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RESUMO

DE MEIRELES, Gisele Santos. Diagnéstico da infeccdo por Cystoisospora felis (Wenyon,
1923) Frenkel, 1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae) pelo ‘Western Blotting em
animais de producéo: bovinos. 2013. 103p. Tese (Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal).

Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2013.

Este trabalho teve por objetivo, diagnosticar a infeccdo por Cystoisospora felis em bovinos
através do Western Blotting, apartir de oocistos obtidos com o uso sequencial de véarias
técnicas de purificacdo adaptadas para o uso em oocistos esporulados de C. felis. Com o
auxilio do SDS-PAGE a 12 % resultou na identificacdo de 25 grupos proteicos de: 266; 240;
186; 165; 140; 119, 112, 105, 98, 90, 78, 55, 47, 42, 37, 35, 30, 27-28, 25, 22, 19, 18, 16, 14
KDa, pertencentes a estrutura dos oocistos esporulados e esporozoitas de C. felis. Com base
nesse resultado e em soro de bovino heter6logo anti-C. felis foi possivel determinar os
polipeptideos dominantes relevantes a técnica de diagndstico imunoenzimatico com “Western
Blotting”, sendo estas, as bandas imunodominantes: p208, p138, p113, p106, p62, p56, p51,
p48, pd4, p38, p36, p33 e p27. A fim de evitar o diagndstico equivocado a partir de reacdes
cruzadas foi feita a comparagdo do soro controle positivo anti-C. felis com o soro positivo
anti-Toxoplasma e Neospora com o intuito de excluir as bandas proteicas comuns, provaveis
marcadoras de género e grupo para identificacdo de bovinos infectados de maneira natural ou
experimental com C. felis. Sendo evidenciadas, as seguintes unidades proteicas antigénicas
especificas: p 206-208, p137-139, p112-113, p104-107, p27-28 responsaveis por determinar a
positividade dos animais testados para C. felis. A partir das analises das varidveis foi possivel
observar que a presenca de felinos associados, ao manejo, tipo de ordenha e tamanho das

propriedades facilita a disperséo de C. felis.

Palavras chave: Cystoisospora felis; bandas imunodominantes, oocistos esporulados; SDS-
PAGE; Western Blotting.



ABSTRACT

DE MEIRELES, Gisele Santos. Diagnosis of Cystoisospora felis (Wenyon, 1923) Frenkel,
1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae) infection by Western Blotting in farm animals:
bovines. 2013. 103p. Thesis (Veterinary Science, Animal Health) Instituto de Veterinéria,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

This study aimed to determine from the protein profile of oocysts of Cystoisospora
felis recovered from the sequential use of various purification techniques adapted for specific
use in sporulated oocysts of C. felis. With the aid of SDS-PAGE 12% resulted in
identification of 25 groups of protein: 266, 240, 186, 165, 140, 119, 112, 105, 98, 90, 78, 55,
47, 42, 37, 35, 30, 27-28, 25, 22, 19, 18, 16, 14 kDa belonging to the structure of sporulated
oocysts and sporozoites of C. felis. Based on this results and heterologous bovine serum anti-
C. felis was possible to determine polypeptides dominant relevant to diagnostic immunoassay
technique with "Western Blotting”, these being immunodominant bands: P208, P138, P113,
pl06, p62, p56, p51, p48, p44, p38, p36, and p33 p27. In order to avoid misdiagnosis from
cross-reactivity a positive control serum anti-C. felis was compared to with positive serum
anti-Toxoplasma and Neospora in order to exclude the common protein bands, probably
markers of gender and group to identify cattle infected naturally or experimentally with C.
felis. As showed, the following specific antigenic protein units: p 206-208, P137-139, p112-
113, p104-107, p27-28 are responsible for determining the animal tested positive or not for
Cystoisospora felis. Of the analysis of the variables could be observed that the presence of
felines related to the handling, size and type of milking properties facilitates dispersion C.
felis.

Key words: Cystoisospora felis, immunodominant bands, sporulated oocysts, Western

Blotting, purification techniques, SDS-PAGE.
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1. INTRODUCAO

A pecuéria tem sido um dos principais recursos responsaveis pelo desenvolvimento
brasileiro nas Ultimas décadas. Sendo assim, doencgas que acometem rebanhos, principalmente
as que interferem diretamente na produtividade, sdo monitoradas para que nao interfiram no
custo beneficio, onde a produtividade estd muito proxima aos ganhos e perdas.

Entre as doengas frequentemente assinaladas podem-se incluir as virais, bacterianas,
fungicas, toxicas, nutricionais, protozooses, e mais recentemente as priénicas que podem
interferir no processo de reproducdo e no desenvolvimento dos animais, na fase de seu
crescimento e em sua fase produtiva. Entre estas, as protozooses podem ser consideradas de
importancia econdmica, como no caso o complexo tristeza parasitaria bovina (TPB) onde 0s
agentes etiol6gicos associados a seus transmissores, artropodes hematdfagos, tem sido
assinalados como de grande relevancia em regides tropicais e subtropicais no Brasil.

Ao lado da TPB em bovinos, outras protozooses passaram a ter relevancia econdmica
para animais de producdo no Brasil. Desta maneira, véarios relatos sobre coccidioses
gastrintestinais e hepéticas e outras mais complexas onde a participacéo de carnivoros tornou-
se de grande importancia para o rebanho nacional, entre estas as mais conhecidas sdo a
neosporose, toxoplasmose e a sarcocistose. Além dessas, pouca importancia se tem dado a
cistoisosporose, por ser uma doenca de carater subclinico, tendo cdes e gatos como
hospedeiros definitivos e diversos vertebrados como hospedeiros intermediarios. Um dos
fatores epidemioldgicos de importancia seria a capacidade de uma dessas espécies,
Cystoisospora felis, ter em parte 0 mesmo ciclo de transmissdo de Toxoplasma gondii,
organismo zoondtico fartamente relatado na literatura.

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo geral determinar através do Western
Blotting a presencga de animais de produgéo de portadores de infecgdo natural por C. felis e,
como objetivos especificos: através de técnicas de limpeza adaptadas ao parasito deste
trabalho tragar seu perfil proteico e com a técnica de western blotting determinar quais sdo as
proteinas responsveis pela determinacdo da infeccdo, identificar a fase dos animais mais
suscetivel a infecgdo e determinar se a presenca de gatos na propriedade seja fator relevante
como dispersor desta coccidiose.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cystoisospora felis (WENYON, 1923) FRENKEL, 1977: HISTORICO E
CLASSIFICACAO TAXONOMICA.

2.1.1. Primeiras Observagoes

O coccidio intestinal C. felis j& foi alocado inUmeras vezes entre diferentes taxons da
arvore taxiondmica zooldgica desde a sua primeira observacédo até o presente. Até hoje, a sua
denominacdo como tal é controversa. No entanto, fortes evidéncias morfoldgicas e
moleculares, além das bioldgicas, tém pesado sobre as antigas classificacbes muitas vezes
ainda utilizadas.

A espécie C. felis remonta dos primeiros achados de formas ovoides nas fezes de cées
e gatos, as entdo chamadas psorospermas oviformes ou coccidios. Nesse tempo, tinha-se a
idéia de que cées e gatos compartilhavam as mesmas espécies de coccidios, podendo infectar
Seus respectivos tratos gastrointestinais. Assim, C. felis baseia-se em estudos anteriores sobre
Coccidium rivolta do gato e C. bigeminum do céo, e sobre Diplospora bigemina. A descrigdo
da espécie C. rivolta do gato doméstico que foi redenominada como Isospora rivolta a partir
da criacdo do género Isospora, em 1881. Por um momento foi confundido com outro
coccidio, C. rivolta, por possuir mensuracdes similares a futura espécie I. felis. Porém, pelo
fato de considerar as formas como polimorfismo da espécie por ele descrita, D. bigemina,
Wasielewski faz com que o seu achado se torne nomen nudum (WENYON, 1923).

A evidéncia de que cdes e gatos compartilhassem mesmas espécies de Isospora
comegou a ser desconsiderada a partir do trabalho de Nemeséri (1960), onde foi observada a
especificidade de I. felis para felideos, dando subsidios para a criacdo da espécie 1. canis, que
compartilha semelhangas morfométricas com a anterior, porém com forma de oocisto ovoide.

2.1.2. O género Isospora Schneider, 1881

O género Isospora foi descrito por Duszynski (2004) para englobar os coccidios
intestinais de invertebrados e vertebrados que possuissem oocistos dispéricos tetrazicos,
tendo como espécie-tipo I. rara. No entanto, como inicialmente ndo se conhecia a capacidade
de 1. bigemina, I. felis (WENYON, 1923) e outras espécies de coccidios de carnivoros e
onivoros em ter hospedeiros intermediarios em seu ciclo biol6gico, o género Isospora passou
a ser considerado como por espécies com hospedeiros homoxenos e transmissdo feco-oral
obrigatoria. Assim, espécies de Isospora de aves passeriformes como I. serini e I. canaria de
Serinus canarius (canédrio domestico) e outras tantas foram facilmente incorporadas a este
género, mesmo tendo diversas diferencas bioldgicas e morfoldgicas entre si. A presenga de
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corpo de Stieda nos esporocistos de espécies de Isospora de passeriformes, inicialmente, ndo
foi de grande peso para criagdo de um novo género para elas (BOX, 1977; BOX, 1981, BOX,
et al.,1980). Contudo, atualmente para as espécies do género Isospora, o uso da descri¢do do
corpo de Stieda e/ou substieda seria uma das principais caracteristicas morfoldgicas usadas
para se enquadrar novas espécies encontradas, a exemplo do trabalho realizado por Berto et
al. (2008) onde fez a descricéo de I. hemidactyli encontrado nas fezes da lagartixa doméstica
Hemidactylus mabouia, muito comum em residéncias.

Entretanto, como a espécie-tipo € |. rara, coccidio homoxeno dos moluscos
gastropodes Limax cinereoniger e L. griseus, com oocistos disporicos tetrazoicos, a
descoberta de que as espécies de Isospora de cées e gatos possuiam ciclo heteroxeno
facultativo fez com que fosse necessario inclui-las em um novo género. Questiona-se
atualmente o fato de se ter como espécie-tipo do género Isospora, |. rara, ja que esta espécie €
a Unica a ter sido observada em hospedeiros invertebrados, podendo possivelmente se tratar
de um pseudoparasito (TENTER, et al., 2002; TENTER, et al., 1995). Sendo assim, passaram
a permanecer neste género coccidios que tenham em seus esporocistos corpo de Stieda, e 0s
que possuem fraturas no esporocisto em substituicdo ao corpo de Stieda passaram para o
género Cystoisospora conforme descri¢des prévias feitas por Smith (1981).

2.1.3. O género Cystoisospora Frenkel, 1977

Entre 1972 e 1979, uma série de estudos foi conduzida, tendo como resultado
marcante a descoberta da capacidade de I. felis e I. rivolta em formar cistos monozdicos em
hospedeiros intermediarios, em especial, nos linfonodos mesentéricos de roedores
(FRENKEL; DUBEY, 1972, DUBEY; FRENKEL, 1972, DUBEY, 1979). Frenkel, em 1977,
aproveitando os resultados obtidos incluiu-as em um novo género, Cystoisospora, alocando
nele as espécies encontradas em cées e gatos, a respeito das quais, até aquele momento, ja se
conhecia a capacidade em formar cistos monozdicos em hospedeiros intermediarios e de
transmitir o parasito para seus hospedeiros definitivos. Outro detalhe que chama atencéo é a
auséncia de corpo de Stieda nos esporocistos de oocistos de espécies do género
Cystoisospora, que os aproxima das especies da familia Sarcocystidae por ter fraturas do
esporocisto & semelhanca de outros géneros desta familia.

Além das espécies de Cystoisospora de cdes e gatos, oocistos deste género ja foram
identificados em outras duas espécies de vertebrados: C. israeli, espécie parasita intestinal da
foca peluda sul-africana (Arctocephalus pusillus) (KUTTIN; KALLER, 1992) e C. delphini,
do golfinho nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) (KUTTIN; KALLER, 1996). Em ambos
hospedeiros, tais espécies de coccidios foram identificadas causando enterite.

Atualmente, I. belli, conhecido agente causal de isosporose humana, comum em
individuos jovens ndo portadores de imunidade ativa ou imunocomprometidos, teve proposta
para ser alocado taxionomicamente no género Cystoisospora, levando a mudanca da familia
Eimeriidae para Sarcocystidae. Esse fato se deve a terem sido encontrados cistos monozoicos
em linfonodos mesentéricos de humanos portadores de Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA) (FRENKEL et al., 2003, FRENKEL; SMITH, 2003). Tal proposta vem a



corroborar com as demais caracteristicas fenotipicas como, por exemplo, auséncia de corpo de
Stieda nos esporocistos de I. belli, a despeito das demais espécies da familia Sarcocystidae.

Desse modo, utilizando-se a classificagcdo mais recente, porém ndo consensual onde C.
felis se encontra alocada, sequindo as classificagdes de Frenkel (1977), Smith (1981) e Corliss
(1994):

Império: Eukaryota Corliss, 1994

Reino: Protozoa Goldfuss, 1818

Filo: Apicomplexa Levine, 1970

Classe: Sporozoea Leuckart, 1879

Subclasse: Coccidia Leuckart, 1879

Ordem: Eucoccidiidae Leger e Duboscq, 1910
Subordem: Eimeriorina Leger, 1911

Familia: Sarcocystieda Poche, 1913
Subfamilia: Cystoisosporinae Smith, 1981
Género: Cystoisospora Frenkel, 1977
Espécie: Cystoisospora felis (Wenyon, 1923) Frenkel, 1977

2.2.  Cystoisospora felis E SEUS HOSPEDEIROS DEFINITIVOS
2.2.1. Espécies de vertebrados

Em todos os trabalhos executados até a descricdo de C. felis por Wenyon (1923), tal
coccidio sempre foi associado as fezes de gatos domésticos (Felis catus), vindo a ser este o
hospedeiro-tipo da espécie. Entretanto, diversas espécies de felideos sdo atualmente
consideradas como passiveis de se infectar com este parasito, sendo descrito na literatura a
onga-pintada (Panthera onca) (BARRETTO; ALMEIDA, 1937), a suguarana (Puma
concolor) (AMARAL et al., 1966), o leopardo (P. pardus), tigres (P. tigris), o leopardo
nublado (Neofelis nebulosa) (PATTON ; RABINOWITZ, 1994), o gato-selvagem-europeu
(F. silvestris), a jaguatirica (Leopardus pardalis), o serval (Leptailurus serval), o lince (Lynx
lynx), o ledo (P. leo), o tigre (P. tigris), o gato-leopardo (Prionalilurus bengalensis)
(DUSZYNSKI et al., 2000) e o tigre siberiano (P. tigris altaica) (ZHIJUN et al., 2011).

2.2.2. Infeccéo, patogenia e patologia

Como caracteristica de todos os coccidios da subfamilia Cystoisosporinae, C. felis
pode infectar felideos a partir da ingestdo de oocistos esporulados contendo esporozoitos
vidveis ou por visceras de hospedeiros intermediarios com formas de resisténcia tecidual,
neste caso, 0s hipnozoitos (SMITH, 1981).

Os oocistos de C. felis sdo eliminados nas fezes na forma ndo esporulada, a exemplo
dos individuos da subfamilia Toxoplasmatinae e Cystoisosporinae, tornando-se esporulados
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em condicBes Otimas de temperatura, umidade e oxigenacdo em um periodo médio de 48
horas apds contato com o meio ambiente (SHAH, 1971). Posteriormente & ingestdo de
oocistos esporulados ou de cistos de C. felis, o parasito multiplica-se extensivamente no
intestino delgado dos felinos, produzindo trés geragdes merogdnicas e uma gametogonica
(SHAH, 1971). De acordo com Hitchcock (1955), apenas duas geragcbes de merontes se
desenvolveriam no epitélio intestinal de felinos infectados por C. felis. A terceira geragédo de
merontes identificada por Shah (1971) é similar a segunda identificada por Hitchcock (1955).
Shah (1971) observou entre as duas gerac¢des identificadas previamente por Hitchcock (1955),
uma forma merogonica que seria originada sem a exteriorizagdo dos merozoitos de segunda
geracdo a luz intestinal e que sofreria multiplicacdo por processo de endopoligenia, conforme
0 visualizado na figura abaixo.

Oaocisto ndo esporulado

Fase exdgena Contaminagéo fecal

Figura 1. Ciclo Bioldgico de Cystoisospora felis adaptado de Fayer (1980).

Entretanto, estudos ultraestruturais posteriores mostraram que nas merogonias iniciais,
ao sexto dia de infeccdo com oocistos esporulados de C. felis, a divisdo celular por
endodiogenia foi predominante. Nesse processo, ocorre a formagdo de duas células-filha no
interior da célula-mae. No estéadio inicial, a célula-m&e ainda possui organelas internas como
roptrias e micronemas e cada célula-filha consistem em uma membrana em forma de redoma
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com microtibulos presentes. O desenvolvimento foi pelo crescimento de tais complexos para
envolver &reas do citoplasma contendo organelas internas dos merozoitos. Nos estadios finais
de desenvolvimento, os complexos de membrana formam uma pelicula interna que delimita as
duas células-filhas maduras. Além disto, foi observado que estas células-filhas poderiam
desenvolver futuras endodiogenias no interior do mesmo vactolo parasitéforo (FERGUSON
et al., 1980). O processo de endogenia observado no intestino delgado de gatos infectados foi
similar ao descrito previamente para endozoitos de T. gondii (OGINO; YONEDA, 1966;
SHEFFIELD; MELTON, 1968) e de cistozoitos de espécies da familia Sarcocystidae que
formam cistos polizdicos (SCHOLTYSECK, 1973).

Em gatos, a infeccdo por C. felis é considerada como patogénica, porém de evolugéo
branda, acometendo principalmente animais jovens. Os sinais clinicos sdo discretos, sendo
caracterizados por diarreia com tracos de muco e desidratacdo (SHAH, 1971, LOSS; LOPES,
1992a). Ao infectar felinos jovens com 10° oocistos de C. felis, Hitchcock (1955) néo
conseguiu reproduzir os sintomas de enterite, desidratacdo e diarréia. Tomimura (1957)
verificou severa diarreia, anorexia, anemia, emagrecimento, moderada elevacdo da
temperatura e perda de peso em filhotes de quatro a sete dias ap6s infeccdo com 10° oocistos
esporulados. As lesBes macroscopicas sdo inaparentes, entretanto, & histopatologia, observa-se
destruicdo do epitélio superficial do intestino delgado, em especial do ileo, hiperemia da
ldamina prépria, infiltrado neutrofilico moderado e aumento de secrecdo por parte da mucosa
(SHAH, 1971).

