora spp. distribuido em todo o municipio de Uberlandia, sua
prevaléncia independe de ser zona rural ou urbana e a idade é considerada um

fator de risco para a doencga.

Palavras-chave: Epidemiologia, Neosporose, Rea¢do de Imunofluorescéncia

indireta, Reacdo em cadeia da polimerase
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PREVALENCE OF NEOSPORA SPP. AND ANALYSIS OF RISK FACTORS
IN EQUIDAE OF SOUTHEASTERN BRAZIL

ABSTRACT - This study evaluated the prevalence and analysis of risk factors
for Neospora spp. in equines (horses, mules and ponies), within rural and urban
areas of Uberlandia, Minas Gerais. Serum samples from 257 horses were
evaluated for the presence of antibodies against Neospora spp. through the
Indirect Immunofluorescence Assay (IFA) and molecular diagnosis by the
method of Polymerase Chain Reaction (PCR) test. In addition, a survey was
conducted to evaluate the possible risk factors (genetic group, age, gender,
economic activity, ECC, history of abortion and contact with domestic and wild
animals). 257 samples evaluated, 13.2% (34/257) had a positive IFAT, with
seroprevalence in rural areas from 15.9% (23/145) and 9.8% (11/112) in the
urban environment there was no difference between them (P = 0.218). PCR in
the overall prevalence of 1.2% (3/257) was found, with 1.4% (2/145) of rural and
0.89% (1/112) in the urban area, where he also was not observed difference (P
= 0.719). There was a significant difference (P <0.0001) when comparing the
frequency of positive animals between IFA and PCR techniques. Of the factors
studied only age was significant (P < 0.05) and considered a risk factor. The
ECC of animals negative by IFAT was lower (3.0 £ 0.5) than positive animals
(3.2 £ 0.3) (P = 0.037). Therefore, it is concluded that there is the presence of
Neospora spp. distributed throughout the city of Uberlandia, its prevalence is
independent of rural or urban areas and age is considered a risk factor for the

disease.

Keywords: Epidemiology, Indirect Immunofluorescence, polymerase chain

reaction, neosporosis



52

1. INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho de equinos na Ameérica Latina e o
terceiro mundial que, somado aos muares (mulas) e asininos (asnos), formam
um total de oito milhdes de cabecas e movimentam cerca de 7,3 bilhGes de
reais. A maior concentracdo de equinos encontra-se, hoje, na regidao Sudeste
do Brasil, e uma de suas principais funcdes continua sendo o trabalho diario
nas atividades agropecuarias, onde aproximadamente cinco milhdes de
animais sdo utilizados, principalmente, no manejo dos bovinos (MINISTERIO
DA AGRICULTURA, 2014).

A neosporose € uma doenca mundialmente conhecida por induzir
abortamentos em bovinos, além de acometer outras espécies de animais
domeésticos e silvestres (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). Em
equideos permanece pouco elucidada (LINDSAY 2001; HOANE et al., 2006;
DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). Existem duas espécies de
protozoarios do género Neospora que infectam equinos, o Neospora caninum e
Neospora hughesi (Apicomplexa, Sarcocystidae), sendo que a infeccdo pelo
primeiro tem sido associada a problemas reprodutivos e doenga neonatal, e a
infeccdo pelo segundo relacionada a disturbios neuroldgicos (LINDSAY, 2001;
VERONESI et al. 2008).

O N. hughesi foi descrito por Marsh et al. (1998), os quais isolaram o
protozoario de um equino que apresentava sinais compativeis com a
mieloencefalite protozoaria equina (EPM). Esta descoberta estabeleceu este
parasita como mais um potencial agente etiolégico da EPM, aumentando a
importancia do diagnostico da neosporose em equinos (TOSCAN et al., 2010).

O hospedeiro definitivo do N. hughesi ainda € desconhecido e
permanece incerta a forma de exposicdo dos equinos ao parasito e se ha
outros hospedeiros intermediarios (HOANE et al., 2006). Por consequéncia,
ainda ndo se confirmou a rota natural da infeccdo horizontal desse protozoario
nestes animais. JA o N. caninum tem cdes e coiotes como hospedeiros
definitivos e varias espécies como hospedeiros intermediarios (GONDIM,
2006), tais como os bovinos, ovinos, caes, equinos, entre outros (DUBEY e
SCHARES, 2011).
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A pesquisa de anticorpos anti - Neospora ssp. em equideos, no Brasil,
ainda é escassa e o0s estudos disponiveis tém revelado indices bem variados
entre 0 e 64% (DUBEY; KERBER; GRANSTROM, 1999; HOANE et al., 2006;
LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006; VILLALOBOS et al., 2006, HOFFMANN
KORMANN et al.,, 2008, SANGIONI et al., 2011, VILLALOBOS et al., 2012,
MOURA et al., 2013).