Ndo h& evidéncias concretas da existéncia de uma relagcdo direta entre doengas
imunossupressoras como a sindrome da imunodeficiéncia felina e a leucemia viral felina, a
eliminacéo de oocistos de T. gondii, C. felis ou C. rivolta nas fezes de gatos (LIN et al., 1990).

2.3.  Cystoisospora felis E SEUS HOSPEDEIROS INTERMEDIARIOS
2.3.1. Espécies

No inicio da década de 1970, observou-se que C. felis tinha a capacidade de infectar
hospedeiros ndo felinos e de ser transmitido a felideos através do carnivorismo. Desde essa
época até o momento atual, tém-se como possiveis hospedeiros intermediérios de espécies de
Cystoisospora camundongos, ratos, hamsters (FRENKEL; DUBEY, 1972), cées (DUBEY,
1975), bovinos (FAYER; FRENKEL, 1979), passaros (LINDSAY; BLAGBURN, 1994),
coelhos (COSTA; LOPES, 1998), suinos (MELO et al., 2003, CARVALHO FILHO et al.,
2003) e frangos (MASSAD et al., 2002). Gatos alimentados com amostras de musculatura da
lingua e do es6fago de camelos vieram a eliminar oocistos de C. felis e C. rivolta, entre
oocistos e esporocistos de outros coccidios da familia Sarcocystidae (HILALI et al., 1995).
Contudo, longe se esta de se considerar o camelo como sendo hospedeiro intermediario deste
coccidio, j& que se tratou de estudo onde o ciclo bioldgico do parasito ndo foi seguido com
exatiddo, ndo tendo sido seguidos os postulados de Koch, isto €, os camelos abatidos ndo
tinham sido experimentalmente infectados, j& que na maioria dos artigos desenvolvidos
experimentalmente citados anteriormente a presenca de cistos monozoicos tem sido observada



em placas de Peyer, linfonodos mesentéricos, baco e figado e recentemente em bursa cloacal
de codornas japonesas (RODRIGUES et al., 2012).

2.3.2. Os estadios extra-intestinais de Cystoisospora felis nos hospedeiros intermediérios

Os estadios extra-intestinais de C. felis foram estudadas por Markus (1978), sendo
chamadas por ele de dormozoitos (dormire, latim — dormir e zoon, grego — animal). Tais
formas se apresentam no interior de cistos monozdicos, ou seja, com apenas uma forma em
seu interior que podem permanecer viaveis por 15 meses. O cisto monozoico de C. felis se
caracteriza como sendo um vacuolo parasitoforo simples, sem a existéncia de uma parede
cistica (tipica de cistos de T. gondii, por exemplo) e aderida a uma camada de material
granular eletro-denso (MEHLHORN; MARKUS, 1976). A controvertida parede cistica pode
ser bem visualizada conforme Gardiner et al. (1988). A ingestdo de visceras contendo as
formas de resisténcia extra-intestinais, cistos monozoicos, pelo hospedeiro definitivo faz com
que o ciclo se processe como o0 observado quando h& a ingestdo de oocistos esporulados em
periodo pré-patente ligeiramente menor do que com a infeccdo por oocistos (DUBEY;
FRENKEL, 1972, FRENKEL; DUBEY, 1972; DUBEY, et al., 2001; RODRIGUES et al.,
2012).

O nome hipnozoito foi sugerido por Levine (1985) para as mesmas formas
previamente classificada por Markus (1978). Desde entdo, 0 nome tem sido mais utilizado
com referéncia a esta forma evolutiva, como j& vem sendo usado para as formas hepaticas de
resisténcia observadas em diferentes espécies do género Plasmodium (MARCHIAFAVA,;
CELLI, 1885).

A distribuicdo corporal dos hipnozoitos nas diferentes visceras avaliadas sugere um
tropismo mais elevado pelas placas de Payer, linfonodos mesentéricos, baco e figado
(FRENKEL; DUBEY, 1972, BROSIGKE et al., 1982, FREIRE; LOPES, 1995c, COSTA;
LOPES, 1998). Dubey (1979) observou que a musculatura esquelética de camundongos
inoculados com oocistos de C. rivolta induzia a eliminagdo de oocistos deste coccidio por
gatos. Entretanto, 0 mesmo autor ndo identificou nenhuma forma do parasito na musculatura
através de histopatologia ou impressdo dos 6rgdos. Costa e Lopes (1998), utilizando a técnica
de digestdo péptica em tecidos de coelhos experimentalmente infectados com oocistos de C.
felis, constataram a presenca de hipnozoitos no figado, bago, linfonodos mesentéricos e placas
de Peyer, sem identifica-los na musculatura esquelética.

Na década de 1980, técnicas de digestdo enzimatica de tecidos possibilitaram observar
e isolar hipnozoitos do interior das células parasitadas. A digestdo triptica de tecidos foi uma
das primeiras utilizadas para isolamento desta forma evolutiva (HEINE, 1981, BROSIGKE et
al., 1982). Entretanto, a digestéo triptica tende a causar maiores danos aos hipnozoitos e, com
o0 advento da digestdo péptica de tecidos, uma quantidade maior de formas extra-intestinais
pdde ser recuperada e isolada de tecidos de hospedeiros intermediarios (FREIRE; LOPES,
1995a, DUBEY; FRENKEL, 1998, COSTA,; LOPES, 1998, OLIVEIRA et al., 2001).

Cystoisospora felis pode ser considerada muito patogénica a camundongos neonatos.
Estes, quando inoculados por via intraperitonial com 10° esporozoitos de C. felis, podem
causar a morte de 100% dos animais em apenas quatro dias. Por outro lado, quando 10°
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macrdfagos de peritonio de camundongos adultos pré-inoculados com esporozoitos de C. felis
foram inoculados em camundongos neonatos, todos 0s animais vieram a 6bito 12 dias ap6s
inoculacdo (FREIRE; LOPES, 1995b), do mesmo modo que interfere no ganho de peso de
camundongos infectados por via oral com oocistos esporulados (LOSS; LOPES, 1992b) ou
mesmo em gerbiles da Mongélia com C. ohioensis do cdo e C. felis respectivamente
(FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2004; 2011).

2.4. ESTUDOS SOBRE BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR DE ESPECIES DO
GENERO Cystoisospora

O cultivo de especies do género Cystoisospora foi tentado por diversos autores.
Muitos deles fracassaram em suas tentativas como, por exemplo, Sheffield e Melton (1972)
em cultivos de esporozoitos de C. rivolta em células de rim de macacos e Shibalova e
Petrenko (1972) que testaram diversos tipos celulares, entre eles, cultivos primarios de células
de embrido de galinha e codorna, cultivo secundérios de células de rim de macaco, embrides
humano, leporino e ovino, de macaco verde e celulas amnidticas de humanos. Fayer (1972)
obteve éxito em cultivar esporozoitos de C. rivolta em células de rim felino, de rim fetal
bovino e células de rim canino Madin-Darby. Entretanto, o cultivo continuado de
esporozoitos nesses tipos celulares ndo foi possivel, e as formas se degeneraram poucos dias
apods o inicio. Fayer e Thompson (1974) ao utilizar cultivos de células humanas (intestinais de
embrido, epitélio esofagiano, células amnidnicas, pulmonares, HeLa — carcinoma epitelidide
de cérvix), assim como células traqueais bovinas, de rim de cdes e de frangos pretenderam
avaliar o desenvolvimento de estadios de C. felis nestas células onde observaram que todas as
células foram aptas a propiciar o desenvolvimento de zoitos de C. felis. Observaram ainda o
desenvolvimento de células-filhas multiplicadas através de endodiogenia e possivelmente por
esquizogonia. Entretanto, estes estadios ndo se mantiveram continuadamente em cultivos. Os
corpos refrateis dos zoitos foram corados utilizando-se a coloragéo policromica de Whipf.
Esses autores observaram que, assim como 0S esporozoitos, 0s outros zoitos tinham os corpos
refrateis corados no momento da penetracdo ativa nas células hospedeiras e ap6s a saida, na
geracdo seguinte. Durante o processo de multiplicacdo dos zoitos, 0s corpos refréteis ndo se
coravam. Através da coloragdo por Acido Periodico de Schiff (PAS), a mesma observagéo,
quanto aos corpos refrateis, deu-se em relagdo ao acimulo de carboidratos que aumentou até o
momento da saida da célula e a diminui¢éo durante a endodiogenia.

Diversos estadios de vida de C. felis foram observados em cultivos de esporozoitos na
membrana corioalantdica (MCA) de ovos embrionados de galinha. Os ovos, tendo sido
tratados ou ndo com acetato de cortisona a0 momento da inoculacdo do esporozoitos,
apresentaram trés geracfes de merontes e uma gametogonia na MCA, a semelhanca do que
ocorre no ciclo natural, no intestino delgado de felideos. A formacéo de oocistos na MCA
também foi observada, assim como o desenvolvimento de merontes no figado e intestino
delgado de embrides tratados com acetato de cortisona (GUTIERREZ; ARCAY, 1987).

O poder invasivo dos esporozoitos e merozoitos de C. felis em células de peritonio de
ratos, impossibilitadas de desenvolver fagocitose, foi comparado, sendo 0s primeiros 0s mais
invasivos, possivelmente por ter a necessidade de se deslocar por uma distancia muito grande
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até encontrar o sitio apropriado para seu desenvolvimento. JA& o merozoito ndo teria a
necessidade de um poder invasivo tdo grande por se encontrar proximo a células com
condigdes de se servirem destas para seu desenvolvimento (TEJERO; ARCAY-DE-PERAZA,
1982).

Em estudo ultraestrutural sobre hipnozoitos albergados em linfonodos mesentéricos de
camundongos experimentalmente infectados com oocistos de C. felis, observou-se que tal
forma apresentava pelicula tipica de coccidios, contendo trés camadas: a interna, interrupta
apenas nos pdlos apicais e anti-apicais e nos micropéros; enquanto as outras duas camadas
permaneciam continuas por toda a extensdo do zoito. Os microtlbulos se estendem desde o
anel polar apical por até dois tercos do comprimento da célula. Outras estruturas que
chamaram & atencdo neste estudo foram um corpo cristaldide localizado logo abaixo do
nucleo da célula e inimeros granulos de polissacarideos de caracteristica eletropélido, os
quais foram definidos como granulos de amilopectina. Os hipnozoitos estavam sempre
envoltos por um vacuolo parasitoforo composto por apenas uma membrana sem a formacéo
de uma parede cistica, a exemplo de T. gondii. Muitos dos vacuolos parasitéforos tinham
inimeros granulos eletrodensos na porcdo externa da membrana e na sua face interna, uma
grossa camada de material granular eletropalido (MEHLHORN; MARKUS, 1976). Os
referidos autores consideraram a presenca de corpos cristalGides, estrutura tipica de
esporozoitos, ndo observados em zoitos extra-intestinais, como uma evidéncia mais
contundente de que estas formas ndo entravam em processo de endogenia, mesmo que em
longo prazo. Desse modo, 0s hipnozoitos poderiam ser vistos como formas ndo totalmente
desenvolvidas de cistozoitos, ou ainda um estadio de resisténcia ou espera, até que ele tivesse
a oportunidade de fechar o seu ciclo de vida.

Outros trabalhos sobre os coccidios do género Cystoisospora é o excistamento de
esporozoitos, em especial para realizacdo de trabalhos imunoldégicos ou moleculares
(TOYAMA, et al, 1982). O excistamento é uma vertente bem estudada em espécies da familia
Eimeriidae, especialmente pela auséncia de formas extra-intestinais no ciclo bioldgico desses
coccidios. No género Cystoisospora, apesar de estar alocado na familia Sarcocystidae, a
presenca de poucas formas extra-intestinais em cistos monozdicos inviabiliza a obtengdo de
cistozoitos ou taquizoitos como para demais géneros da familia Sarcocystidae. A obtencéo de
esporozoitos livres é um importante passo para realizacdo de trabalhos imunoldgicos e
biomoleculares, ja& que as formas teciduais de C. felis ndo sdo isoladas em grandes
quantidades. Poucos trabalhos foram realizados com excistamento de esporozoitos de espécies
do género Cystoisospora. Em estudos desenvolvidos por McKenna e Charleston (1982), os
mesmos observaram que o pré-tratamento com solucdo de hipoclorito de sédio e o uso de
solucdo de excistamento contendo bile e tripsina levou a resultados em torno de 80% de
liberagdo de esporozoitos.

2.5. EPIDEMIOLOGIA DO GENERO Cystoisospora

Diferente de alguns coccidios da familia Sarcocystieda, como Neospora caninum
Dubey et al., 1988 e T. gondii Nicolle e Manceaux, 1909 (BARBER; TREES, 1998, DUBEY;
FRENKEL, 1998, HIETALA; THURMOND, 1999), C. felis, assim como C. rivolta ndo séo
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transmitidos congenitamente em infecgdes cronicas, transpondo a barreira transplacentaria
(DUBEY, 1977). Mesmo sem utilizar esta estratégia epidemioldgica, as espécies do género
Cystoisospora apresentam alta dispersdo entre os hospedeiros definitivos.

Nichol et al. (1981), ao avaliarem os parasitos encontrados nas fezes de 92 gatos
silvestres provenientes de cinco regides da Inglaterra, encontraram 4,3% de positividade para
C. felis. Em nenhuma das amostras de fezes estudadas foram encontrados oocistos de outro
coccidio.

Em 96 amostras de fezes coletadas de gatos em clinicas veterindrias particulares,
hospitais-escola e varios criadores de Taiwan (Formosa), 3,1% das amostras foram positivas
para C. felis e 5,2% para C. rivolta (LIN et al., 1990). Quando em um estudo epidemioldgico
ndo aleatorio foram analisadas fezes de gatos de rua oriundos de vérias &reas da Bélgica, a
frequéncia de animais positivos para coccidios do género Cystoisospora foi de 30,0%, sendo
10,0% dos exames positivos para C. rivolta e 20,0% positivo para C. felis (VANPARIJS et
al., 1991), no entanto, ndo se deve esquecer de que, nesse estudo, apenas uma coleta de
material foi feita, diminuindo em muito a chance de se encontrar o parasito, ja que o animal
teve de se encontrar em plena paténcia para ser considerado positivo.

Outro estudo sobre inquérito parasitologico em gatos de Hannover e suas imediagdes,
na Alemanha, 932 amostras de fezes, 505 de gatos da area urbana e 427 da area rural foram
pesquisadas, tendo sido observado em 2,0% das amostras oocistos de C. rivolta (1,0% na area
urbana e 3,3% na area rural) e em 1,9% oocistos de C. felis (1,8% na area urbana e 2,1% na
area rural) (MUNDHENKE; DAUGSCHIES, 1999). Um estudo anterior realizado em trés
cidades da Alemanha, nas regides da Turingia e da SaxOnia, revelou resultados muito
diferentes dos encontrados posteriormente em Hannover. Nesse, oocistos de C. felis, C.
rivolta e T. gondii estavam presentes respectivamente em 17,0%, 13,0% e 3,6% das analises
fecais realizadas em um total de 111 gatos ndo domiciliados (RASCHKA et al., 1994).
Observa-se que as frequéncias de tais coccidios nas fezes de felinos domésticos variam em
muito, mesmo em se tratando de regiGes proximas umas das outras, possivelmente estando
relacionado ao tipo de hospedeiro intermediario predado.

Gennari et al. (1999) analisaram 187 amostras de fezes de gatos de diferentes idades,
domiciliados, porém sendo a maioria deles com livre aceso a rua, durante os anos de 1991 a
1995, tendo como universo, diferentes regifes da cidade de S& Paulo. A presenca de
endoparasitos nas amostras fecais na porcentagem de 95,72%. Oocistos de Cystoisospora
foram os mais frequentes, presentes em 38,5% das amostras avaliadas. E claro que o presente
trabalho ndo reflete a realidade da ocorréncia de oocistos de coccidios do género
Cystoisospora em fezes felinas, porém d& um forte indicativo da ocorréncia deste protozoario
na classe de felinos (domiciliados com livre acesso a rua).

Um estudo realizado no municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro,
mostrou que 42,42% dos gatos errantes capturados pelo Servico de Controle de Zoonoses
local nos trés primeiros meses de 2002 (14 em 33 animais), estavam em plena eliminacdo de
oocistos de C. felis ou entrariam em eliminacdo nos 15 dias apds a captura. Os autores
concluiram que o estresse da captura sofrido pelos animais exacerbaria a infec¢do pelo
coccidio, reagudizando-a e levando a novo episodio de eliminacdo de oocistos (SANTOS et
al., 2002).
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Pelos motivos expostos, Dubey (1993) afirmou anteriormente que praticamente todo
gato extra-domicializado iria, estava ou estaria eliminando oocistos do género Cystoisospora,
de modo que, virtualmente, todo gato tornar-se-ia infectado por coccidios deste género, em
especial, C. felis. Nessa mesma vertente Loss (1991)" considerou que 100% dos gatos de rua
avaliados em sua tese (LOSS, 1991) foram positivos para as espécies de Cystoisospora
quando mantidos em cativeiro por um periodo de trés dias. Tempo esse inferior ao periodo
prepatente que varia de cinco a sete dias.

* . ~
Comunicag&o pessoal
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2.6. ESTUDOS DE ASSOCIACAO IMUNOBIOLOGICA ENTRE O GENERO
Cystoisospora E ESPECIES DA FAMILIA Sarcocystidae

Poucos estudos imunoldgicos foram desenvolvidos utilizando-se Cystoisospora como
foco. Nesses, espécies do género Cystoisospora e T. gondii se associam, podendo ocorrer re-
elimina¢fes mutuas (DUBEY, 1976, OMATA et al., 1991a, OMATA et al., 1991b; DUBEY,
2010). Possibilidades estas, que vinculam a transmissdo horizontal ou feco-oral de ambos
coccidios a uma mesma avaliagdo epidemioldgica.

A superinfeccdo de gatos cronicamente infectados com oocistos esporulados de C.
felis induz a reeliminacéo de oocistos de T. gondii em suas fezes (CHESSUM, 1972, DUBEY,
1976).

A partir do estudo de Omata et al. (1991a), foi possivel observar a inter-relagdo
imunogénica entre antigenos de C. felis e de T. gondii. A infec¢do oral de um gato livre de
coccidios por 10° oocistos esporulados de T. gondii levou a eliminagao de oocistos entre 0 20°
e 0 26° DAI (dias apds inoculagdo). Através da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
foi possivel observar um rapido aumento de anticorpos IgG anti-T. gondii no soro deste felino
(na ordem de 1/4096). Quanto aos titulos de anticorpos anti-C. felis, estes foram observados
na ordem de 1/4. Porém, ap0s a infeccdo oral do mesmo gato com oocistos esporulados de C.
felis, sete semanas apds a prima infecgdo com T. gondii, os titulos se elevaram para 1/64 em
apenas sete dias. No mesmo estudo, a inoculagéo per os de oocistos esporulados de T. gondii
em gatos naturalmente infectados e em processo de eliminagéo intermitente de oocistos de C.
felis promoveu um rapido aumento de titulos de anticorpos anti-C. felis (1/4096) e anti-T.
gondii (1/64). Mesmo com altos titulos de anticorpos IgG anti-C. felis no soro, 0s gatos deste
ensaio eliminaram oocistos de C. felis poucos dias apds o inicio da eliminacdo de oocistos de
T. gondii nas fezes.

Cistos de T. gondii também induziram uma elevagdo dos titulos de anticorpos 1gG
anti-C. felis em torno de sete dias apds a inoculacdo oral. Dessa vez, reeliminacéo de oocistos
de C. felis ndo foi observada, ja que esse felino também apresentava eliminacdo intermitente
de oocistos de C. felis pelo menos quatro semanas antes da inoculacgéo dos cistos.

A inoculagdo intramuscular tripla de taquizoitos de T. gondii conjugados aos
adjuvantes (completo e incompleto) de Freund em intervalos de trés semanas entre as
aplicacdes, fez com que os titulos de anticorpos anti-T. gondii e anti-C. felis aumentassem
prontamente no soro de gatos em eliminacdo intermitente de oocistos de C. felis. No entanto,
foi ineficaz em impedir a eliminacdo de oocistos de T. gondii e C. felis nas fezes ap6s a
inoculacdo oral de cistos de T. gondii (OMATA et al.,1991a). Tal estudo mostrou que,
mesmo levando a aumento simultaneo de anticorpos IgG anti-C. felis e anti-T. gondii, a
infeccdo por oocistos, cistos e taquizoitos de T. gondii foi capaz em induzir reeliminacéo de
oocistos de T. gondii e algumas vezes de oocistos de C. felis. Essa reeliminacéo se deu mesmo
quando se observara altos titulos de anticorpos IgG anti-T. gondii e anti-C. felis.

Taylor et al. (1990) identificaram o complexo apical como sendo uma regido
antigenicamente semelhante entre muitos protozoarios coccidios. No entanto, antigenos
dispersos por todo o parasito também puderam ser identificados em reacdo cruzada para
amostras séricas contendo IgG anti-T. gondii e anti-C. felis, evidenciando que ndo apenas o
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complexo apical detém antigenos ancestralmente similares entre as espécies de coccidios
(OMATA et al., 1991b).

Poucos estudos abordam as caracteristicas feno-protéicas e antigénicas sobre espécies
do género Cystoisospora. O Unico trabalho realizado identificou um grupo proteico com 22
KDa de peso molecular especifico para C. felis através de “Western Blotting” com soro felino
positivo para 1gG anti-C. felis (OMATA et al., 1991b). Entretanto, ndo se sabe se essa
especificidade é absoluta ou se em outras espécies do género Cystoisospora, podem ser
identificadas por tal grupo antigénico.

Diferentemente da falta de estudos sobre espécies da subfamilia Cystoisosporinae, sdo
abundantes as informag@es a respeito da subfamilia Toxoplasmatinae. Com o advento da
reacdo em cadeia da polimerase e seu uso para o0 esclarecimento em questdes taxiondmicas,
torna-se possivel confirmar evidéncias langadas pelos achados fenotipicos em estudos
posteriores. Neste ponto, algumas espécies dos géneros Cystoisospora (C. felis, C. ohioensis,
C. suis e C. belli) foram, h4 alguns anos, avaliadas a partir da clonagem e sequenciamento do
gene transcritor da subunidade 18S do RNAr (CARRENO et al., 1998; FRAZEN et al., 2000)
e a partir do sequenciamento total realizado por Samarasinghe et al. (2008) do gene ITS1 do
RNAr de algumas espécies deste mesmo género (C. felis, C. rivolta, C. ohioensis-simile, C.
suis, C. belli, T. gondii, N. caninum, espécies do género Sarcocystis e espécies do género
Eimeria) foi possivel desenvolver um PCR especifico para répida identificacdo das espécies
do género Cystoisospora. Possibilitando demonstrar uma proximidade genética com T. gondii
e N. caninum. Constituindo assim, um clade grupo irm&o de espécies do género Sarcocystis
(Quadro 1). Com estes novos dados torna-se possivel confirmar, estudos prévios (FRENKEL,
1977, FRENKEL, 1953) que tais coccidios possuem caracteristicas que fazem com que sejam
mais corretamente inseridos na familia Sarcocystidae ao invés da familia Eimeriidae. Por
outro lado, existe conflitos entre o posicionamento de um espécie semelhante a C. felis
encontrada no tigre siberiano na Republica Popular da China por Zhijun et al. (2011), apesar
das caracteristicas fenotipicas dos oocistos esporulados serem semelhantes, porém com
sequenciamento da subunidade 18S rDNA.

2.7. SUSCEPTIBILIDADE E ESPECIFICIDADE AOS HOSPEDEIROS DA FAMILIA
Sarcocystidae

Alguns parasitos do género Sarcocystis oriundos de algumas de espécies de mamiferos
parecem apresentar uma especificidade maior aos seus hospedeiros intermediérios do que aos
seus hospedeiros definitivos, visto que algumas das espécies deste género sé podem ser
determinadas quando se leva em conta o seu hospedeiro intermediario.

Estudos em longo prazo, quando conduzidos podem evidenciar grandes mudangas
evolutivas destes parasitos. O achado ocasional de sarcocistos em musculatura de humanos é
um exemplo sugestivo dessa hipGtese e também o coloca como hospedeiro acidental,
configurando um parasitismo final (SMITH, 1981) e segundo Beaver et al. (1979) algumas
espécies do género Sarcosystis provenientes de primatas que provavelmente usam mamiferos
carnivoros ou grandes répteis como hospedeiros finais ocasionalmente infectam pessoas.

Dos seis géneros que integram esta familia, Cystoisospora, provavelmente foi o que
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recebeu menor atencdo em relacdo a estudo dos mecanismos de transmissdo, devido a sua
natureza criptica para formac&o de cistos e ao seu conceito tipico de coccidio (SMITH, 1981),
apesar de ter sido assinalado em carnivoros (DUBEY, 1975) e em gado bovino (FAYER,
FRENKEL, 1979) pela primeira vez e, a seguir em diversos outros hospedeiros vertebrados ao
deslumbrar a capacidade das espécies do género Cystoisospora, com especial atengdo a C.
felis aqui relatada.
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—— Cystoisospora rivolta

Cystoisospora ohipensis
Cystoisospora belli
Cystoisospora suis

Cystoisospora felis

— Toxoplasma gondii

Neospara caninum
Sarcocyslis canis
Sarcocystis felis
Eimeria maxima
Eimeria ltenella

Perkinus marinus

Figura 2. Relagéo filogenética entre espécies do género Cystoisospora e outros coccidios, baseada pela analise do gene transdutor ITS1 do RNAr, de acordo

com SAMARASINGHE et al. (2008)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. PROCEDIMENTOS A CAMPO

3.1.1. Locais de desenvolvimento do experimento e origem dos animais utilizados no
trabalho

Esta pesquisa seguiu o recomendado pelo COBEA (2006), com protocolo de n°
002563 junto & comisséo de ética da UFRRJ.

3.1.1.1. Infeccdo experimental de filhotes de gatos (Felis catus) livres de infecgdo

A infeccdo experimental dos gatos foi desenvolvida no laboratério de Coccidios e
coccidioses (LCC) - Projeto Sanidade Animal (EMBRAPA/UFRuralRJ), Departamento de
Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), para isso, foi obtida uma gata jovem e sua prenhez determinada em seis
semanas, através de exame ultrassonografico. Em seguida, o animal foi alocado em gaiola
suspensa dentro de uma baia desinfectada previamente, para evitar a contaminagdo dos
animais. Entre o periodo de chegada da gata e o parto, foi realizado o tratamento preventivo
com Sulfametoxazol e Trimetoprima® nas doses de 30 mg/kg e 6 mg/kg, respectivamente, por
via oral, uma vez ao dia durante no periodo do periparto e amamentagdo, a semelhanga do
estudo realizado por Loss e Lopes (1997). Foi realizada também a vermifugacdo com
pamoato de pirantel, praziquantel, febantel®, um comprimido para cada 10 kg de peso, por via
oral, em duas doses com intervalo de 15 dias entre elas. Foi realizada suplementac&o mineral
e vitaminica®, para suporte do organismo do animal na dosagem de 0,5 ml/kg, uma vez ao dia.
Durante e apds o tratamento da gata, foram coletadas fezes diariamente até o momento
da desmama e estas foram submetidas a técnica de centrifugo-flutuacdo com solugéo saturada
de aglcar de acordo com a metodologia de flutuagdo de Sheater (REESE et al., 1982) para
confirmar auséncia de oocistos e quaisquer outros parasitos.

Apos o parto, continuou-se com os cuidados a fim de evitar a contaminagdo ambiental
e consequente contaminacgdo dos filhotes. A ninhada, em nimero de trés animais, foi mantida
sob o cuidado materno até o 39° dia de vida, quando ocorreu desmame e inicio da alimentagéo
dos filhotes com racéo seca”. Ap6s esse periodo de adaptagéo, a mée foi apartada dos filhotes
e encaminhada para adogé&o.
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Logo apds o desmame e isolamento dos filhotes, as fezes destes foram coletadas da
caixa higiénica diariamente até o fim do experimento, sendo submetidas a técnica de
centrifugo-flutuacdo em solugdo saturada de agUcar, e a vermifugacdo preventiva dos filhotes
foi realizada para eliminar as chances de uma contaminacdo via transplacentaria ou
transmamaria de quaisquer tipos de helmintos.

Os trés filhotes de gato para a infeccdo experimental foram mantidos, isolados em
gaiola dentro de uma baia que, previamente, teve o piso e paredes lavadas com hipoclorito de
sodio a 5%. As gaiolas antes de serem utilizadas foram deixadas de molho durante 24 horas
em hipoclorito de sédio na mesma concentragdo utilizada para lavagem das baias. Todo o
complexo, baia e gaiolas, foram flambadas utilizando-se um magarico acoplado a um botijao
de gés (vassoura de fogo). As gaiolas foram mantidas suspensas e separadas umas das outras
de maneira a ndo haver possibilidade de contato dos animais entre si e com o chédo
minimizando assim o risco contaminagao.

Os filhotes foram acondicionados em gaiolas separadas, onde foram colocados cochos
para 4gua e comida ad libidum e uma caixa de poliestireno preenchida com granulado
higiénico para gatos®, para facilitar a higiene da coleta do material fecal. Todo o material
utilizado foi previamente limpo e esterilizado a fim de evitar a contaminac¢éo dos animais.

Os filhotes, com seis semanas de vida, foram inoculados por via oral com 500 pl da
suspensdo tamponada contendo 10° oocistos esporulados de C. felis, diluido em leite proprio
para alimentagdo animal’, vide item 3.2.1 . Depois da inoculacdo, exames fecais foram
realizados de acordo com a metodologia de Sheater (REESE et al., 1982), executados
diariamente até o inicio da eliminagdo de oocistos, onde a partir desse momento, as fezes
passaram a ser coletadas em sua totalidade, pesadas, diluidas em &gua destilada e filtradas em
tamis com gaze dobrada duas vezes. A colheita total do material fecal foi executada durante
todo o periodo de eliminacdo de oocistos, periodo patente, 0 que compreendeu em um
intervalo de trés semanas. A suspensdo fecal filtrada foi acondicionada em garrafas de
poliestireno de um litro, adicionada de solucdo aquosa de dicromato de potassio a 2,5% em
proporcéo de 1:2, e submetidas a aeragdo forcada por meio de bomba de aquério?, durante um
periodo de 5 dias, com intervalos de aeragdo e descanso de 12 horas, até que os oocistos de C.
felis atingissem uma taxa de esporulacdo minima de 85% (Figura 3).
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Figura 3. Garrafas pet submetidas a aeragdo forcada, para acelerar o processo de esporulacdo
dos oocistos de Cystoisospora felis.

3.1.1.2 Obtencéo de soro heter6logo anti-Cystoisospora felis em coelhos

Dois coelhos obtidos do IFRJ unidade de Pinheiral, foram transferidos para as
instalacdes do laboratério de Coccidios e Coccidioses (LCC) - Projeto de Sanidade Animal
(Embrapa/UFRRJ), Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterindria,
Seropédica, RJ. Colocados dentro de baias isoladas em gaiolas individuais. Estes animais
foram inoculados com extrato de proteina total de oocistos de C. felis, para producdo de soro
leporino hiperimune anti-C. felis através de inoculagdo intramuscular e subcuténea
equivalente a 5 x 10° oocitos em adicdo a 800 pl de adjuvante completo e incompleto de
Freund e 200 pl de PBS pH 7,2 segundo Stibbs e Ongerth (1986).

Para o acompanhamento do desenvolvimento da infeccdo experimental de proteinas de
C. felis em coelhos foram feitas coletas de sangue dos animais infectados, apartir da veia da
orelha, com intervalos de dez dias entre elas. Perfazendo um total de sete amostras sanguineas
com a evolucdo de 0, 10, 21, 31, 42, 52 e 63 dias apos a infeccdo (DAI), para utilizacdo no
teste de “western blotting”, ao fim do experimento o animal negativo foi doado e o animal
infectado foi eutanasiado. Os procedimentos de manutencdo e eutanasia para os coelhos
seguiram as recomendagdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal - (COBEA,
2006), pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 2008)
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3.1.1.3 Obtencéo de soro controle positivo anti-Cystoisospora em bovinos

Para desenvolver o soro controle positivo anti-C. felis foi utilizado um bezerro recém-
nascido de raca 5/8 Holandes e 3/8 Gir, pelagem arac4, proveniente de uma criagdo
tecnificada do Colégio Agricola Nilo Pecanha - IFET, Pinheiral, RJ. O bezerro obtido foi
testado pela técnica de reagdo de imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos
anti-Toxoplasma e Neospora, sendo este negativo a ambos os testes e foi transferido para as
instalacbes do Laboratorio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria
(LQEPV). Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria, Seropédica, RJ.
Colocado em baia isolada com agua e comida ad libdum. O animal foi inoculado com 1,5 ml
de oocistos integros de C. felis, por via oral na concentracéo de 5 x 10° oocistos viaveis de C.
felis. (STIBBS; ONGERTH, 1986).

Para 0 acompanhamento do desenvolvimento da infeccdo experimental de proteinas de
C. felis no bezerro foram feitas coletas de sangue do animal infectado, na da veia jugular, com
intervalos regulares entre elas. Perfazendo um total de oito amostras sanguineas com a
evolucgdo de zero, 1°, 3°, 7°, 14°, 21°, 28° e 35° dias apds a infecgdo (DAI), para utilizagdo no
teste de “Western Blotting”, ao fim do experimento o animal foi doado.

3.1.1.4 Obtenc&o de soro controle positivo anti-Neospora e Toxoplasma

Com o objetivo de testar as possibilidades de reacdo cruzada entre antigenos
provenientes de Neospora e Toxoplasma os quais possuem maior proximidade filogenética
com o parasita do presente trabalho e por apresentarem alta frequéncia nos levantamentos
sorolégicos realizados em animais de producéo. Foram da obtidos Imunodot® soros controle”
positivos anti-Neospora e Toxoplasma desenvolvidos em bovinos para uso em técnicas
laboratoriais de imunodiagnéstico.

3.1.1.5 Coleta das Amostras sanguineas de bovinos de aptiddo leiteira e caracterizacdo da
amostragem

As amostras sanguineas coletadas foram armazenadas a -20° até o0 momento da realizagéo
do exame. Os animais selecionados foram bezerros machos e fémeas, novilhas secas, vacas
prenhes e em lactacdo, oriundos de propriedades de gado com aptid&o leiteira, situadas no
municipio de Rio Claro (altitude 446 m; Latitude Sul 22°43'23" e Longitude Oeste 44°08'08")
com uma &rea de 843,4 km2, distribuidos pelos distritos de Rio Claro (sede), Lidice, Passa
Trés, Séo Jodo Marcos e Getulandia. Dentro do Estado do Rio de Janeiro Regido do Médio
Paraiba, Mesorregiao Sul-fluminense, Microrregido do Vale do Paraiba Fluminense. (CIDE,
2009) (Figura 4).
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Municipio de Rio Claro

Figura 4. Microrregido do Vale do Paraiba Fluminense em evidéncia o municipio de Rio
Claro, estado do Rio de Janeiro. Fonte: IBGE

A Regiao do Médio-Paraiba é onde se encontra a maior bacia leiteira Sulfluminense. O
municipio de Rio Claro apresenta 32.000 bovinos, sendo 5.300 vacas ordenhadas e uma
producdo anual de 9.858 litros de leite/ano (IBGE, 2007). Para determinar o N amostral total
necessario para a execucdo deste trabalho, foi usada a formula n= p (1-p).(1,96/ A)?
(SAMPAIOQ, 2007). Para a realizacéo da coleta dentro de cada propriedade visitada, estipulou-
se uma porcentagem de 30,0% do total de animais encontrados na fazenda e realizou-se a
coleta das amostras sanguineas por cada faixa etaria, de acordo com a disponibilidade dos
animais encontrados nas propriedades no horario da visita, respeitando sempre o manejo do
pequeno produtor. Logo apds a coleta era feita a aplicagdo do questionario epidemioldgico
junto ao proprietario ou responsavel pela propriedade e as variaveis encontradas foram
analisadas pelo programa estatistico Epilnfo™.
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3.2 PROCEDIMENTOS LABORATORIAS

3.2.1 Obtencéo e selecdo de oocistos esporulados de Cystoisospora felis para infecgao
experimental

Um isolado puro de oocistos esporulados de C. felis, mantido no Laboratdrio de
Coccidios e Coccidioses, conservado sob-refrigeragdo a 4°C, foi utilizado como fonte de
inoculacéo dos filhotes livres de coccidios. Este isolado puro foi procedente das fezes de gatos
recém-desmamados e naturalmente infectados com oocistos esporulados de C. felis. Além
disso, este isolado vem sendo mantido através de infecgBes experimentais sucessivas para sua
manutencdo em laboratério, desde 2002. Neste caso, o isolado puro utilizado foi mantido
durante um periodo de seis meses em solucdo salina de Hank (ANDRADE, 2000), para
armazenamento prolongado foi adicionado de penicilina G e estreptomicina, na proporgao de
100 U/ml e 10 mg/ml, respectivamente e anfotericina B, na propor¢do de 0,5 mg/ml. A
solucdo de armazenamento dos oocistos, rica em antibidticos e antifungicos, foi removida
através de centrifugacdo em tubos conicos de poliestireno com capacidade para 15 ml a uma
forga centrifuga (F.C.) de 1.500 x g por 10 minutos a 10° C em centrifuga refrigerada modelo
J 2-21" e o sedimento rico em oocistos foi ressuspendido em solugéo de PBS pH 7,2, este
processo foi executado mais duas vezes. Os oocistos de C. felis, uma vez livres da solucdo de
armazenamento foram finalmente ressuspendidos em solugdo de PBS pH 7,2 sendo
quantificado o numero de oocistos por volume de suspensdo, verificada em cémara
hemocitométrica, sendo possivel determinando um volume de 10° oocistos/ml. A suspensdo
final de oocistos esporulados serviu como indculo para os gatos livres de coccidios.