Embora alguns estudos relativos a epidemiologia da neosporose em
equideos tenham sido realizados no Brasil, a falta de dados de referéncia em
todo o Estado de Minas Gerais, maior produtor de equideos do pais, motivou a
realizagdo deste estudo. Portanto, objetivou-se realizar o levantamento da
prevaléncia de neosporose em equideos da regido de Uberlandia, Minas
Gerais, Brasil, comparar a prevaléncia entre as zonas rural e urbana, bem
como avaliar a influéncia dos fatores grupo genético, género, idade, histérico
de abortamento, utilizacdo/atividade exercida e contato com caes e animais

selvagens.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Populacéo estudada

2.1.1. Local de coleta e amostragem

A pesquisa foi realizada no municipio de Uberlandia, situado no estado
de Minas Gerais, regido Sudeste do pais, limitado pelas coordenadas
geograficas de 18° 30’ e 19° 30’ de latitude sul e de 47° 50’ e 48° 50’ de
longitude oeste. O municipio ocupa uma area de 4.115,09 Km2 e apresenta
clima tropical, com duas esta¢gdes definidas, uma com ver&do chuvoso e outra
com inverno seco, com pluviosidade anual em torno de 1500 mm e temperatura
média de 22 °C (BRITO e PRUDENTE, 2005).

Foram coletadas 257 amostras de sangue de equideos (cavalos, burros
e poneis) com idade, raca e género variados, sendo 145 oriundos dos 21
conselhos existentes da zona rural do municipio de Uberlandia, distribuidos em
cinco distritos (Uberlandia, Martinésia, Cruzeiro dos Peixotos, Miraporanga e

Tapuirama). Além destas, foram coletadas mais 112 amostras de sangue de
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equideos de diferentes bairros da zona urbana de Uberlandia (Figura 1). Estas
amostras da zona urbana foram referentes, em sua grande maioria, de animais
de tracdo (carrocas) atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal
de Uberlandia (HV-UFU), bairros do municipio e do Curral da Prefeitura

Municipal de Uberlandia, além de animais lotados no Parque de exposicéo.

- Martinésia - 9/145
- Cruzeiro dos Peixotos - 121145
- Sobradinho - 5/145
- Terra Branca - 7/145
- Tenda sos Morenos - 6/145
- Olhos d'agua - 6/145
- Cruz Branca - 5/145
- Tapuirama - 6/145
- Sucupira - 5145
10 - Bom Jardim - 5/145
11 - Agua Limpa - 22/145
12 - Miraporanga - 5/145
; 13 - Cabagal - 5/145
X 14 - Barra do Tijuco- 4145
- 15 - Douradinho - 12/145
' ; ANh 16 - Babil6nia - 51145
T 17 - Morada Nova - 71145
R 18 - Rio das Pedras - 4/145
19 - Xapetuba - 5145
20 - Usina dos Martins - 6/145
21 - Capela dos Martins - 4/145
22 - Zona Urbana - 112

(=D =-R V= RS - R PR K B

Fonte: Adaptado de: http://udigis.prodaub.com.br/udigis/main2.asp

Figura 1. Mapa de Uberlandia (Minas Gerais — Brasil) mostrando a divisao
geografica do Municipio em Conselhos e a quantidade de amostras
coletadas por local.

De cada conselho foram selecionadas aleatoriamente pelo menos trés
propriedades rurais. As amostras dos cavalos ficaram distribuidas nos cinco
distritos: a) Uberlandia - perimetro rural (n = 65); b) Martinésia (n = 15); c)
Cruzeiro dos Peixotos (n = 21); d) Tapuirama (n = 11); e) Miraporanga (n = 33)
(Figura 2). As coletas foram realizadas juntamente com um médico veterinario
da prefeitura municipal de Uberlandia, que acompanhou as visitas, com a
finalidade de fornecer informacdes técnicas e as coordenadas geogréficas,
além de intermediar o contato com o produtor rural.

Juntamente com as coletas, foi realizado um questionario
epidemioldgico, contendo informacbes sobre as caracteristicas do animal,
praticas de manejo sanitario, nutricional e ambiente. Foram avaliados o0s
parametros como grupo genético (cavalos, burros, e pbneis), género (macho e

fémea), utilizacao/atividade exercida (tracdo, esporte e reproducao), escore de
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condicg&o corporal (ECC) de 0 a 5 (CARROLL e HUNTINGTON, 1988), historico
de abortamento e contato com cédes e animais selvagens (sim e ndo). Na zona
urbana, o contato com caes foi considerado positivo para todos os animais,
uma vez que a maioria dos equinos desta zona eram carroceiros e circulavam
pela cidade; o contato com animais silvestres foi considerado negativo nestes
mesmos animais.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal

de Uberlandia sob o nimero 071/13.

2.1.2. Coleta de Sangue

O sangue foi coletado por venopuncdo da veia jugular dos equideos,
com previa antissepsia do local com &lcool iodado, usando-se o sistema a
vacuo, tubos com e sem EDTA (BD Vacutainer®) e agulhas descartaveis do
tipo multipla. Apés a coleta, de aproximadamente 5 ml de sangue em tubos
sem EDTA e 2ml em tubos com EDTA, as amostras foram transportadas em
caixas de isopor com gelo artificial, para o Laboratério de Patologia Clinica do
HV-UFU, onde foram submetidas a centrifugacdo de 5000 rpm por 5 minutos
em centrifuga Excelsa Baby (centrifuga marca FANEM, modelo 206) e o soro
separado em aliquotas de 2ml em microtubos tipo eppendorf, previamente
identificados e armazenados a temperatura - 20°C, e posteriormente
encaminhados ao Laborat6rio de Zoonoses e Saude Publica e Protozoologia
da Universidade Estadual de Londrina em Londrina, Parand, Brasil para as

analises descritas abaixo.

2.1.3. Reacgéo de Imunofluorescéncia indireta — RIFI

Para a realizacdo das analises sorolégicas para a deteccdo de
anticorpos anti—-Neospora spp. (CONRAD et al.1993; PARE; HIETALA;
THURMOND, 1995), foram utilizadas laminas contendo taquizoitos de
Neospora caninum como antigeno (Laboratorio de Zoonoses e Saude Publica e
Protozoologia da Universidade Estadual de Londrina - PR) e conjugados anti-

IgG equino (Sigma Chemical©) previamente padronizado na diluicdol1:250. A
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leitura foi realizada em um microscopio de epifluorescéncia (Nikom Lapophot)

onde foi considerado positivo animais com titulo igual ou superior a 50.

2.1.4. Reacdo em cadeia pela Polimerase — PCR

As amostras de sangue foram submetidas a extracdo de DNA genémico
utilizando um kit comercial (Wizard Genomic DNA Purification Kit - Promega®,
EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Para a deteccdo de DNA de
N. caninum foi utilizado os oligonucleotideos iniciadores Np21 plus (5’-
GGGTGTGCGTCCAATCCTGTAAC-3) e Np6 plus (5-
CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3’), conforme descritos por Hughes et al.
(2006) que amplificam uma sequencia de 337 pb do gene Nc5 do DNA
gendmico do N. caninum.

A reacdo foi realizada utilizando 5 pL de DNA extraido, 25 mM de
MgClI2, 10 mM de dNTP (Invitrogen®, Life Technologies, EUA), 1 mM de cada
primer, 60 mM Tris-HCI (pH 9,0) 15 mM (NH4)2S04, 1,5 mM MgCI2, 0,5U de
Tag-DNA polimerase (Invitrogen®, Life Technologies EUA), e H20 Mili-Q estéril
perfazendo um total de 25uL. Foi realizada a seguinte programacéo: 95°C por 4
minutos para desnaturacao inicial, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos para
desnaturacao, 55°C por 1 minuto para anelamento e 72°C por 2 minutos para
extensdo e uma extensado final a 72°C por 5 minutos. Controles positivos e
negativos foram incluidos em todas as rea¢cfes. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% corados com Sybr® Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen®, Life Technologies, EUA) e visualizados e
fotodocumentos sobre luz UV por meio do transiluminador Safe Imager™
(Invitrogen®, EUA).

2.2. Andlise estatistica

Para cada variavel foram calculados a prevaléncia, intervalo de
confianca (95%) e risco relativo utilizando-se o programa estatistico SISVAR.
Os fatores de risco foram avaliados utilizando-se o teste de qui-quadrado

(comparacédo de frequéncias de positivos entre zona rural e urbana, entre
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positivos com e sem historico de abortamento e comparacao de frequéncias da
idade e trabalho na zona rural e urbana) ou o teste exato de Fisher
(comparacdo de frequéncias entre género e contato com cdes e animais
silvestres da zona rural e urbana). Para comparacao da média do ECC utilizou-
se o teste de Mann-Whitney com o programa estatistico Graphpad Instat.