3.2.2 Purificagdo dos oocistos esporulados de Cystoisospora felis

A purificagdo dos oocistos esporulados recém eliminados, se iniciou pela remocéo do
dicromato de potassio a 2,5% da suspenséo de oocistos através de centrifugacdo em frascos de
vidro para centrifuga com tampa rosqueavel de capacida de 300 ml. Foi centrifugado a F.C.
de 500 x g por 10 minutos a 10° C. O sedimento foi ressuspendido e centrifugado em agua
destilada até que visualmente ndo se observassem mais tragos de dicromato de potassio na
suspensao.

Os oocistos esporulados de C. felis foram purificados, visando & remogdo méxima de
residuos fecais. Antes do inicio das etapas subsequentes de limpeza foi adicionado um ml de
Acido Sulfarico (H,SO4y a 5% na proporgdo 1:10 no material fecal, para evitar a proliferagio
de fungos e bactérias, devendo logo ap6s ser lavado, no minimo cinco vezes com agua
destilada para remocdo de residuos quimicos. Para uma boa concentracdo dos oocistos
esporulados de C. felis, o material recuperado foi submetido a técnica de suspenséo por
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sacarose segundo Truong e Ferrari (2006), para ter uma melhor separacdo dos oocistos
esporulados dos residuos fecais, pois por diferenca de densidade as particulas mais densas
precipitam e as particulas mais leves flutuaram, a partir deste principio os oocistos flutuaram
se separando do residuo fecal. Esse sobrenadante repleto de oocistos recuperado, foi diluido
em PBS pH 7,2 e em seguida centrifugado a 500 g e o0 “pelet” formado foi armazenado em
tubo s tipo Falcon com 50 ml de capacidade.

O “pelet” que foi recuperado na etapa anterior foi submetido a terceira etapa de
limpeza, utilizando a técnica centrifugo-flutuacdo em camada dupla descontinua primaria e
secundéria de solucdo de sacarose (ARROWOOD; STERLING, 1987) com modificacdes.
Adaptou-se a técnica para tubos vitreos de hemdlise com capacidade de 15,0 ml, onde se
utilizou: 5,0 ml de solucéo de sacarose com gravidade especifica (g.e.) proxima a 1.103 g/l;
5,0 ml de solucdo saturada de agucar com g.e. proxima a 1.064 g/l e 2,5 ml de suspensao
aquosa de oocistos esporulados de C. felis provenientes do segundo passo de limpeza. As
solugdes de sacarose foram enriquecidas com tween 80 e centrifugadas, conforme referencia
supracitada. Apo6s a centrifugacdo, obtiveram-se, em meio a solugdo de sacarose, dois anéis
horizontais de material leitoso (Figura 4) que foram removidos através de succdo, utilizando-
se pipeta automatica de 1000 ul e ponteiras plasticas de poliestireno, o material removido da
solugdo de sacarose estava rico em oocistos de C. felis e com expressiva diminuicdo de
residuos fecais. A suspensdo purificada de oocistos foi diluida em agua destilada na proporgéao
1:1 e centrifugada (f.c.) a 500 g por 10 minutos a 10° C. O sedimento foi ressuspendido em
solucdo salina de Hank com penicilina, estreptomicina e anfotericina B e armazenado a
temperatura de refrigeracéo, em torno de 4° C para posterior utilizacéo.

Figura 5. Dupla camada primaria e secundaria de solucdo de sacarose (ARROWOOD;
STERLING, 1987) com adaptacdes.
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3.2.3. Preparacéo, Fragmentacéo e Dosagem do extrato antigénico total

Para certificar que a amostra refrigerada, de oocistos esporulados de C. felis, estava
livre de contaminantes como fungos e/ou bactérias (Figura 5), esta foi lavada com Acido
Sulfdrico a 5% e deixado interagir por 20 minutos. Aproximadamente um ml de solucéo na
concentracdo de 5 x 10° oocistos esporulados de C. felis foi tomada e a solugdo de
preservacdo associada com Acido Sulfdrico a 5% foi removida atraves de centrifugacéo,
conforme o item anterior. O sedimento rico em oocistos foi ressuspenso e centrifugado em
tubos conicos de poliestireno em 5,0 ml de PBS estéril, cinco vezes, para remocao de todo
residuo do Acido Sulfirico e da solugio de conservagdo. Ao final deste processo o sedimento
foi ressuspendido mais uma vez em 1,0 ml de tampéo de lise (100 mM Tris, 10mM EDTA,
1% Nonidet™, 0,2 mM TLCK, 2 mM PMSF) e vertido em um tubo de microteste para
titulagéoj de tampa rosqueavel, de polipropileno, com capacidade de 2,0 ml. Foram
adicionadas esferas de porcelana com diametro 2,0 — 25 um. Em seguida, o tubo foi
submetido a 12 ciclos de agitagdo, no aparelho desfragmentador de células®, com duragéo de
30 segundos e intervalo de 30 segundos em banho de gelo para desfragmentacdo total dos
oocistos esporulados de C. felis.

Figura 6. Oocistos esporulados de Cystoisospora felis, ap6s a utilizacdo do processo de
limpeza de residuos fecais. Solugdo de sacarose (escala = 10um).
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Para se definir o nimero de oocistos apropriado para uma expressdo mais nitida das
bandas proteicas, foi necesséria a quantificagdo dos oocistos em cdmara hemocitométrica,
onde sdo contados 0 nimero de oocistos nos quatro quadrantes externos, os valores obtidos
foram somados e multiplicados pela constante de 2.500, conforme férmula abaixo (COSTA,
PEDROSO-DE-PAIVA, 2009):

Células somadas nos 4 quadrantes x 2.500 = oocistos/ml.

O triturado de oocistos esporulados de C. felis foi submetido a filtragem para retirada
de impurezas, com filtro de 45um' em seguida submetido & dosagem proteica segundo o
método de Folin (LOWRY et al., 1951), obtendo-se uma concentragdo media de proteinas de
3,0 mg/ml. Em seguida o material foi armazenado a -20 °C até o momento da aplicagdo em
gel de poliacrilamida-SDS a 12%.

3.2.4. Preparacdo, Fragmentacdo e Dosagem do extrato antigénico de Toxoplasma
gondii

A cepa RH de taquizoitos de T. gondii foi obtida de material congelado em nitrogénio
liquido do LCC, proveniente de manutengdo em peritbnio de camundongos Balbc. Foi
descongelada uma ampola contendo 10° taquizéitos de T. gondii, em banho-maria a 37°C.
Logo apd6s o descongelamento o tubo foi centrifugado a 1500 g por 10 minutos para
concentragdo dos taquizéitos na extremidade do tubo, o sobrenadando foi descartado e o
“pelet” ressuspenso em PBS pH 7,2 e submetido a centrifugagédo por mais duas vezes para
retirada da de todo residuo liquido conservante.

Com “pelet” formado o sobrenadante foi novamente descartado e este ressuspenso em
1,0 ml de tampéo de lise homogeneizado e esse liquido vertido em tubo de microteste para
titulagdo de tampa rosquedvel. Em seguida, foram adicionadas esferas de porcelana com
didmetro 2 — 2,5 um e o tubo foi submetido a cinco ciclos de agitagdo conforme o descrito no
item anterior. O material foi filtrado e em seguida submetido a dosagem de proteinas segundo
0 método de Folin (LOWRY et al., 1951) obtendo uma concentragdo media de 2,8 mg/ml. O
material foi armazenado para posterior aplicagdo em gel de poliacrilamida-SDS a 12%.
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3.2.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sddio a 12% (sds-
page) de triturado de oocistos esporulados de Cystoisospora felis

Para desenvolvimento da eletroforese, 500pl do material triturado de oocistos de C. felis
foi adicionado a 500 pl de tampdo de solubilizagdo (2% 2-mercaptoetanol, 12,5 mM tampé&o
Tris-HCI pH 6,8, glicerol a 20%, 2 mM PMSF, SDS a 4,6%) e submetidos a aquecimento em
banho-maria a 100 °C por cinco minutos com a finalidade de promover a desnaturagéo de suas
proteinas constituintes.

A eletroforese em sistema descontinuo (LAEMMLI, 1970; ANDREWS, 1981;
ALFENAS, 1998), foi realizada em gel de SDS-poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) com
proporcéo acrilamida-bis acrilamida 30:1; utilizando cuba para eletroforese™, fonte geradora
de corrente elétrica” e unidade de refrigeracdo® (Figura 6).

Realizou-se a aplicagdo progressiva do triturado de oocistos de C. felis em pocgos
isolados (Figura 7) do gel nas seguintes quantidades, de padréo e proteina bruta: 10 e 60 pl,
respectivamente. O processo de eletroforese foi executado a 150 Volts para fase de
empilhamento e resolucéo do gel por aproximadamente cinquenta e cinco minutos.

Apos a corrida, o gel foi fixado em solucéo de metanol-4cido acético por 15 minutos, a
temperatura ambiente. Corado por solugdo de azul de Comassie 250R" por 45 minutos a
temperatura ambiente, em seguida descorado com solucédo &cido acético-metanol até a total
revelagdo dos zimogramas. Com o gel corado, sua imagem foi Capturada® e depois
analisado por um programa’ especifo para determinar o peso molecular e todas as
caracteristicas dos zimogramas. Logo apds esse processo, o gel foi re-fixado em solugdo de
acido acético a 5% por 30 minutos, a temperatura ambiente e montado em papel celofane
poroso® para registro do ensaio.

Utilizou-se um padrdo protéico® de alto peso molecular para a eletroforese contendo,
dez bandas de ampla gama (10 — 250 KDa) e multiplas cores.
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Figura 7. Sistema completo para realizacdo da eletroforese descontinua em gel de
poliacrilamida-SDS. Fonte geradora de corrente elétrica (A), Cuba para eletroforese (B) e
Unidade de refrigeragéo (C).

Figura 8. Eletroforese descontinua em gel de poliacrilamida a 10% (A), em detalhe os pogos
isolados para aplicagdo das amostras e as mesmas se deslocando em fungdo do campo elétrico
(B).
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3.2.6. Preparacdo das amostras séricas

Apobs a higienizagdo local, foi feita a coleta de sangue a partir da veia jugular
utilizando agulhas descartaveis e tubos para coleta a vacuo com capacidade de dez ml. Apés
a coleta os tubos eram acondicionados em caixa de isopor refrigerada com gelo bioldgico e
encaminhados ao Laboratorio de Coccidios e Coccidioses para o processamento. Depois do
periodo de coagulacdo, os tubos de coleta foram submetidos a 1500 g durante dez minutos
para extracdo do soro sanguineo a partir de pipetador automatico e seu acondicionamento
feito em tubos do tipo Eppendorf com capacidade de dois ml. Estes foram devidamente
numerados, identificados e armazenados em freezer a -20 °C até o momento do uso.

3.2.7. Transferéncia das proteinas de Cystoisospora felis do gel para o papel “Western
Blotting”

O procedimento de transferéncia das proteinas do gel para o papel de nitrocelulose' foi
adaptado segundo as técnicas de Towbin et al. (1979), Kurien e Scofield (2003) e Burnette
(1981), para uma recuperagdo quantitativa das proteinas contidas em géis de poliacrilamida-
SDS a 12%. Foi montado um sanduiche com as seguintes camadas: uma almofada de
poliestireno porosa (13,5 x 14,0 cm e 1,2 mm); trés a quatro folhas de papel filtro" 10,5 x 8,5
cm; o gel de poliacrilamida-SDS contendo as proteinas (10,0 x 8,0 cm), papel de
nitrocelulose com 0,45 pm de espessura, mais trés a quatro folhas de papel filtro e
finalizando uma segunda folha de espuma de poliestireno porosa. Todos os componentes do
sanduiche foram pré-umedecidos na solucdo de transferéncia (Glicina 30%, Trisbase, SDS a
10% e Metanol). O sanduiche foi colocado na cuba de transferéncia”’, submergido no tampéo
de transferéncia e o processo de eletrotransferéncia executado a 30 Volts durante
aproximadamente quatro horas. Apos esse periodo, o sanduiche foi desmontado e a membrana
de nitrocelulose corada com Ponceau S%, para possibilitar a visualizagdo e certificar que as
proteinas foram eletrotransferidas (Figura 8A), depois @ membrana foi descorada com &gua
destilada. O ‘blot’ foi incubado com leite em p6 desnatado™ e submetido ao agitador de
Kline®” por uma hora (Figura 8B). Esta substancia bloqueante, tem como fungédo ocupar os
espagos livres entre as bandas na membrana impedindo as interagfes ndo especificas entre a
membrana e o anticorpo usado para a deteccdo da proteina alvo. Em seguida, o’blot’ foi
colocado no aparelho multicanal® com canaletas individuais e as amostras de soro de
bovinos foram submetidasa técnica de Western Blotting na diluicdo 1:500 em PBST pH 7,2,
durante uma noite sob agitacdo (Figura 9). Neste periodo o anticorpo reagiu com o antigeno
adsorvido na membrana. O ‘blot’ foi lavado com PBST pH 7,2 e depois adicionou-se 0
conjugado® (1gG anti-1gG bovino, marcado com fosfatase alcalina) diluido 1:1000 em tampéo
fosfato com tween 20 (PBST) pH 7,2. Esta ultima etapa teve um periodo de incubagdo por
duas horas.
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O processo de imunodeteccdo ocorreu quando foi adicionado o substrato 5-Bromo-4-
Chloro-3-Indol YL Phosphate/Nitro Blue Tetrazolium (BCIP/NBT)®, contendo cromégeno,
dentro das canaletas que se encontrava em contato com o ‘blot’, ocorrendo a revelagdo
gradativa das bandas, como pode ser observado na figura 10.

Figura 9. Cystoisospora felis. Preparagdo do blotting. Membrana de nitrocelulose corada com
Ponceau S, para visualizagdo das proteinas transferidas (a) e incubacdo em uma solug¢do com
leite em p6 desnatado (b).

Figura 10. Incubacdo over night do soro heterélogo anti-Cystoisospora felis no aparelho
multicanal com canaletas individuais no Aparelho Mini Protean® Il Multiscreen.
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Figura 11. Teste de Western Blotting utilizando soro bovino experimentalmente infectado
incubado em canaletas isoladas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 PROCESSO DE ESPORULACAO, ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS
OOCISTOS RECUPERADOS DE Cystoisospora felis

O nimero de oocistos esporulados recuperados foi na ordem de 10° oocistos/ml,
semelhante ao obtido previamente por Carvalho Filho et al., (2004) e Meireles et al. (2009),
concentragdo esta que permitiu uma melhor expressdo das proteinas no gel. Outro fator
determinante para essa evidenciagdo foi a diminuigdo da porosidade no SDS-PAGE,
utilizando a concentragdo a 12% para melhor aproveitamento com relagdo aos oocistos e
visualizacdo das proteinas constituintes de sua estrutura total. Com o uso da bomba de
aquario, com intervalos de 12 horas de aeragdo intercalados com 12 horas de descanso, foi
possivel acelerar o processo de esporulagdo, minimizando o tempo de espera desse processo e
otimizando também as porcentagens de recuperacdo dos oocistos esporulados, sendo a
minima porcentagem de esporulacdo obtida de 85%. Desta forma, permite-se a recuperacao
de oocistos com um maior nimero de estruturas integras proporcionando um maior nimero de
bandas diferenciadas. Associado a isso, o trabalho com material recém-eliminado, a agilidade
do processo de esporulagdo, concentracdo e limpeza, ndo excedendo a um periodo superior a
trés meses (DE MEIRELES, 2009) evitou a proliferacdo de microrganismos e a ac¢do das
enzimas responsaveis pela degradacdo das proteinas existentes no oocisto esporulado,
conforme o observado por Leek e Fayer (1979). Apesar da técnica de recuperagdo empregada
neste trabalho ser a mesma utilizada por De Meireles (2009), constatou-se que houve perda na
quantidade das proteinas recuperadas dos oocistos, apesar de utilizar o mesmo numero de
oocistos (5 x 10°). Este fato foi observado ao se submeter o material a dosagem proteica
segundo a técnica de Folin (LOWRY, et al., 1951), obteve-se uma concentracdo media de
proteinas igual a 3,0 mg/ml, quando essa mesma concentracdo de oocistos fornecia 5,0 mg/ml
de proteina (DE MEIRELES, 2009). Também foi possivel obsevar deformacédo répida da
parede dos oocistos, mesmo em solucéo adequada de conservagdo e a degeneracdo rapida das
proteinas extraidas dos oocistos a partir do desfragmentador celular. Tal observacdo pode
estar relacionada com a longa manutencdo (10 anos) desta cepa em laboratério para infecgéo
exclusivamente por via oral em felinos, provavelmente perdendo algumas de suas
caracteristicas estruturais e fenotipicas. Como observado com as espécies Besnoitia jellisoni e
Toxoplasma gondii, que ao serem usados em estudos de infecgdo repetida em longo prazo
para observar adaptabilidade e diversidade, ocorrendo a perda de alguns estadios de
desenvolvimento e evolugdo desses parasitos. Péde-se observar que B. jellisoni perdeu a
capacidade de formar cistos na musculatura e a perda da capacidade de producéo de oocistos
de T. gondii ao se trabalhar com a passagem de seus taquizoitas em camundongos de
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laboratério por longos periodos (FRENKEL et al., 1976, GOLDMAN et al., 1957, LUNDE;
JACOBS, 1965).