Todos os resultados foram considerados significantes quando P < 0,05.

3. RESULTADOS

A prevaléncia da infeccdo por Neospora spp. na RIFI e PCR em
equideos do Municipio de Uberlandia-MG estdo apresentadas na tabela 1. Das
257 amostras sanguineas coletadas, 13,2% (34/257) resultaram em positivas
na RIFI para Neospora spp., sendo a soroprevaléncia no meio rural de 15,9%
(23/145) e de 9,8% (11/112) no meio urbano. Nao houve diferenca nas
soroprevaléncias encontradas no meio rural e urbano (P = 0,218).

Na PCR foi encontrada a prevaléncia geral de 1,2% (3/257) (Tabela 1).
Apenas duas amostras foram positivas na zona rural, correspondendo a 1,4%
(2/145) das amostras coletadas nesta area. Destes animais, um era poénei
pertencente a Douradinho (Distrito de Miraporanga) e o0 outro um equino da
Tenda dos Morenos (Distrito de Uberlandia — perimetro rural). Na zona urbana
apenas um animal foi diagnosticado positivo, correspondente a 0,89% (1/112).
N&o houve diferenca entre as prevaléncias encontradas no meio rural e urbano
(P =0,719). No entanto, houve diferenca significativa (P < 0,0001) ao comparar
a frequéncia de animais positivos entre as técnicas de RIFI e PCR.

Tabela 1. Prevaléncia da infeccdo por Neospora spp. na Reacgdo de
Imunofluorescéncia indireta (RIFI) e Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) em equideos do Municipio de Uberlandia-MG.

RIFI PCR
Geral 13,2% (34/257)* 1,2% (3/257)® P <0,0001

ZonaRural  15,9% (23/145)®  1,4% (2/145)
ZonaUrbana  9,8% (11/112)*  0,89% (1/112) ®
P =0,218 P =0,719

Nota: letras mailsculas diferentes na linha e mindsculas na coluna evidenciam
diferenca significativa no teste de qui-quadrado (P <0,05).
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A soroprevaléncia, avaliada pela RIFI (Figura 2), por distritos foi de 20%
(3/15) em Martinésia (2 - Conselho Martinésia e 1 - Usina), 9,5% (2/21) em
Cruzeiro dos Peixotos (1 - Cruzeiro e 1 - Capela), 18,2% (6/33) em
Miraporanga (2- Cabacal, 2 - Barra do Tijuco, 1- Miraporanga e 1 - Morada
Nova), 9,1% (1/11) em Tapuirama (1 - Tapuirama) e 16,9% (11/65) em
Uberlandia — perimetro rural (6 - Agua Limpa, 2 - Babilénia e 3 - Terra Branca).

[0 Uberlandia - perimetro rural
O Martinésia

O Cruzeiro dos Peixotos

O Miraporanga

O Tapuirama

[ Perimetro urbano

Fonte: Adaptado de: http://udigis.prodaub.com.br/udigis/main2.asp

Figura 2. Porcentagem de animais positivos na Reag&o de Imunofluorescéncia
indireta (RIFI) para Neospora spp., distribuidos por distritos na zona
rural e Perimetro urbano do Municipio de Uberlandia- MG.

Os fatores grupo genético, idade, género, atividade/utilizacao,
localizacdo dos animais, histérico de abortamento, contatos com cées e
animais silvestres foram investigados em relacédo a presenca de anticorpos anti
- Neospora spp. em equideos (Tabelas 2, 3 e 4). Na técnica da RIFI, somente a
idade foi significativa (P < 0,05) e considerada fator de risco tanto na zona rural
qguanto na urbana (Tabelas 2 e 3), sendo os animais maiores de cinco anos

mais susceptiveis do que os animais mais jovens.
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Tabela 2. Fatores de risco associados a infeccdo por Neospora spp. ha
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em equideos da zona
rural do municipio de Uberlandia.