4.2 ANALISE MORFOLOGICA DE OOCISTOS DE Cystoisospora felis

Baseado em um ndmero minimo de 10 oocistos por dia de eliminacdo, foram
mensurados um total de 140 oocistos, dos quais foram obtidas as medidas dos diametros
maior 41,27 + 2,45 um, menor 29,63+1,65 um e o indice morfométrico 1,38 + 0,074 um,
comparando-0s com outros autores conforme observados abaixo (Tabela 1).

Com base nos valores das medidas dos oocistos de C. felis foi feita a reta de regressao,
sendo possivel evidenciar que no material coletado havia uma Unica espécie, pois, a maioria
dos valores se encontra proximos a reta e o valor de R2 encontrado, apesar de ser abaixo de
0,5 se torna ideal para a analise desta espécie devido a seu pleomorfismo e seu formato
elipsoide (Figura 11).

Tabela 1. Comparagdo das medidas de oocistos esporulados de Cystoisospora felis
registrados por diferentes autores.

Rocha e Lopes Shah Carvalho Filho Presente
Medidas (um) (1971) (1971) et al. (2005) Trabalho
Oocistos
100 40 40 140
esporulados
Diametro maior 39,38 + 3,07 42 (38 -51)° 39,78 + 3,66 42,30+ 2,40
Diametro menor 30,51+2,18 31 (27 -39)° 30,69 + 1,84 29,70+1,63
indice
NA NA 1,30+ 0,10 1,39+ 0,072

Morfométrico

® Nlimero de mensuragdes
P Média e intervalo de mensuracdes entre parénteses
NA — Néo avaliado
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Analisando a figura 12 e a figura 13, que se referem a distribuicdo das medidas dos
oocistos esporulados de C. felis, observa-se que as frequéncias nas classes aumentam e
diminuem gradativamente, ou seja, as medidas dos oocistos apresentam-se em menor
quantidade nos limites dos valores e em maior quantidade nos valores medianos,
caracterizando, assim, que o material recuperado possuia oocistos distribuidos de maneira
uniforme assemelhando-se aos oocistos esporulados encontrados por Rocha e Lopes (1971) e
Carvalho Filho (2005).

35 T

dm

25 +

r=0.44

30 35 40 45 50
DM

Figura 12. Reta de regressdo dos valores de diametros, maior (DM) e menor (dm) dos
oocistos esporulados de C. felis
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Figura 13. Distribuicdo das medias das frequéncias dos oocistos esporulados de
Cystoisospora felis recuperados de fezes de gatos experimentalmente infectados. (a) Diametro
maior, (b) Diametro menor e (c) indice morfométrico.
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4.3 COMPLEXOS PROTEICOS DE OOCISTOS ESPORULADOS DE C. felis OBTIDOS
ATRAVES DE SDS-PAGE A 12%

Na analise do gel a 12% foram detectadas, 25 bandas proteicas, nos zimogramas do
extrato de antigénico de C. felis. Das bandas identificadas seus valores foram calculados a
partir do programa Quantity One®’ e obtiveram-se o0s seguintes pesos moleculares
aproximados: 266; 240; 186; 165; 140; 119, 112, 105, 98, 90, 78, 55, 47, 42, 37, 35, 30, 27-
28, 25, 22, 19, 18, 16, 17, 14 KDa. Dentre estas as 140, 47, 42, 37, 35, 30, 27 KDa foram
complexos proteicos mais fortemente identificados nos zimogramas desta corrida,
apresentando pico da quantidade relativa de concentracdo das bandas de 2,1; 3,5; 3,2; 2,6;3,1;
3,6; 3,3 % respectivamente, esses valores foram obtidos pelo mesmo programa supracitado.
Os resultados obtidos neste trabalho diferem em parte dos obtidos por De Meireles (2009),
das bandas identificadas do extrato antigénico que apresentaram similaridade foram as de 27,
30, 37, 97-98, 111-113 KDa. Esta diferenca pode estar relacionada ao processo diferente
usado para obtencdo do extrato antigénico de C. felis. Antes era utilizando um sonicador
ultrassénico de ponta na frequéncia de 60 Hz e devido & alta concentracdo de oocistos este
processo acabava sendo muito demorado, de 130 a 150 ciclos, provavelmente danificando as
primeiras proteinas obtidas, levando a formacéo de vérias sub-unidades de uma mesma
proteina e degenerando outras. Neste trabalho, a metodologia utilizada, ja descrita no material
e métodos (item 3.2.3.), agilizou o processo para obtencdo do extrato antigénico diminuindo
para 12 o numero de ciclos, associado a utilizagdo de um novo inibidor de protease, o qual
confere maior estabilidade da proteina no periodo de armazenagem e conferindo maior nitidez
das bandas no gel (Figura 14).

Do extrato antigénico total obtido neste trabalho foi encontrada a proteina de -22 KDa,
semelhante a obtida por Omata et al. (1991b) onde identificou essa proteina a partir do
imunoblotting com esporozoitas de C. felis em soro de gatos experimentalmente infectados
por via oral com oocistos deste parasito.
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Figura 14. SDS-PAGE a 12% de proteinas de oocistos esporulados de Cystoisospora
felis
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Sabe-se que oocistos e esporozoitas de T. gondii tém duas bandas protéicas com peso
molecular aproximado 25 e 67 KDa, as quais sdo ausentes em taquizoitas (KASPER; WARE,
1985). A proteina de 25 KDa do presente trabalho de produto esporulado de C. felis podem
dividir similaridades com as de oocistos e esporozoitas de T. gondii, baseando-se nas relacdes
taxiondmicas relativamente homofiléticas entre as espécies de Cystoisospora e T. gondii
(SMITH, 1981; CARRENO, et al., 1998, SAMARASINGHE, et al., 2008).

Diversos estudos relacionados a identificacdo de antigenos e proteinas constituintes de
diferentes fases do ciclo bioldgico de T. gondii tém sido estudados. As proteinas encontradas
neste trabalho de 14; 22; 30; 43 e 97 KDa s&o frequentemente encontrados em taquizoitas da
cepa C e RH de T. gondii. Entretanto, determinados complexos protéicos de esporozoitas de
T. gondii tém sido identificados como especificos para esporozoitas de T. gondii (KASPER et
al., 1983; KASPER et al, 1985). Tais proteinas tém sido observadas com pesos moleculares
de 25 e 67 KDa. Flausino et al. (1997), ao avaliar proteinas constituintes de taquizoitas da
cepa C congénita e da “SERO-47” de T. gondii isolada de cérebro e coracdo de galinhas,
observaram grupos comuns de 30; 34,7; 43; 50; 58; 67; 80; 97 KDa. A semelhanca destes
trabalhos o grupo protéico de 30, 35, 43 e 97-98 KbDa foram evidenciadas no presente
trabalho no extrato total oocistos esporulados de C. felis.

No trabalho de identificacdo e caracterizacdo de antigenos Uteis da taquizoitos de
Neospora caninum (NC-1) para o diagnostico conduzido por Bjerkas et al. (1994) foram
evidenciadas como bandas proteicas de importancia as seguintes: pl7, p29, p30 e p37.
Proteinas essas, importantes antigenos para diagndstico da Neosporose em uma variedade de
espécies animais. Assemelhando-se a estes resultados, também foram identificadas neste
trabalho as seguintes bandas imunodominantes: p17, p30 e p37. Sendo a pl7 associada as
roptrias, organelas encontradas nos estadios infectantes de todos os coccidios e acredita-se
que a liberacéo desta proteina esteja associada a penetracdo celular de acordo com estudos
feitos com T. gondii (DUBREMETZ, et al., 1985, SPEER, et al., 1999). A p29-30 estaria
associada a granulos densos e proteina tubular e a membrana do vactolo parasitoforo. Em T.
gondii e outros coccidios, a secrecdo dos granulos densos seria considerado como fator
crucial na formacdo do vaclolo parasitoforo, uma estrutura caracteristica importante dos
parasitas protozoarios para evasdo do sistema imune, sua sobrevivéncia e desenvolvimento no
meio intracelular dos hospedeiros (LERICHE; DUBREMETZ, 1991; TORII, et al., 1989;
SANTORO, et al., 1985). Por ultimo a p37 seria caracterizada como um componente amorfo
associado a membrana de superficie do taquizoito de NC-1 (DUBREMETZ, et al., 1985).

Mesmo com o grande conhecimento acerca de constituintes protéicos e antigénicos de
outras espécies da familia Sarcocystieda, em especial T. gondii, muito pouco se sabe ainda
sobre 0 mesmo em espécies do género Cystoisospora e sua inter-relagdo com os demais
coccidios desta familia.
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4.4 Complexos protéicos de oocistos esporulados de Cystoisospora felis comparados
taquizoitas de Toxoplasma gondii obtidos através de sds-page a 12%

Quando os complexos proteicos de C. felis foram comparados aos complexos obtidos de
taquizoitas de T. gondii Cepa RH, foi possivel observar uma similaridade em cinco proteinas
de peso molecular aproximado de 47, 42, 37, 30, 25, 16-17 e 14 KDa. Devido a sua
proximidade filogenética foi possivel observar que os dois parasitos dividem proteinas
comuns o que dificultaria a determinagdo do diagndstico quando as mesmas forem usadas
como antigeno para diagnostico. Por esse motivo, se faz importante o conhecimento dessas
bandas proteicas para sua exclusdo quando se aplicar o teste imunoenzimatico, observando a
resposta imunodominante de anticorpos comuns, a semelhanca do trabalho desenvolvido por
Bjerkas et al. (1994).

Padréo C. felis T. gondii

Figura 15. SDS-PAGE a 12% de proteinas de oocistos esporulados de Cystoisospora felis e
Taquizoitas de Toxoplasma gondii. A esquerda, padrdes de peso molecular, ao centro
proteinas de oocistos esporulados de C. felis e a direita proteinas de taquizoitos de T. gondii
em quilodaltons (KDa), coradas pelo azul de Coomasie 250R.
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4.5 Anélise soro controle positivo em bovinos contra soro controle positivo e soro
hiperimune em coelhos anti-Cystoisospora felis

Como o material utilizado para diagnostico foi o extrato antigénico total contendo
proteinas tanto de parede, como de estruturas internas e esporozoitas. O soro controle
positivo e o hiperimune s&o desafiados junto aos antigenos especificos de C. felis tornando
possivel diferenciar quais bandas seriam de estruturas internas ou do esporozoita. Sendo este
ultimo de maior importancia, a partir dele ocorre a penetracéo celular, com isso o esporozoita
é responsavel pelo estabelecimento da infeccao,.

Foi encontrada a resposta imunodominante de anticorpos direta contra as seguintes
proteinas, listados na tabela abaixo:

Tabela 2. Comparagdo da resposta das bandas proteicas dominantes em soros anti-
Cystoisosora felis

Soros Testados

fens Bovino Oral Coelho Oral Coelho Hiperimune
1 208 227 220
2 138 208 197
3 113 186 186
4 106 126 144
5 62 113 113
6 56 106 106
7 51 41 70
8 48 38 60
9 44 34 55
10 38 30 48
11 36 28 40
12 33 24 38
13 30 21 35
14 27 18 32
15 - 16 28
16 - - 26
17 - - 23
18 - - 21
19 - - 16
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Baseado nos resultados observados no ensaio comparado das respostas entre 0 soro
controle positivo e o hiperimune desenvolvido em coelhos foi possivel observar que as
respostas imunodominantes de anticorpos, evidenciaram proteinas tanto de baixo, como alto
peso molecular. Sendo que no soro hiperimune seria a reagdo estimulada a toda e qualquer
proteina constituinte da estrutura do oocisto. Quando comparamos esta resposta contra a do
soro controle positivo em coelho, observamos haver a resposta antigénica contra a forma de
penetracao celular, o que indicaria pertencer aos esporozoitas. Sendo as que determinaram
forte reatividade: 227, 208, 186, 126, 113, 106, 41, 38, 34, 30, 28, 24, 21, 18, 16 KDa.
Quando se coloca a resposta antigénica do soro controle positivo em bovinos frente ao soro
controle positivo de coelhos, observa-se resposta similar quanto ao reconhecimento de bandas
proteicas, tanto de alto como de baixo peso molecular, indicando também pertencer aos
esporozoitos. Tendo em comum resposta a estas bandas imunodominantes: 27-28, 30, 38,
106, 113, 208 KDa. Contudo, mais investigacdes com soro anti-esporozoita de C. felis e
anticorpos monoclonais especificos precisam ser feitos para confirmar esta hipotese.
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Figura 16. Resultado do * Western blotting” (C+) soro controle positivo em bovinos, (0)
Soro infecgdo Oral e (H) Soro hiperimune em coelhos anti-Cystoisospora felis.

4.6 Resultados do teste de imunodetecgdo em situacdo experimental

No “Western blotting”, quando as amostras de soro heter6logo anti-C. felis foram
testadas apresentaram um perfil antigénico de C. felis gradual de acordo com a progressao da
infeccdo. Foram testadas amostras sanguineas com: dia zero, 1°, 3°, 7°, 14°, 21°, 28° e 35° dias
apods infeccdo (DAI) do bezerro experimentalmente infectado com extrato total de oocistos
esporulados de C. felis via oral. Foram tomados para fins de frequéncia e comparagéo, 0s
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valores da fase recente (14° DAI) e da fase latente (35° DAI) onde, pOde-se entdo observar
uma resposta imunodominante de anticorpos direta contra as seguintes ptns: 208, 138, 113,
105-107, 62, 56, 51, 48, 44, 37-38, 36, 33, 30, 27 KDa (Tabela 3). Das amostras sanguineas
coletadas do bezerro, pdde-se evidenciar a progressédo da resposta imune contra 0 parasito,
indicando que o parasito fez penetracdo celular e desenvolvimento de cistos monozdicos em
tecido extra-intestinal, com consequente estabelecimento da infeccéo.

Tabela 3. Distribuicdo das bandas do imunoblotting anti-Cystoisospora felis de um bovino
infectado experimentalmente via oral com 10° oocistos esporulados.

Proteinas (KDa)

Infeccéo Comum a
Dias Apos
ambas
Infecgéo
Itens
Recente Latente
0 14° 35°
1 - 273 X
2 - 208 208 X
3 - 212 X
4 - 138 - X
5 - 113 113 X
6 - 106 106 X
7 - 62 - X
8 - 56 - X
9 - b1 - X
10 - 48 48 X
11 - 44 44 X
12 - 38 - X
13 - 36 - X
14 - 33 - X
15 - 30 - X
16 - 27 - X
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4.7. COMPARACAO DAS RESPOSTAS DOS SOROS CONTROLE POSITIVO Neospora
e Toxoplasma FRENTE AO ANTIGENO DE Cystpisospora

A partir do “Western Blotting”, foram jogados frente ao antigeno de C. felis os
respectivos soro controle positivos e a comparacéo do perfil antigénico de Cystoisospora com
o perfil de Neospora e Toxoplama foi feita, por serem mais filogenéticamente préximos, com
isso foi possivel eliminar as bandas comuns (Tabela 4) que poderiam implicar em uma reacdo
cruzada entre alguns polipeptideos constituintes de sua estrutura, para selecionar as bandas
responsaveis pelo diagnostico especifico de Cystoisospors felis, como o observado por Aradjo
et.al. (1984). Nesse sentido foram listadas todas as bandas proteicas imunodominantes
detectadas no programa Quantity One® conforme tabela abaixo:

Tabela 4. Perfil dos polipeptidios imunodominantes dos respectivos soros controle positivos.

Soros Teste

Itens Bovino Bovino Bovino
anti-Cystoisospora anti-Toxoplasma anti- Neospora

KDa KDa KDa

1 208 192 215

2 138 61 75

3 113 56 51

4 106 49-51 48

) 61-62 47-48 44

6 56 45 38

7 51 43-44 33

8 48 41 30

9 43-44 37-38 29

10 36-38 35 26

11 33 33 25

12 30 - 21

13 27 - 18

14 - - 16
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De acordo com os dados obtidos atraves do ensaio imunoenzimatico e exposto na
tabela acima foi possivel determinar quais as bandas em comum, entre o soro controle
positivo anti-Cystoisospora e anti-Toxoplasma, sendo estas com peso molecular aproximado
de: 61, 56, 49-51, 47-48, 43-44, 37-38, 33 KDa.

Quando comparados, 0 soro controle positivo anti-Cystoisospora, anti-Toxoplasma e
anti-Neospora (Figura 16), as bandas proteicas comuns foram: 51, 48, 44, 37-38, 33, 30 KDa.
Como estes parasitos sdo pertencentes a mesma familia, sdo intracelulares obrigatdrios,
possuem 0S mesmos mecanismos de transmisséo estas proteinas podem estar relacionadas as

estruturas internas comuns.
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Figura 17. Resultado do teste de “Western Blotting” em soro de Bovino controle positivo para
Neospora, Toxoplasma e Cystoisospora. (P) Padrdo 250, (c-) Soro controle negativo, (c+)
Soro controle positivo C. felis, (N) Soro controle positivo Neospora, (T) Soro controle
Toxoplasma, (A). Amostras provenientes de propriedades de aptiddo leiteira da mesoregido
de Rio Claro, estado Rio de Janeiro, infectados naturalmente.

Corroborando com os resultados de trabalhos anteriores (LERICHE; DUBREMETZ,
1991; TORII, et al., 1989; CHARIF, et al., 1990; VERHOFSTEDE et al., 1988; WARE;
KASPER, 1987), na execuc¢do da técnica enzimatica, também foi possivel identificar a p29-
30, provavelmente associada a granulos densos, proteina tubular e a membrana do vactolo
parasitoforo e por ser comum a todos os coccidios analisados. Também foi encontrada neste
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trabalho a p37-38, que em imunoensaios de fixagdo encontrou-se associada a proteina de
superficie da membrana de taquizoitas e foi evidenciada no soro de vacas, mesmo ap6s 14
meses de infeccdo. Sendo possivel que este antigeno detectado seja proveniente de formas
latentes de infecgdo do parasita (BJERKAS, et al., 1994).

Apos essa analise foi possivel, evidenciar o perfil proteico especifico de Cystoisospora
felis, conferindo um diagnoéstico mais sensivel e especifico para este parasito. Os
polipeptideos marcadores de peso molecular aproximado foram as seguintes: p206-208, p137-
139, p112-113, p104-107, p27-28, responsaveis por determinar a positividade dos animais
testados para Cystoisospora felis naturalmente infectados.