Grupo genético 0,489
Equinos 133 22 (16,5) 10,7 — 24,0 1
Mulas 5 1(20,0) 05-71,6 1,21 (0,2-7,3) 1
Pbéneis 7 0(0) 0-41,0 - 0,596
Género 0,821
Fémea 77 13 (16,9) 93-271 1
Macho 68 10 (14,7) 73-254 0,87 (0,41-1,9) 0,821
Grupo por idade 0,05
< banos 43 2(4,6) 0,6 - 15,8 1
6 — 14 anos 91 19 (20,9) 13,1 -30,7 4,5(1,1-18,41) 0,020*
>14 anos 11 2(18,2) 2,3-51,8 3,9 (0,62 -24,7) 0,18
Atividade 0,68
Reprodugéo 28 3(10,7) 2,3-28,2 1
Tragdo 110 19 (17,3) 10,7 - 25,6 1,61 (0,51 - 5,1) 0,566
Esporte 5 1(20,0) 0,5-71,6 1,87 (0,24 — 14,6) 0,5
Contato com
caes
Sim 144 22 (15,3) 9,8-222
Néo - - -
Contato com 0,183
animais
selvagens
Nao 134 8 (23,5) 10,7 - 41,2 1
Sim 111 15 (13,5) 7,8-213 0,57 (0,27 —1,2) 0,183

Nota: # Niimero de animais positivos; ® Prevaléncia; © Intervalo de confianca; ¢ P valor; * Fator significativo; Cl,
intervalo de confianca; RR, risco relativo.

Tabela 3. Fatores de risco associados a infec¢cao por Neospora spp.na Reacao
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em equideos da zona urbana
do municipio de Uberlandia.

Grupo genético 0,269
Equinos 109 10 (9,2) 4,5-16,2 1
Mulas 3 1(33,3) 0,8 -90,6 3,6 (0,66 — 20,0) 0,269
Género 0,755
Fémeas 64 7 (10,9) 45-21,2 1
Machos 48 4(8,3) 2,3-20,0 0,76 (0,24 — 2,5) 0,755
Idade por grupo 0,031*
<5anos 11 0(0) 0-28,5 0 0,595
6 - 14 anos 92 8(8,7) 3,8-16,4 1
> 14 anos 9 3(333) 75-701 3,8(1,23-11,9) 0,057
Atividade 0,495
Reproducéo 15 1(6,7) 0,2-31,9 1
Tragéo 74 9(12,2) 57-218 1,8 (0,25 — 13,3) 1
Esporte 23 1(4,3) 0,1-21,9 0,65 (0,04 —9,6) 1

Nota: # Niimero de animais positivos; ® Prevaléncia; © Intervalo de confianca; ¢ P valor; * Fator significativo; ClI,
intervalo de confianga; RR, risco relativo.

Houve diferenca no ECC dos animais positivos e negativos na RIFI,
sendo de 3,0 £ 0.5 dos animais negativos e 3,2 + 0,3 dos positivos (P =
0,0368). Ao separar os animais dentro das zonas rural e urbana, esta diferenca
nao ocorreu entre 0os animais. Na zona rural 0s animais positivos apresentaram
o0 ECC de 3,3 £ 0,5 e nos negativos 3,1 + 0,5 (P = 0,078). Na zona urbana os
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animais positivos apresentaram o ECC de 2,9 + 0,3 e nos negativos 2,8 + 0,5
(P =0,639).

No histérico dos animais verificou-se que 15,9% (41/257) dos animais
investigados apresentaram aborto, no entanto este evento nédo interferiu na
soroprevaléncia (RIFI) de animais com e sem historico de abortamento (P =
0,081), respectivamente, de 21,9% e 11,6% (Tabela 4). No exame da PCR as

trés amostras positivas tiveram historico de abortamento.

Tabela 4. Prevaléncia da infecgdo por Neospora spp. na
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em
equideos com e sem historico de abortamento no
Municipio de Uberlandia-MG.

Com histérico de  Sem histdrico de

aborto aborto
Geral 21,9% (9/41) * 11,6% (25/216)* P =0,081
Zona urbana 10,5% (2/19) @ 9,7% (9/93) @
Zona rural 31,8% (7/22) @ 13% (16/123) @
P =0,14 P =0,523

Nota: letras mailsculas diferentes na linha e mindsculas na coluna evidenciam
diferenca significativa no teste de qui-quadrado (P < 0,05).

4.  DISCUSSAO

Nos ultimos anos demonstrou-se o papel do Neospora spp. na doenca
neurolégica de cavalos, como a EPM (MARSH et al., 1996), e Cheadle et al.
(1999) sugeriram que a infec¢do possa ser mais prevalente do que se suspeita.

Este estudo revelou que a soroprevaléncia dessa enfermidade, em
equideos no Municipio de Uberlandia, foi de 13,23%, semelhante aos descritos
por Toscan et al. (2010) e Sangioni et al. (2011) no Rio Grande do Sul e de
Villalobos et al. (2012) no Parand, respectivamente, de 13,8%, 15,4% e 14,4%.

Nas pesquisas de Dubey, Kerber e Granstrom (1999), em 101 cavalos, e
de Hoane et al. (2006), em 961 equinos de diferentes estados brasileiros, os
autores concluiram que o agente € incomum na populagdo de equinos. Um
levantamento recente no estado de Santa Catarina, em 615 cavalos, também
demonstrou uma soroprevaléncia de 4,1% (MOURA et al., 2013). Somente
duas pesquisas relataram valores muito acima da maioria dos levantamentos

realizados em territério brasileiro, ambos no estado do Parana de 64%
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(HOFFMANN-KORMANN et al., 2008) e 47% (LOCATELLI-DITTRICH al.,
2006). Na unica pesquisa encontrada na regido de Minas Gerais, Hoanne et al.
(2006) encontraram a soroprevaléncia de 0%, no entanto, este levantamento foi
de apenas 10 amostras.

Os resultados de levantamentos epidemioldégicos da doenca em outros
paises também apresentaram estas amplitudes de variagcdo nas
soroprevaléncias. A soroprevaléncia da presente pesquisa em Uberlandia foi
semelhante a encontrada nos Estados Unidos (McDOLE e GAY, 2002) e em
Israel (KLIGLER et al., 2007) de 13% e 11,9%, respectivamente. Os resultados
foram superiores ao encontrado por Gupta et al. (2002) (Coréia do Sul),
Jakubek et al. (2006) (Suécia), Dangoudoubiyam et al. (2011) (Costa Rica),
Yeargan et al. (2013) (México) com 2%, 1%, 3,5% e 3%, respectivamente, e
menor que a encontrada por Ciaramella et al. (2004) (Italia), Dubey et al. (2003)
(Estados Unidos), Patitucci et al. (2004) (Chile), Bartova et al. (2010)
(Republica Tcheca), Moraveji et al. (2011) (Ird), Hosseini et al. (2011) (nordeste
do Ird) e Gharekhani, Tavoosidana e Naderisefat (2013) (Ird) de 28%, 31,1%,
32%, 24%, 32%, 30% e 45,9%, respectivamente.

Os resultados aqui expressados nédo podem ser focados
especificamente em uma das duas espécies de Neospora spp. que afetam os
equideos, pois segundo Hoane et al. (2005) a distingdo entre N. caninum e N.
hughesi s6 pode ser feita por meio de caracteristicas moleculares. Uma vez
que nos métodos sorologicos pode existir reatividade cruzada entre ambas as
espécies do parasita (MARSH et al., 1998; WALSH et al., 2000).

A neosporose clinica em cavalos adultos tem sido relatada apenas nos
Estados Unidos, incluindo os casos recentes da Califérnia (FINNO; EATON;
ALEMAN, 2010). Segundo Locatelli-Dittrich et al. (2006) os cavalos
soropositivos devem ser mantidos sob controle para eventuais manifestacdes
clinicas, além de submeter essas amostras para analise direta com cultura de
células ou PCR. A PCR realizada neste estudo mostrou que apenas trés
amostras foram positivas, sendo que as mesmas resultaram em negativas na
RIFI, o que indicaria que possivelmente somente essas amostras tiveram

contato recente com o parasita.
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No presente experimento verificou-se diferenga na positividade entre as
técnicas RIFI e PCR, o que pode ser explicada de acordo com Vardeleon et al.
(2001), que a RIFI identifica todas as amostras reagentes, sendo portanto,
altamente sensivel. No entanto, a presenca de anticorpos indica que houve
exposi¢do ao parasito ou a um parasito estritamente relacionado, passivel de
reagdo cruzada, ndo indicando necessariamente a existéncia de uma infeccao
ativa (ALMEIDA e MELO, 2011; PIAZZETTA, 2012). J4 a PCR tem como
vantagem de detectar o parasita em numero muito reduzido ou mesmo lisado
(HOWE et al., 1997), porém, o uso de amostras de sangue periférico pode
resultar em menor sensibilidade do teste de PCR devido a baixa parasitemia
dos animais infectados (FISA et al., 2001).