4.8 Resultados do Teste de Imunodetecgdo em Condicdo de Infeccdo Natural

Para padronizagdo das respostas antigénicas quando aplicado ao soro homdlogo em
bovinos oriundos de propriedades de aptid&o leiteira, frente ao immunblotting (Figura 17) e
consequente caracterizagdo do animal positivo. Foi observada a frequéncia das cinco bandas
evidenciadas como realmente especificas ao parasita de estudo, sendo elas: p206-208, p137-
139, p112-113, p104-107, p27-28, doravante chamadas de Ptn 1, Ptn 2, Ptn 3, Ptn 4 e Ptn 5.
Pbde-se observar conforme tabela 5, uma frequéncia maior das bandas da Ptns 2, Ptn 4 e Ptn
5. Evidenciando a Ptn 5 como de maior importancia para o diagnostico, assemelhando-se ao
realizado por Galvan-Ramires et al. (1998) onde analisa a frequéncia de antigenos
imunodominantes em soro de humanos Toxoplasma positivos e evidencia duas bandas de
importancia para diagndstico e por Freschi et al. (2005). Devido sua maior frequéncia e maior
reatividade, a Ptn 5, de menor peso molecular poderia estar relacionada com uma proteina
marcadora da resposta especifica em bovinos ao parasito deste estudo. Resultado semelhante
ao encontrado por Omata, et al. (1991b) onde caracteriza a menor banda de 22 KDa como
sendo a marcadora da resposta especifica anti-C felis em gatos experimentalmente infectados.

Dos 364 animais testados pelo método de imunodeteccdo padronizada para C. felis
231 apresentaram reacdo & ao menos uma dentre as cinco proteinas destacadas, representando
uma frequéncia de 63,5% do total de animais testados. Contudo para a confirmagdo da
positividade dos animais testados foram tomadas como referéncia a presenga obrigatéria da
Ptn 5 associada ou ndo a presenca das outras proteinas e a expressdo das bandas que se
revalaram com maior ou menor intensidade, podendo esta reacéo ser atribuido a concentracdo
de antigenos produzidos pelo organismo hospedeiro, tornando a interacdo antigeno e anti-
corpo mais intensa.

Muitos outros polipeptideos imunodominantes foram evidenciados nos soros dos
animais infectados naturalmente e ndo foram reconhecidos dentro do grupo de antigenos
padronizados como especificos de C. felis. Outra hipétese estd relacionada ao fato da
propriedade apresentar condi¢@es de higiene precérias, estes animais de criagdes rusticas, com
manejo ruim e alta promiscuidade com outros animais, poderia facilitar o contato com outros
tipos de parasitos, que por ventura poderiam dividir similaridade entre as proteinas
constituintes da parede de oocistos e esporozoitos de C. felis. Outra hipétese ainda, que
poderia ser levantada, em relagdo a estes grupos antigénicos, poderiam se tratar de uma
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“cepa” diferente do mesmo parasito, que pelo fato de estar se mantendo de maneira livre no
ambiente, sem a intervencdo de fatores limitantes e em a associagdo com outros tipos de
coccidios, possa apresentar outros grupos antigénicos.

Tabela 5. Frequéncia das cinco bandas proteicas especificas de Cystoisospora felis,
observadas em soros bovinos coletados da regido de Rio Claro.

Frequéncia
Valores em KDa
(n=364)
Ptn 1
5,22%
(206-208)
Ptn 2
11,81%
(137-139)
Ptn 3
9,62%
(112-113)
Ptn 4
15,11%
(104-107)
Ptn5
46,15%
(26-28)
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Figura 18. Teste de “Western blotting’ em soro de Bovinos, provenientes de propriedades de
aptidao leiteira da mesoregido de Rio Claro, estado Rio de Janeiro, infectados naturalmente.
(PAM) Padrdo de Alto Peso Molecular, (C+) Controle positivo, (C-) Controle Negativo e da
canaleta 03 a 18 - Soro de bovinos oriundo de propriedades de aptidao leiteira)

4.9 EPIDEMIOLOGIA DA Cystoisospora felis NO REBANHO LEITEIRO

Quando as informacdes foram extraidas do questionario epidemioldgico (Anexo 1), foi
possivel identificar algumas varidveis que influenciaram diretamente na ocorréncia da
infecco deste agente etiolégico no gado leiteiro da regido onde, foi possivel analisar a
frequéncia e a significancia das variaveis analisadas.

Para ocorréncia da infeccéo a varidvel bioldgica, felideos, deve obrigatoriamente estar

presente, conforme o analisado na tabela 6, sendo possivel avaliar que a prevaléncia da
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infeccdo ndo esta associada ao sexo (Tabela 7) e nem a faixa etaria (Tabela 8) dos animais
testados. A associacdo da variavel bioldgica e seu contato direto com o alimento (Tabela 9), a
agua (Tabela 10) ou com o proprio animal (Tabela 11), foram significativamente importantes
para a ocorréncia e disperséo da doenga, bem como a presenga de felinos silvestres circulantes
nas propriedades ( Tabela 12).

Na tabela 13 observa-se que o numero de gatos presentes nas propriedades influencia
diretamente na ocorréncia da infec¢do, bem como o manejo (Tabela 14) e o tipo de ordenha
(Tabela 15) utilizado na propriedade e uma maior ocorréncia da infeccdo em propriedades
menores (Tabela 16), a sequir:

Tabela 6. Associagdo entre a presenca de gatos e bovinos soropositivos ao Western Blotting
para Cystoisospora felis.

N° de Razdo de Intervalo de
gatos S0ro i Valordep  chances Confianca
presentes  Positivo  Negativo (OR) 95%
0 46 42
1 62 45
2 19 12 50,172 0,0001 1,15 0,7727-4,083"
3 03 21
4 10 20
5 09 14
6 20 04
>11 04 08
>12 23 02
Total 196 168

#Com correcdo de Yates
® Com aproximacéo de Woolf
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Tabela 7. Associagdo entre a presenca de bezerros soropositivos ao Western Blotting para
Cystoisospora felis em relagéo ao sexo.

2 Valor de p Razdo de Intervalo de
Variaveis Animais X chances Confianca
(OR) 95%
Positivo 28
Machos
Negativo 31
0,5749° 0,4483 0,72 0,61 -1,20°
Fémeas Positivo 39
Negativo 31
Total 129

4Com corregéo de Yates
® Com aproximacéo de Woolf

Tabela 8. Associagdo entre a presenga de animais soropositivos ao Western Blotting para
Cystoisospora felis em relacdo a idade.

Razao de Intervalo de
o 2 Valor de p chances Confianca
X
Variaveis Soros (OR) 95%

Positivo 67

Bezerros Negativo 62
2,107° 0,1466 1,41 0,89 — 2,22°

Positivo 102

Vacas

Negativo 133
Total 364

8Com corregéo de Yates
® Com aproximagéo de Woolf
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Tabela 9. Associacdo da presenca do gato e seu contato direto com o alimento do bovino em
relagdo aos animais soropositivos ao Western Blotting para Cystoisospora felis

Western Blotting

N® gatos Positivo Negativo X Valordep

0 0 0
1 17 12
2 19 12
3 3 21
4 0 0 47,44 0,0001
5 9 14
6 20 4

>11 4 8

>12 23 2

Total 95 73

Tabela 10. Associacdo da presenca do gato e seu contato direto com a agua do bovino em
relagdo aos animais soropositivos ao Western Blotting para Cystoisospora felis

Western Blotting

N® gatos Positivo Negativo X Valor de p

0 0 0
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 10 20 32,02 0,0001
5 9 14
6 20 4

>11 4 8

>12 23 2

Total 66 48
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Tabela 11. Associacdo da presenga do gato e seu contato direto com o bovino em relacdo aos
animais soropositivos ao Western Blotting para Cystoisospora felis

Western Blotting

\" gatos Positivo Negativo X Valordep

0 0 0
1 17 12
2 19 12
3 3 21
4 10 20 49,46 0,0001
5 9 14
6 20 4

>11 4 8

>12 23 2

Total 105 93

Tabela 12. Associacdo da presenca de felinos silvestres e animais sororeativos ao Western
Blotting para Cystoisospora felis.

) Razdo de Intervalo de
Felinos )
) soros Valor de p chances Confianca
silvestres
(OR) 95%

Presenca Positivo 174
Negativo 135  0,0362 1,93 1,04 - 3,61°

Auséncia Positivo 22

Negativo 33

Total 364

4Com corregéo de Yates
® Com aproximagéo de Woolf
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Tabela 13. Associagéo entre a presenga de gatos e propriedades e bovinos soropositivos ao
Western Blotting para Cystoisospora felis

. Soros
Propriedade N° Gatos — - 2 Valor de p
Positivo Negativo X

A 6 20 4

B 0 15 5

C 0 9 14

D >11 4 8

E 1 15 16

F 1 21 10

G 0 5 7 58,83" 0,0004
H >12 23 2

I 0 17 16

J 1 17 12

L 2 19 12

M 3 3 21

N 1 9 7

) 5 9 14

P 4 10 20

4Com correcdo de Yates

Tabela 14. Associagcdo do tipo de manejo utilizado na propriedade com o0s bovinos
sororeativos ao Western Blotting para Cystoisospora felis.

. . Soros
Tipo de manejo X2 Valor de p

Positivo Negativo

®Excelente-bom 33 26
*Satisfatorio-ruim 108 123 17,27 0,0002

‘Ruim 55 19

Total 196 168

8Ordenha mecanizada, Limpeza diaria, controle sanitario
® Ordenha manual, limpeza apds uso das instalagdes, sem controle sanitéario
¢Ordenha manual, ndo faz limpeza, sem controle sanitéario
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Tabela 15. Associagdo do tipo de ordenha utilizado na propriedade e o resultado dos bovinos
soropositivos ao Western Blotting para Cystoisospora felis.

Tino d Soros

ipo da 5

ordenha y Valor de p

Positivo  Negativo

Manual 110 89
Aberta 26 36 16,54 0,0002
Fechada 32 71

Total 168 196

Tabela 16. Associacdo entre os resultados soropositivos ao Western Blotting para

Cystoisospora felis pelo hectare da propriedade.

Western Blotting

Hectare X Valor de p
Positivo Negativo
12,1-37,1 56 26
62,1-87,1 52 73
137,1-162,1 28 18 47,04 0,0001
162,1-187,1 2 23
237,1-262,1 4 20
337,1-362,1 10 21
462,1-487,1 16 15
Total 168 196 364

o1



5. CONSIDERACOES GERAIS

A técnica de “Western Blotting” mostrou-se eficaz na deteccdo de grupos antigenos
anti-C. felis nas amostras soroldgicas coletadas de animais naturalmente infectados.
Possibilitando ainda determinar quais bandas s&o imunodominantes, sendo elas: p206-208,
p137-139, p112-113, p104-107, p27-28.

Dentre o total de animais testados, foi possivel identificar 63,2% de animais reativos a
pelo menos uma das cinco proteinas de interesse, mas foram identificados 46,2% como
realmente positivos, quando identificada a presenca da proteina cinco associada ou ndo a
presenca das outras proteinas. Com isso, pode-se considerar a técnica eficaz para esse tipo de
diagndstico. Associado a isso 0s dados epidemioldgicos obtidos nos questionarios aplicados
junto aos proprietérios, pode-se evidenciar os fatores determinantes da dispersdo natural deste
parasita no ambiente.

E importante assinalar aqui que, a permanéncia de felinos em areas comuns de
producdo animal, ndo s6 se torna importante para a espécie T. gondii dado seu carater
zoondtico, mas também a outros coccidios como o estudado no presente trabalho, uma vez
que dividem o mesmo ciclo epidemiolégico de infeccéo e dispersdo. Tais como, infeccdo per
0s, carnivorismo o que faz com que felinos domesticados ou silvestres participem deste
contexto.
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6. CONCLUSOES

A associacao das técnicas de limpeza adaptadas para oocistos esporulados de C. felis,
forneceram um material mais integro, e livre de microbiota fecal, contribuindo para o
uso deste material na caracterizacdo fenotipica e no diagnostico pelo “Western
Blotting”.

Foram evidenciados no “Western Blotting” os grupos antigénicos de peso molecular
aproximado: 208, 138, 113, 104-107, 62, 56, 51, 48, 44, 37-38, 36, 33, 30, 27 KDa.
Sendo evidenciados como especificos de Cystotisospora, apos sua comparacgéo entre o
soro controle positivo anti-Toxoplama e anti-Neospora, permitindo o diagndstico da
infeccdo natural através da reacdo contra os polipeptideos imunodominantes: p206-
208, p137-139, p112-113, p104-107, p27-28 deste parasito confirmando a infecgéo.

A utlizacéo do “Western Blotting” anti-C. felis foi eficaz, para deteccdo de antigenos
de C. felis em bovinos naturalmente infectados, determinando com isso a capacidade
destes animais serem portadores de infecc¢éo natural.

A partir das andlises das variaveis foi possivel observar que a presenca de felinos,
associado ao manejo, tipo de ordenha e tamanho das propriedades facilita a dispersdo
de C. felis nas propriedades. Sendo a presenca de felideos o fator mais relevante como
dispersor desta coccidiose, indicando que o processo de contaminagdo estd veiculado
aos oocistos esporulados através da infeccdo feco-oral e ndo a faixa etaria dos animais.
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8. ANEXOS

ANEXO -1

Questionario epidemioldgico aplicado durante as visitas as propriedades do municipio Rio
Claro, Estado do Rio de Janeiro.

IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE N°___

1. Nome:
2. Proprietério: E-mail:
3. Municipio: Telefone:

4. Localizagdo em coordenadas:

5. PARTE FISICA

5.1 Tamanho em hectares da propriedade:
5.1.1 Qual &rea € destinada para criacéo:
5.2 Apresenta benfeitorias?

() Sim. Quais?
() Naéo

5.3 Material utilizado na construgéo:
5.4 Apresenta residéncia(s)?

() Sim. Quantas?

() Naéo

5.5 Apresenta funcionario(s) remunerado(s)?
() Sim. Quantos?

() Néo

5.6 Apresenta morador(es)?

() Sim. Quantos?

() Naéo

6. MANEJO
6.1 NUmero total de bovinos:
6.2 NUmero de total de vaca(s): Em lactacéo: Secas:
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6.3 NUmero total de novilha(s):
6.4 NUmero total de bezerro(s): &

?

6.5 NUmero total de reprodutor(es):

6.6 Possui Veterinario responsavel?
( )Sim
() Néo

6.7 Qual o sistema de criagdo?
() Extensivo

() Semi-intensivo

() Semi-extensivo

() Intensivo

6.8 Qual o sistema de produgéo?
() Familiar

() Empresarial

() Pré-empresarial

6.13 Qual o tipo de ordenha?
() Manual

() Mecanizada-aberta
() Mecanizada-fechada

6.18 Como é 0 manejo dos animais?
() Excelente — Bom
() Satisfatorio — Ruim

6.19 Como sdo as condicOes higiénico-sanitarias?
() Excelente — Boa
() Satisfatoria — Ruim

6.20 Existe criagdo de outros animais no mesmo ambiente?
() Sim. Quais?
() Néo

6.21Qual a origem da &gua dos bovinos?
) Rio

) Acgude

) Nascente

) Encanada tratada

) Outras. Quais?
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.22 A é4gua € colocada em reservatdrio proprio?
) Sim
) Né&o

.23 Quantas ordenhas sdo realizadas no dia?
)1
)2
)3

.24 Qual o tipo de reproducéo (monta)?
) Natural
) Inseminacdo artificial
) Ambas
) Transferéncia de embriGes

. PERGUNTAS REFERENTES A CISTOISOSPOROSE
.1 A propriedade apresenta gatos?

) Sim

) Né&o

.2. Quantos gatos?

.3 Os gatos tém contato com 0s bovinos?
) Sim
) Néo

.4 Os gatos tém contato com a alimentacdo dos bovinos?
) Sim
) Né&o

.5 Os gatos tém contato com a fonte de 4gua dos bovinos?
) Sim
) Né&o

.6 Qual o tipo de alimentagéo dos gatos?
) Racéo
) Comida caseira
) Ambas

.7 A propriedade apresenta roedores?
) Sim
) Né&o
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7.8 Presencga de animais silvestres nas redondezas?
() Sim Quais?

() Néo

8 Sobre as instalagdes?

8.1 Qual a frequiéncia e a forma de higienizagdo?
8.2 Qual o destino dos residuos organicos?

8.3 Qual o destino dos animais mortos?

IDENTIFICACAO DOS ANIMAIS

Animal N°:

Nome:

Idade:

Raca:

Procedéncia:

Aborto?: Qtos.:

Repeticdo Cio:

Produgdo leite kg/dia:

Fémea: ( ) Cheia

Animal N°:

Nome:

Idade:

Raca:

Procedéncia:

Aborto?: Qtos.:
Repetigdo Cio:

Producdo leite kg/dia:

Fémea: ( ) Cheia

Animal N°: Animal N°:

Nome: Nome:

Idade: Idade:

Raca: Raca:

Procedéncia: Procedéncia:

Aborto?: Qtos.: Aborto?: Qtos.:

Repeticdo Cio:

Produgdo leite kg/dia:

Fémea: ( ) Cheia

Repetigdo Cio:

Producdo leite kg/dia:

Fémea: ( ) Cheia

() Vazia () Vazia
Obs.: Obs.:
Animal N°: Animal N°:
Nome: Nome:
Idade: Idade:
Raca: Raca:
Procedéncia: Procedéncia:
Aborto?: Qtos.: Aborto?: Qtos.:

Repeticdo Cio:

Producdo leite kg/dia:

Fémea: ( ) Cheia
() Vazia
Obs.:

Repetigdo Cio:

Producdo leite kg/dia:

Fémea: ( ) Cheia
() Vazia
Obs.:
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RODRIGUES, J. S.; DE MEIRELES, G. S.; FLAUSINO, W.; CARLOS WILSON GOMES
LOPES, C. W. G. The japanense quail (Corturnix japonica): a new intermediated host for
Cystoisospora felis (wenyon, 1923) frenkel, 1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae)*
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THE JAPANENSE QUAIL (Corturnix japonica): ANEW INTERMEDIATED
HOST FOR Cystoisospora felis WENYON, 1923) FRENKEL, 1977
(APICOMPLEXA: CYSTOISOSPORINAE)~

Janaina da Soledad Rodrigues’, Gisele Santos de Meireles’,
Walter Flausino® and Carlos Wilson Gomes Lopes®

ABSTRACT. Rodrigues J. da S.. Meireles G.S. de. Flausino W. & Lopes C.W.G. The
japanense quail (Corfurnix japonica): a new intermediated host for Cystoisospora
Jfelis (Wenyon, 1923) Frenkel, 1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae). [A codorna
japonesa (Coturnix japonica): um novo hospedeiro para Cystoisospora felis (Wenyon
1923) Frenkel 1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae)]. Revisia Brasileira de Medici-
na Veterindaria, 34(1):14-18, 2012. Curso de Pés-Graduacéo em Ciéncias Veterindrias,
Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR 465 km 7,
Seropédica, RJ 23890-000, Brasil. E-mail: lopescwg(@ufirj.br_

Cystoisospora felis is an obligatory intracellular parasite that infects several species
of felines. Infection 1s transmitted by either ingesting sporulated oocysts directly, or
consuming an intermediated host harboring monozoic cysts. In this study, 10 Japa-
nese quails (Corturnix japonica) were infected with a pure inoculum of C. felis (10°
sporulated oocysts/ml); after 60 days post infection, liver, spleen, and cloacal bursa
were removed from each quail and were separately fed to 3 kittens. A forth kitten was
infected with 10°sporulated oocysts/ml orally. Fecal samples were collected from each
katten daily and evaluated for the presence of oocysts; the percent sporulation of resul-
ting oocysts was calculated daily. In addition, 50 sporulated oocysts from each infected
individual were measured in pm, and evaluated for length, width and shape index. Kit-
ten fed on liver had an average oocyst length of 44.30 (39.53 — 48.84), width of 31.30
(27.44 — 36.05) and shape index of 1.40 (1.16 — 1.58); while the kitten fed on spleen
had an average length of 46.30 (41.40— 50.71), width of 32.90 (29.30 — 37.20) and
shape index of 1.40 (1.22 — 1.71). The kitten fed on cloacal bursa had an average length
of 44.80 (40.00 — 49.31), width of 31.20 (27.91 — 36.5) and shape index of 1.40 (1.18
— 1.60); and the kitten infected with sporulated oocysts orally had an average length of
43.60 (40.30 — 47.58), width of 30.80 (26.66 — 34.22) and shape index of 1.40 (1.23
— 1.58). Furthermore the prepatent and patent periods were determined for C. felis in
the quail that serves as an experimental model for working in experimental conditions.

KEY WORDS. Cystoisospora felis. Japanese quail. experimental infection

RESUMO. Cysroisospora felis € um parasito intra-  tdo de oocistos esporulados, quanto pela ingestdo
celular obrigatdrio que acomete felideos de diversas  de tecidos de hospedeiros intermediarios infectados
espécies, e podem se contaminar tanto pela inges-  previamente com oocistos esporulados. Neste es-
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tudo. 10 codornas japonesas foram infectadas com
um indculo puro de oocistos de C. felis, na concen-
tragdo de 10° e, apds 60 dias. o bago, o figado e
a bursa cloacal dessas codornas infectadas foram
oferecidos a tres filhotes de gato livres de infeccdo.
Um quarto gato ainda foi infectado com uma sus-
pensdo de 10° oocistos viaveis de C. felis por via
oral. Apos o inicio da eliminagdo, os oocistos foram
colocados para esporular e, em seguida, 50 oocistos
oriundos de cada infeccao foram mensurados em
pm, apresentado em média didmetro maior (DM),
diametro menor (dm) e indice morfométrico com
os seguintes valores: 44,30 (39,53 — 48.84), 31.30
(27,44 — 36,05) e 1.40 (1,16 — 1,58) para os oriun-
dos do anmmal infectado com figado, 46,30+2.20,
32,90=1,90 e 1,40£0,1 para os oocistos do animal
infectado com bago: 44,80 (40,00 — 49.31), 31.20
(27,91 — 36,5) e 1,40 (1,.18 — 1,60), para os oocis-
tos oriundos do animal infectado com bursa cloacal;
43,60 (40,30 — 47.58). 30,80 (26,66 — 34.22) e 1.40
para os oocistos do animal que recebeu oocistos di-
reto por via oral. Com estes resultados foi possivel
concluir que nao existem diferencas significativas
na morfometria dos oocistos de C. felis. Além disso,
os periodos, pré-patente e patente foram semelhan-
tes quando gatos foram alimentados com visceras
de codornas mfectadas previamente com oocistos
esporulados de C. felis em compara¢do com o ani-
mal que recebeu 10° oocistos esporulados por via
oral.

PALAVRAS-CHAVE. Cystoisospora felis, codorna japonesa,
infeccdo experimental

INTRODUCTION

Cysroisospora felis (Wenyon. 1923) Frenkel
1977, an obligatory-intracellular parasite of the Sar-
cocystidae family (Cystoisosporinae subfamily), is
one of the coceidium more frequently found in the
feces of domestic cats (Amaral et al. 1966). C. felis
oocysts are easily distinguished from other feline-
-feces coccidia by their large size (Frenkel & Dubey
1972).

Dubey & Frenkel (1972) identified two possi-
ble forms of Cystoisospora transmission in felines:
first, by directly ingesting sporulated oocysts; or se-
cond by consuming an intermediate host infected
previously with sporulated oocysts. A wide range
of animals have been described as intermediate
hosts serving as vectors for Cystoisospora species:
including, mice, rats, and dogs (Frenkel & Dubey
1972): birds (Lindsay & Blagburn 1994); bovines

(Fayer & Frenkel 1979): swine (Carvalho Filho et
al. 2003); rabbits (Costa & Lopes 1998): Mongolian
gerbils (Carvalho Filho et al. 2004); and chickens
(Massad et al. 2003).

The systemic distribution of hipnozoites in the
viscera of different intermediate hosts was indica-
ted by an accentuate tropism for mesenteric lymph
nodes, spleen, liver and Payers’ patches in mam-
mals (Frenkel & Dubey 1972, Brosigke et al. 1982,
Freire & Lopes 1996, Costa & Lopes 1997).

The present study evaluates the levels of infec-
tion obtained when healthy kittens are exposed to
different types Japanese quail viscera which have
been infected with C. felis and compares it to heal-
thy kittens directly exposed to C. felis.

MATERIAL AND METHODS

The current study was carried out at the Labora-
torio de Coccidios e Coccidioses (LCC) — Projeto
Sanidade Animal (Embrapa/UFRRJ), Departamen-
to de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria,
UFRRJ.

A healthy cat, in the final stage of gestation was
brought to the LCC and it was lodged in individual
bay with water and food ad 7ibitum. An examination
of the feces was performed to determine if the fema-
le cat was free from gastrointestinal-parasite infec-
tion. In addition, a preventive treatment for coccidia
was adopted as suggested by Loss & Lopes (1997).

Kittens were separated from their mother 45 days
after parturition; fecal examinations were than pre-
formed for 30 days to ensure that kittens were free
from coccidia infection. Kittens were then placed
separately in suspended cages, which were previou-
sly disinfected with sodium hypochlorite and flame
torch to prevent possible contaminations.

To evaluate kitten infection via infected visce-
1a, ten Japanese quails (Corturnix japonica) were
inoculated. using an orogastric tube. with C. felis
suspension of 10° sporulated oocysts/mL (Figu-
re 1). Sixty days after inoculation the Japanese
quails were euthanized (Cobea 2007) and their li-
vers, spleens and cloacal bursa were separated. A
pure suspension of C. felis sporulated oocysts (10°
oocysts/mL) in Hank” solution (Andrade 2000) was
also prepared to evaluate transmission direct infec-
tion. C. felis sporulated oocysts were obtained from
the purification of fecal samples from naturally in-
fected cats.

A total of 4 kittens were used in this study: each
received orally a distinet source of infection: cat I —

Rev. Bras. Med. Vet., 34(1):14-18, jan/mar 2012

73



Janaina da Soledad Rodrigues et al
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Figure 1. Cysroisospora felis sporulated oocyst. Su-
gar saturated solution. 1000%.

ground spleen, cat IT — ground liver, cat III — ground
cloacal bursa. and cat IV - suspension of 108 sporula-
ted oocysts/mL. Beginning the day after inoculation,
fecal samples were examined daily for infection as
described by Figueiredo et al. (1984). For Oocyst
sporulation, fecal samples were collected and diluted
separately, and stored in plastic vials containing po-
tassium dichromate 2.5% in water solution in a pro-
portion ratio of 1:9 (v/v), which was placed under
forced aeration using a aquarium pump and at ~22°C.
Oocysts were checked daily for sporulation and
classified as either, sporulated or non-sporulated.
Once 80% of a sample was determined to have spo-
rulated a morphologic analysis and characterization
of the oocysts was carried out; 50 sporulated oocysts
from each source of infection were measured sepa-
rately using a micrometric ocular (K-15X PZO) in a
binocular microscope (Carl Zeiss). For each oocyst
the length and width were determined, as well as the
mdex shape. Pictures were taken using a digital ca-
mera model CD Mavica MVC-CD250 Sony®.
During the experimental infections, prepatent
and patent periods were observed for determining if
there were differences in the source of hipnozoites.
In addition, the means of sporulated oocysts
from different sources of infection was statistically

compared according to Sampaio (2002).

RESULTS AND DISCUSSION

By comparing the measurements of the length,
width and index shape of oocysts recovered from
the various sources of infection (Table 1), signifi-
cant differences between these values were not ob-
served. These results differ from those observed by
Medeiros et al. (2007); they found that oocysts of C.
felis proceeding from mice viscera were larger than
those transmitted naturally. Although, the length
and width means observed from each source of -
fection in this study were similar to those observed
by Medeiros et al. (2007). Conversely the measu-
rements observed in the present study for oocysts
transmitted via infected quail viscera were larger
than those observed after transmission by Mongo-
lian gerbil viscera (Carvalho Filho et al. 2004). Ho-
wever the index shape of the oocysts was similar in
both studies.

Prepatent and patent periods were the same
among kittens exposed to infected viscera and simi-
lar to those exposed directly to sporulated oocysts
(Table 2). Analogous results were observed by
Dubey & Streitel (1976) and Carvalho Filho et al.
(2004). Lindsay & Blagburn (1994) described a pa-
tent period from dayl0-11 for C. felis; for cats free
of coccidia were infected by 10* sporulated oocysts
orally. Kittens fed on liver or spleen shed more

Table 1. Cystoisospora felis sporulated oocysts from different
sources of infection.

Source of infection Oocysts (pm) (n=50) * Shape index
Length Width

Liver 44.30 31.30 1.40
(39.53-48.84) (27.44-36.05) (1.16-1.58)

Spleen 46.30 32.90 1.40
(41.40-50.71) (29.30-37.20) (1.22-1.71)

Cloacal bursa 44 80 31.20 1.40
(40.00-49.31) (27.91-36.5) (1.18-1.60)

Sporulated oocysts 43 60 3080 1.40
(40.30-47.58) (26.66-34.22) (1.23-1.58)

* No significant differences were observed.

Table 2. The shedding of Cystoisospora felis oocysts by cats infected from different

sources.

Origin of infecting Source of Period Number of oocysts counts
material infection Pre-patent Patent QoPG*® Total fecal volume
Japanese quail® Spleen 12 3,450 57,740

Liver 5 4,880 216,522
Cloacal Bursa 5 445 19,924
Sporulated oocysts®  Fecal oocysts 14 31,274 1,565,948

= Qocysts per gram of feces

b Infected with 10° sporulated oocysts/mL previously.
° Kittens infected with 10°sporulated oocysts/mL orally
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Figure 2. Shedding of Cystoisospora felis oocysts by cats fed on, (a) liver, (b) spleen, (¢)
cloacal bursa of the Japanese quail, and (d) infected with 108 sporulated cocysts orally

oocysts than that fed on cloacal bursa, but less than
the kitten infected orally (Figure 2).

The data observed in this study was compatible to
Cystoisospora felis nfection, besides it the Japanese
quail was considered as a new intermediated host; besi-
des it JTapanese quail should be considered as a good in-
termediated host for biological experimental infection.
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SURTO DE COCCIDIOSE EM BEZERROS BUFALOS (Bubalus bubalis)
POR Eimeria bareillyvi GIL et al., 1963 (APICOMPLEXA: ETMERIIDAE) -
RELATO DE CASOS~

Gizele Santos de Meireles', Natalia Mello Pereira da Silva®, Gidedo da Silva Galvio',
Claundio Rogénio Rocha Almeida’, Walter Flausing* e Carlos Wilson Gomes Lopes®

ABSTRACT. de Meweles G5, da Silva NMP, Galvio G da 5., Almeida CEE,
Flausing W. & Lopes CW.G. [Coceidiosis outhreak in water buffalo calves (Bubalus
bubalis due to Eimeria bareillyz Gil et al., 1963 (Apicomplexa: Eimeriidae) - Case
reports]. Surto de coccudiose em bezerros bufalos (Bubalus bubalis) por Eimeria ba-
reillyi Gil et al, 1963 (Apicomplexa: Eimemidae) - Relato de casos. Revisra Brasileira
de Medicinag Veterinaria, 34(2):116-120, 2012. Curso de Pos-Graduagico em Ciencias
Vetermanas, Instituto de Veterinana, Unrversidade Federal Rural do Fao de Janeiro, BR
465 Em 7, Seropédica, BT 238%0-000, Brasil. E-mail: g1sa_meireles(ivahoo com br

The buffalo breeding has great economic potential, but a little importance 15 gring
in some areas of Brazil There is little information on the impact of coccidiosis m
calves. Eimeriosis is considered as more mportant especizlly in young calves due fo
morbidity and mortality. Thas paper aims to report two outbreaks of Eimeria bareillyi
on dairy farms, one at the Municipahity of Fio Claro and, the second one located at the
Mummpahtynfltagual both in the SmeufR.wde]aneru Brazml In the first dairy
farm, the owner pomted cut death of 10 animals, aged between 30 and 60 days of hfe
in a penod over four months. In the second propriety, calves aged of two to four we-
eks old, did not died. but developed symptoms charactenized by sudden diarthea, with
rapid recovery without cansing anorexia or weight loss. In the first case, one of the 10
died calves was posted. Histologically, lesions i the final porhion of the 1leum were
characterized by loss of mucosal cells, shortening of villi and presence of the parasite
forms, charactenized by oocysts, macro and microgametocytes. Likewise, m the second
property, young calves also developed diamhea without come to death. Fecal samples
from calves of both dany farms were exanuned, where 2 large amount of E. bareillyi
oocysts were found. Baycox ® 3% at a dose of 30mgkz was used in both properties
and coccidiosis was cleared.

EEY WORDS. Coccidiosis outbreak, water buffalo, dairy farm, Eimeria bareillyi.

BRESUMO. A cniacio de bifalos tem grande poten-
cial econémico, mas pouca importineia & dada em
algumas regides do Brasil. Com isso, ha poucas in-
formacdos sobre o impacto das coccidioses em be-
zemros bufales. Eimeniose € considerada a doenca

mais Importante, especialmente nos animais mais
jovens, devido a alta morbidade e mortalidade. Este
trabalho tem como objetivo relatar dois surtos de
Eimeria baveillyi em exploractes leiterras, um no
mmumnicipic de Rio Claro e, a segunda localizada no
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municipio de Itaguai, ambos no Estado do Fio de
Janeiwro, Brasil. Na pnmeira fazenda de gado leitel-
T0 , 0 propretario relatou dbito de 10 animais, com
idades entre 30 e 60 dias de vida em um periodo
superior a quatro meses. Nos bezerros da segunda
propriedade, com idades variando de duas a quatro
semanas de 1dade, ndo houve obito, mas desenvol-
veram sintomas caracterizados por diameia sabita,
porém de recuperacio rapida, sem causar anore-
xia ou perda de peso. No primeiro caso, material
de um dos 10 bezerros que mormeram foi analisa-
do. Histologicamente, lesdes na porgdo final do
ileo foram caracterizados pela perda de células da
mucosa, encurtamente das vilosidades e presenga
de varios estagios de desenvelvimente do parasita,
caracterizado por oocistos, macro, e microgameto-
citos. Da mesma forma, na segunda propnedade,
bezerros também tiveram como sintomas diarreia,
porém sem chegar a obito. As amostras fecals de
bezemos de ambas, propriedades citas, foram exa-
minados, cnde uma grande quantidade de oocistos
de E. bareillyi foram encontrados. Baycox® a 3%
na dosagem de 30 mg'kg foi utilizado em ambas as
propriedades e a coccidiose foi debelada.

PALAVRAS-CHAVE. Surto de coccidiose, bafalos, granja
leiteira, Efmeria banetilyi.

INTRODUCAO

A Eimeniose é uma doenga causada por protozo-
drio que tem como agentes etiologicos, varias espé-
cies do génerc Eimeria Schneider, 1875 (Apicom-
plexa: Eimenidae) parasito intracelular obngatério
da mucosa intestinal e fransnutida per oocistos que
necessitam de umidade e temperatura ideais para
sen desenvolvimento, manutengio e esporulagdio
ambientais (Soulsby 1998). Esta parasitose pode
cursar com infecciio aguda, caracterizada por ente-
nte, varando de diarreia branda a severa com ou
sem sangue, inflamacdo da mucosa intestinal, de-
sidratagio, pelos amepiados e sem brilho, perda de
peso, anemia, baixa conversdo alimentar, podendo
OCOITEL, ndo da sevendade da infecgio, sin-
tomatologia nervosa (Griffiths 1974).

A susceptibilidade dos animais a eimeriose pode
estar relacionada, principalmente a idade, a predis-
posigio genética, resisténcia imunolégica nata ou
adquirida, nivels de estresse, manejo, desmama, lo-
calizacdo do parasito no epitélio mtestinal nime-
10 & localizacdo das fases endogenas, assim como
fatores climaticos e ambientais (Hayat et al. 1994).
Segundo os estudos de Levine (1985), Bovinos e

bubalings possuem algims parasitos do género Ei-
meria em comum. Dentre as principals espécies, ja
identificadas acometendo bubalinos foram encon-
tradas: Eimeria zurnii, E. bovis, E. cylindrica, E.
ellipsoidaliz, E. aubwnensis, E. subspherica, E.
bareillyi, E. canadensis, E. ankarensis e E. buki-
donensis (de Noronha Jr & Buzeth 2002). A iden-
tificacio das espécies tem sido baseada nas carac-
teristicas morfolégicas dos oocistos esporulados,
bem como, na especie de hospedeiro e localizacio
das suas fases endogenas (Fayer 1980; Famirez et
al. 2009). Das espécies anteriormente citadas E.
ankarensis e E. bareillyi, sio tidas como especifi-
cas de bubalinos. Eimeria barsillyi, destaca-se das
demais espécies, que se desenvolvem na mucosa
do intestine delgado, por ser eliminada em grande
quantidade nas fezes de bezemos bufales, durante
as duas prmeiras semanas de vida (MNalbantogin
et al. 2008). Vanos relatos de infeccio por E. ba-
reillyi em biafalos tem side feitos na India, onde fou
possivel determinar que este parasito é especifico
do bifalo doméstico (Samyal et al. 1985). Num in-
quérito feito em 20 propriedades das provincias de
Caserta e Latina, na [talia, dos 162 animais exami-
nados 14% enconfravam-se positivos para oocistos
desta espécie, sendo relatados pouce ou nenhum
simfoma climico associados a doenga (Festam &
Tass1 1969).