N&o houve diferenca significativa entre a soropositividade da area rural e
urbana. Devido possivelmente a proximidade dos animais da zona rural com
cédes e /ou bovinos, que séo as espécies mais importantes no ciclo biologico de
N. caninum (DUBEY; SCHARES de 2011). Isto demonstra a importancia destas
espécies na introducédo e/ou manutencao de infec¢do na fazenda, e, talvez, em
relacdo a sua propagacao para cavalos (MOURA et al, 2013). Como os caes
sdo hospedeiros definitivos de N. caninum e a ingestdo de suas fezes podem
infectar outros animais (MCALLISTER et al., 1998), a ingestdo de forragem
contaminada por cavalos em areas urbanas poderia aumentar o risco de
infeccdo pelo parasita (VILLALOBOS et al., 2012).

Na regido de Uberlandia jA se demonstrou a prevaléncia de Neospora
spp. tanto em cédes da zona rural quanto urbana e periurbana, sendo a maior
prevaléncia na zona rural de 21,7% (FERNANDES et al., 2004). Este fato pode
ser explicado pela maior exposicdo destes cdes ao protozoario, devido ao
habito de cacar pequenos mamiferos e passaros, que sdo hospedeiros
intermediarios potenciais do parasita, além de maior chance de ingestdo de
oocistos ambientais ou de cistos presentes em tecidos bovinos (NOGUEIRA,
2012). Ragozo et al. (2003) mostraram que a soropositividade em bovinos no
Estado de Minas Gerais (29%) foi a maior entre seis estados avaliados no
Brasil. No presente estudo, 100% das propriedades rurais, onde as amostras

de sangue foram colhidas, apresentaram criagées de bovinos de leite ou corte.



63

O contato com animais selvagens nas areas rurais, neste experimento,
nao foi considerado um fator de risco para a doenca. Embora estudos em
animais silvestres tenham reforcado a teoria da existéncia do ciclo silvestre da
neosporose (WOODS et al., 1994; DUBEY et al., 1996; DUBEY; KERBER;
GRANSTROM,1999; LINDSAY; LITTLE; DAVIDSON, 2002), sua interferéncia
no desenvolvimento desta enfermidade em bovinos domeésticos ainda
permanece pouco esclarecido. Demonstrou-se por meio de avaliacbes
moleculares que o parasito existente em cervideos € idéntico ao encontrado
em animais domeésticos, bem como é possivel que tecidos daqueles animais,
naturalmente infectados, sejam fontes de infeccdo para cdes domeésticos
(GONDIM et al., 2004).

O fator grupo genético ndo representou um risco, corroborando com o
encontrado por Gharekhani, Tavoosidana e Naderisefat, (2013) e Kiligler et al.
(2007). Em relagcdo ao género, também ndo foi encontrada diferenca
significativa, semelhante ao descrito por diversos autores (KLIGLER et al.,
2007; MOURA et al., 2013, CIARAMELLA et al., 2004, HOSSEINI et al., 2011,
MORAVEJI et al., 2011), indicando assim que ndo ha qualquer associacdo
entre a presenca de anticorpos anti-Neospora spp e o género dos animais.

O unico fator de risco associado a doencga identificado nesta pesquisa foi
a idade dos animais e demonstrou-se que animais com idade superior a 5 anos
tém maior predisposicdo, como o encontrado por Kiligler et al. (2007), que
pesquisou em 800 amostras de cavalos assintomaticos oriundos de 48
fazendas de diferentes regides geogréaficas de Israel. Estes mesmos autores,
pesquisaram em 52 éguas que abortaram e 40 cavalos com sinais neurologicos
que foram submetidos ao diagndstico no laboratério do Instituto Veterinario
Kimron (Israel), encontrando a soropositividade de  37,5% e 21,2%,
respectivamente

Esse resultado em relacdo ao fator idade sugere que a infeccdo poés-
natal pode ter ocorrido (CIARAMELLA et al., 2004). Em virtude disto, verifica-se
gue a transmissao vertical em cavalos, pode ser menos eficiente do que nos
bovinos, que poderia ser explicada por diferencas na placentagdo como foi

sugerido anteriormente (PITEL et al., 2003).



64

Moura et al., (2013) ndo encontraram diferenca entre os grupos de
idade, eles trabalharam com 615 cavalos saudaveis provenientes de 59
rebanhos de duas regides, Serrana (n = 311) e Costeira (n = 304) no sul do
Brasil.