No Brasil, os relatos de E. bareillyi foram feitos
em Minas Gerais ¢ o outro no Fie de Janeiro. No
primeiro relato, os dades foram obtidos da observa-
¢ao da evolugdo da emmenose em bezerros bubali-
nos naturalmente infectados, sendo esta a primeira
espécie identificada, a partir do nascimento até o
23" dia de vida. Permanecendo como tumica espe-
cie prevalente nas fezes de bezerros do 7° ao 14°
dia de vida. Os animais mais intensamente parasi-
tades tiveram sintomatologia clinica caracterizada
por apatia, diamréia com muce e sangue. Alguns dos
ammais estudados vieram a obito mdicando a pato-
genicidade deste parasito (Bastianetto et al. 2008).
No Fio de Janeiro, O caso descrito encontrou trés
bezerros que albergavam oocistos de E. bareillyi
nas fezes de um total de 33 bezerros bufalos exa-
minados. Neste caso, 05 ammals encontravam-se
aparentemente saudaveis (Ranurez et al. 2009). Em
outro estudo na Holanda, realizade com bezemos
bufalos naturalmente mfectados, tambem fo1 pos-
sivel evidenciar a patogenicidade de E. bareilly,
associando-a ao dbite de animais com trés semanas
de vida (Dubey et al. 2008).
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Este trabalho relata dois surtes de coccidiose por
E. bareillyi em bezerros bifalos em duss granjas
leiteiras localizadas nos mumcipios de Fio Claro e
de Itaguai, ambos no estado do Rio de Janeiro.

HISTORICO

Origem dos Animais

Fropriedade em Rio Claro: Voltada para produ-
¢do leiterra, onde a criacdo de bufalos é consorcia-
da com bovings e ovinos. O proprietario relatoun o
obito de 10 bezerros bufilos, de um total de 30 ami-
mais, entre 45 a 50 dias de 1dade, em um periodo de
quatre meses. 0 bezemreiro € comum para bovines
e bubalinos. Oz bezemos bifalos que vieram a obito
estavam em periodo de aleitamento. A sintomatolo-
gia clinica foi caracterizada por diarréia breve, de-
sidratagdo, olhos fundos, pelo erigado e sem brilho,
sem colica ou tosse, anorexia e prostragie, vindo a
©bito num prazo de 4 a 5 dias. Durante este periodo,
a fim de evitar a morte dos animais, quando estes
paravam de mamar, o proprietano relatou que fazia
medicacio profilatica com Tnbrissen® (trimetro-
pim e sulfadiazing), Terramicina® (oxitetraciclina),
Dectomax® (Doramectina) e desinfeccio da area

com cal virgem. Um dos bezerros bifalos (Figura
1a), fémea, com 50 dias de idade, com bom escore
corporal, que velo a bito na propriedade, for ne-
cropsiada. Os érgdos toracicos e abdominais nio
tiveram alteragdes macroscopicas aparentes, apesar
de se observar certo grau de autéhse dado a tempe-
ratura ambiental elevada e por ser necropsiado no
dia seguinte ao ébite. Havia contetido aguoso e leite
talhado no mumem e abomaso. O contetdo mtestinal
coletado estava esbranquigado e levemente endure-
cido. Porém, dado a0 quadro climeo caracterizado
por diarreia, amostra de fezes e fragmentos de intes-
tino delgado, foram coletados e estes mantidos em
formel histeldgico e encammhados ao Laboratorno
de Coceidios e Coccidioses (LCC) - Projeto Sanida-
de Animal (EmbrapaTUFRET).

Propriedade em Itaguai: Nesta propriedade de
criagdo exclusiva de bufalos também voltada para
a produgdo leiteira, amostras de fezes foram coleta-
das para observagdo da carga parasitana do rebanho
em uma visitagio de rotina. Nesta visita, o proprie-
tanio relaton que um dos bezerros da propriedade
apresentou leve grau de desidratacio, pelos sem bni-
Tho, diarréia aquosa e fétida com curse de duragio

vi'

Frg.]ra'l Coczidiose em bezerros | huhbspu'Emahareﬂblra_Haaﬂm lewado a chito; b. Docistos
em fragmento de mucosa e livees obj. 5X; c. Mumensos oocistos encontrados nas fezes 40K; d.
Oocistn esporulade em obj. 100X Schugdo saturada de sacarose.
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de trés diaz. Durante esse periodo como tratamento
curative desse animal o mesmo fez uso de ivermec-
fina, niio obtendo éxito com tratamento. Da mes-
ma maneira que 0o case anterior, amostras de fezes
foram coletadas diretamente da ampola retal para
serem examinadas no LCC.

Exame laboraterial: Ao exame de fezes, um
grande mimero de oocistos foi observado na amos-
tra coletada nas respectivas propriedades. Oocistos
foram recuperados usando a técnica de flumacio
Sheather com solucio saturada de sacaroze (5.G.
1.20) e, examinadas com auxilio de um micros-
copio binocular (Carl Zeiss, EFA) com base em
Duszynski & Wilber (1997). Para identificacfo da
espécie como base em seu tipo morfologico, parte
dessas amostras foram mantidas em solucdo de di-
cromato de potassio a 2,5 % (K Cr, 0) 1:6 (w¥)
em placas de Petri a temperatura amb]mtepﬂm que
esporulassem Para observagdo da morfologia dos
oocistos esporulados uilizou-se as objetivas de 10,
40 e 100X, Para a mensuracéo, foram selecionados
apenas oocistos esporulados e integros, para tamto,
utilizou-se uma ocular micrométnea K-15X PZO
(Polonia) e a cbjetiva de 40X no mesmo micros-
copio bimocular citado anteriormente. Em cada oo-
cisto esporulado procurou-se observar & mensurar,
em um, as estruturas morfologicas destacadas por
Levine (1985) e Ramirez et al. (2009). Na avaliacdo
das amostras procedentes das duas propriedades foi
possivel observar centenas de oocistos, bem como
pedacos de mucosas repletos de oocistos nio espo-
rulados (Figura 1b,c). A média de 30 oocistos espo-
rulados foi de 31,05 (28,00 - 34,000 x 25,11 (22,00
—29.00) pm, além das caracteristicas morfologicas
semelhante as de E. bareillyi (Figura 1d).

Para analise histopatelogica os fragmentos de in-
testino delgado coletados na necropsia do amimal da
granja leiteira de Rio Claro, foram emblocados em
parafina, corados em hematoxilina e eosina e mon-
tados entre limina e laminula. Pode-se observar que
no fragmento de mucosa de ileo diferentes fases de
desenvolvimento de um coccidio caracterizadas por
pequencs gamontes, Macro € microgametocitos e
alpms oocistos amda ndo esporulados (Figura 2).
Alem disso, observou-se associado as formas evo-
Iutivas deste coccidio, perda de mucosa intestinal,
atrofia das vilosidades com infiliracio por células
mononucleares.

Apods a confirmacio do diagnéstico como coc-
cidiose, foi indicado aos proprietirios de ambas as
granjas leiteiras, o tratamento preventivo e cura-

mezwmmmmemw
a_Presenga de gamontes (). macro (=) & microgametocits
{®): b. Presenca de oocistos ndo esporulados (). H.E. obj.
A0

tive dos ammais com Baycox® (Toltrazuml a 3%
na dosagem de 30 mgkg). Apds o tratamento, os
sintomas relacionados & coccidiose desapareceram
em ambas as propriedades com a recuperagio dos
ammails e o declimo da infeccdo.

DISCUSSAQ

Oz coccidics apds a esporulagic foram seme-
Thantes aos de E. bareillyi conforme suas caracte-
risticas morfologicas semelhantes as descrigdes de
Levine (1983) e Bamirez et al. (2009) e das medidas
de seus ooclstos e esporocistos (Tabela 1).

A analise dos segmentos histolégicos de mmeosa
do ileo procedentes do animal com 50 dias de idade,
assinalou a presenca de formas evolutivas semelhan-
tes aos achados de Pande et al (1971), Bastianetto
et al (2008) e Dubey et al. (2008) caracterizando-
-0 como especie altamente patogénica para bezerros
bufalos. Come evidencia este trabalho, onde foi pos-
sivel observar uma perda de 33% dos bezerros bafa-
los, por esta cocciodiose em sua forma mais agnda.
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Tabela 1. Aspectos comparativos dos oocistos esporulados de Efmeria bareilivei procedentes de Buballus bubalis

NOmErs oe Doistos (jam) Esporocisins [um) Referenclas
AMOETas Cizameis Indice TiEmeto
Malar Menor MTRmETico [ MEnor
- 0.8 5 1B B Gl etal. 1963,
(25 - 35) {19-25)
- 35-24 25-15 - 1B-15 6-0 Lewing, 1965
- 732 19,3 1,38 - - Dubey et al. 2008
{23.2-9.5) (16,5 - 22) {1,265 - 1,57)
4B 28-30 19-21 - 15 T Bastanetto et al. 2008
65 255 M3 1.4 16,4 7.2 Ramirez et al. 2009
(27 - 33) (20 - 24) [1.2-15) {13-19) {6-8)
Prasanre rabaho:
iz 31,05 25,11 1,24 - - Rio Claro, RJ
28 -34) [22-29) [1,.0—-1,38)
13" 35,12 2562 137 16,13 7,05 ltzgual, 7.
[32-41) (2327 {1,18-1,50) (1319 7]
"DOCIStos N0 ES00MUIATos.
** Oocisios Esponulados.

Foi sugendo. em ambos os casos, para o fratamento
dos animais, o medicamento conhecido por sua marca
comercidl Baycox® (Toltrazurl a 5%) na dosagem
de 30 mg/kg por ter sua eficiéncia comprovada nos
estagios miracelulares dos coccidios, produzindo wma
dimmuicio da atividade enzimdtica mitocondnal com
consequente alteracio do metabolismo respiratonio e
dano na sintese dos dcidos nucléicos para a formacio
das estruturas constituintes dos oocistos (Damus et al.
2004) o que o tomou efetivo para a prevencio e tra-
tamento curativo para bifalos (Ghanem et al. 2008).
Sinalizando a eficiéncia do tratamente precoce de ani-
mais infectados; ja, refletindo muma queda da taxa de
elimnacio de oocistos nas feres, bem como no mi-
mero de dias de elhminacio de oocistos e dinnmun
substancialmente a severidade da diamréia nos animais
destas duas propriedades.
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ABSTRACT. Cordewn MD_, de Memeles G5, da Silva I B., de Souza M MS. & da
Fonseca A H. [Seroprevalence for Borrelia spp. in dogs at the Mundcipality of Se-
ropedica in the State of Rio de Janeiro]. Soroprevaléncia para Borrelia spp. em cies
no municipio de Seropedica, estado do Fio de Janeiro. Revista Brasileira de Medicinag
Veterinaria, 34{4):251-254, 2012. Departamento de Eptdenuclogia & Sande Pobhica,
Instituto de Veteninana, Unrversidade Federal Bural do Fio de Janewro, BE 465 km 7
Seropédica, BT 23890-000, Brasil. E-mail: adivaldofonsecad@yahoo.com
'l'hJ.-,’tu.d}'aJ.mth\en.ﬁ the presence of IgG antibodies agamst B. burgdorfen: m

stray and doouciled dogs from Seropédica, BT, To mvestigate the prevalence of anhbodies
against B burgdorferi, was performed to collect blood from 293 dogs mn four areas of the
Municipality of Seropsdica, BJ. Semum samples were analyzed through of the mdirect
Enzyme-lmked mmmmunosorbent assays (ELISA), using crude antigens of B burgdorferi
strain of MNorth Amencan ongin. To confum the presence of Borrelia spp., 102 positive
samnples were tested by Western Blotting. Ticks were also collected through of inspechon
of the animzls. The specimens found were manually removed and stored in polypropyle-
ne bottles and later identified. The association between seropositive ammals and varables
were parformed using the 3. Of the 293 sera tested, 154 (32.56%) were positive for ho-
mn].og:m:.-,antibodi.z-.anliﬁ‘ burgdorferi. It was founded 2 prevalence of 43.75% (1432}
in “54 km™, 51.72% (45/87) m “49 lom”, 46 67% (42900 m “40 km™ and 63.1% (53/84)
in UFERT. It was significant difference l:p =005} betwesn the prevalence of antibodies
against Borrelia spp. n stray dogs and domaciled. Diogs with access to the street had a fre-
quency significantly (p =0.05) greater than animals kept in prison. There were no statisti-
cal differences (p= 0.05) the relahonship between the vanables: presence of iicks, animal
sex, habits, frequenting pastures and age of the amimals with sevopositvity observed m
erther species. Regardmy ticks, at least 64.5% (189/293) dogs were mfested wath tcks at
the moment of collection. Only two spectes of ticks were 1dentified, Rhipicephalus zan-
guineus and Amblyomma cqissmensze. The presence of antibodies anh-B. buwrgderferi m
deogs from Seropédica, BT 15 mdicative of the presence of spirochetes in this area.

EEY WOEDS. Spireguetes, zoonoses, serology.
RESUMO. O estudo teve como objetivo estudar a  nicipio de Seropédica-EJ. Foi efetuada a coleta de
soroprevaléncia de anticorpos homologes da clas-  sangue de 293 ces em quatro areas do mumicipio
se Iz anti-Borrelia burgdorferi em cies do mu-  de Seropédica-FJ, e os soros obfidos foram subme-
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tidos 4 pesquisa de anticorpos homologos da classe
Igs contra B. burgdorferi cepa amenicana G39/40,
utilizando o teste de Ensaio de Imunoadsorcéo en-
mmatico (ELISA) indireto. Para confirmagio da
presenca de Borrelia spp. no mumicipio, 102 amos-
tras positivas foram testadas pelo Westerm Blot-
ting. Tambsém foram coletados carrapatos, a partir
da mspecio das regides das orelhas, dorso e coxins
palmares e plantares dos animais. Dos animais es-
tudades, 154 (52,56%) foram positivos para anti-
corpos homelogos anti-B. burgdorferi. Apenas as
espécies, Rhipicephalus sanguinens e Amblyomma
cajennense, foram identificadas, sendo encontradas
em 189 (64.5%) de animais parasitados. Das 102
amostras submetidas ac WB como teste confirmato-
nio, 85.29% (87/102) apresentou pelo menos cinco
das dez bandas especificas. Foi observada diferenca
significativa enfre as prevaléncias encontradas em
caninos emantes e domiciliados. Os cdes com idade
acima de 2 anos, tiveram uma frequéncia significati-
vamente maior (p=0,05) que animais mantidos pre-
s0s. MNao foram observadas diferencas estatisticas
entre a relaciio das vandveis, presenca de carrapa-
tos, sexo dos animais, habitos de frequentar pastos
£ acesso a Tua com a soTopositividade observada. A
presenca de anficorpos homologos anti-B. burgdor-
Jeri em caninos de Seropédica, BJ foi considerado
um indicativo da presenga de espiroquetas na regido
estudada.

BAT AVEAS-CHAVE. Espiroquetas, zoonoses, sorologia

INTRODUCAO

A bomreliose de Lyme (BL) foi descnita em 1975
por Steere et al. (1977), ao inveshigarem um surto
de artrite em adolescentes na commmidade de “0ld
Lyme” em Connecticut nos EUA. O agente eticlog-
co da BL foi 1dentificado em 1982 por Willy Burg-
dorfer tendo sido denominade Borrelia burgdorferi
(Yoshinan et al. 2010).

No Brasil, a enfermidade tem diferencas clini-
cas significativas, e por este motivo fol denomimada
Doenga de Lyme-simile, Sindrome Infecto-Fea-
cional Lyme-simile (SIELS) ou Doenga de Lyme-
-simile Brasileira com intmito de diferencia-la da
BL classica. Oz primeiros casos foram identifica-
dos em 1992 Entretanto, ainda ndo foram 1soladas
bactérias do complexo B. burgdorferi sensu lato
nos flndos biologicos ou em tecidos. No mhuto de
desvincular esta zoonose brasileira da BL classica
amerncana ou européia, objetivando o incentivo as
pesquisas e a difusdo do conhecimento sobre esta

enfermidade emergente & classe médica brasileira
propos a mudanga da nomenclatura para Sindrome
Baggio-Yoshinan (SBY). Yoshinan et al. (2010).

Estudos soroepidemiclogicos das borrelioses no
Brazil, foram realizados em humanos (Yoshinan
et al. 2003, Corradi et al. 2006), em cdes (Soares
et al. 1999, Joppert et al. 2001, Alves et al. 2004,
Odwvyer et al. 2004, Salgado 2006), equinos (Salles
et al. 2002, Madureira 2004), bovinos (Fonseca et
al. 1996, Ishikawa 1996) e bubalinos (Corréa 2007)
& a soroprevaléncia na maloria dos estudos apresen-
ta valores proximos aos reportados em areas endé-
mucas na Amernca do Norte (Greene 1990).

O objetivo do presente estude foi avaliar a ocor-
réncia de anticorpos homélogos da classe IgG con-
tra B. burgdorferi em cies domiciliados no nmmici-
pio de Seropédica e em cdes emantes e domiciliados
no campus Seropédica da Universidade Federal Bu-
ral do Fio de Janeiro (UFRET).

MATERIAL E METODOS

Foram coletados 209 amostras de sores de cles
em drea urbana do municipio de Seropédica e 79 na
UFEEL sendo 44 de cdes domicibiados e 35 de cies
errantes. Todas as amostras foram coletadas entre
outubro de 2010 a abrl de 2011, e os cdes eram de
diferentes idades, ambos os sexos, aparentemen-
te sadios e predominantemente sem raca definida
(SED). Os ammais utihizados neste estudo conside-
rados errantes, 580 animais vadios que vivem no en-
tomo dos alojamentos da UFEEJ, alimentades por
académicos de diferentes cursos da Institmgdo.

Para caleular a amostragem fol considerada
uma prevaléncia esperada de 13,58%, baseado em
um estude sorologico para Borrelia spp. realizado
em cdes de area rural do Estado do Rio de Janei-
o (O'Dwryer et al. 2004). O mimero ideal de ani-
mais foi determinado pela formula de amostragem
aleatoria simples, utilizando 95% de mtervalo de
confianga e ermo maximo de 3% (Thrusfield 1993).
Desta forma, determinou-se