O papel do Neospora spp. em casos de abortos equinos foi sugerido
primeiramente por Dubey e Porterfield (1990), quando Taquizoitos de Neospora
foram detectados nos tecidos de um feto abortado. Segundo Villalobos et al.
(2006), os sinais clinicos tardios de distarbios reprodutivos em éguas estéo
associados positivamente a infeccdo por protozoarios do género Neospora e,
apontam para o fato de que a participacédo deste grupo de parasitas na origem
de disturbios reprodutivos em equinos deve ser investigado.

Neste estudo, ndo houve diferenca entre 0s grupos de animais positivos
com e sem histérico de abortamento, apesar deste ter sido significativo nas
pesquisas de Kligler et al. ( 2007), Pitel et al. (2003) e Villalobos et al. (2006).
Outros estudos ndo demonstraram essa diferenca estatistica significativa
(PITEL et al., 2001; McDOLE e GAY., 2002). Sugere-se neste caso que 0
aborto seja provocado por outras enfermidades e que deva ser melhor
investigado.

A Neosporose € uma enfermidade cosmopolita que causa grande
impacto na producéo animal, além de o Neospora spp. ter papel como possivel
agente etiolégico da EPM, uma importante doenca neurolégica em equinos.
Portanto torna-se fundamental encontrar um método de diagnéstico eficaz para
a diferenciacdo de ambas as espécies deste protozoario, bem como elucidar o
ciclo biolégico do N. hughesi, que vem sendo encontrado com soroprevaléncias
de 2% e 3% nos Estados Unidos (VARDELEON et al., 2001; YEARGAN et al.,
2013).

5. CONCLUSAO

Foi constatada a presenca de Neospora spp. distribuido em todo o
municipio de Uberlandia, sua prevaléncia independe de ser zona rural ou

urbana e a idade é considerada um fator de risco para a doencga
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APENDICES
APENDICE A — QUESTIONARIO EQUIDEOS

Data coleta: /| . N° da amostra:

Nome da propriedade: Conselho:

Presenca de animais na propriedade: ( ) Equinos; ( ) Bovinos; ( ) Felinos;
( ) caninos; ( ) suinos; ( ) Aves; ( )ovinos; () caprinos;

Proprietario:

Caracteristicas do animal:

Nome: Sexo: Macho ( ) Fémea ( ) Pelagem:
Raca: Idade: ECC:
Tipo de criacdo: ( ) solto a pasto; ( ) Baia; ( ) piquete; ( ) misto;( )

Tipo de utilizag&o: ( )Trabalho; ( ) Esporte; ( ) Trabalho e Esporte;

Contato com gatos: ( ) Sim; ( ) Nao; ( ) Nao sabe.

Contato com céaes: ( )Sim; ( )N&o; ( ) Nao sabe.

Contato com gambas: ( )Sim; ( )N&o; ( ) Ndo sabe.

Ja observou algum animal silvestre na propriedade: ( ) gambd&; ( )cachorro do mato
( ) outro:

Caracteristicas de alimentagao:

Pasto: sim( ) néo( )

Feno:sim( ) ndo ( )

Racao comercial: sim () ndo ( )

Outros:

Armazenamento da alimentacao:

Fonte de agua:
( ) nascentes ( ) corregos ( ) pogo artesiano () represas ( )Cocho
() Outro:

Distancia da fazenda mais préxima:

Animais em quarentena: ( ) sim; ( ) néo;
Equinos com quadro neuroldgico: ( ) sim; ( ) nao;
Dificuldade de andar ( ) sim; ( ) néo;

Aborto em fémeas ( ) sim; () néo;

Fragueza muscular ( ) sim; ( ) n&o;

Dificuldade de degluticdo ( ) sim; ( ) n&o;

Atrofia muscular ( ) sim; ( ) néo;

Outros:
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APENDICE B - COMITE DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS
(CEUA/UFU)

U'j Universidade Federal de Uberlandia

Pr6-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagédo
Comisséao de Etica na Utilizagéo de Animais (CEUA)
Avenida Jodo Naves de Avila, n®. 2160 - Bloco A, sala 224 - Campus Santa
Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceua@propp.ufu.br;
www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N¢ 121/13 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGCAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 071/13

Projeto Pesquisa: “Soroprevaléncia de toxoplasma gondii, neospora spp e
leishmania spp em equideos da zona rural e urbana do municipio de
uberlandia, minas gerais”.

Pesquisador Responsavel: Francisco Claudio Dantas Mota

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redagdo e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatério final.

SITUAGAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVAGCAO DA MESMA.

Uberlandia, 24 de Junho de 2013

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU



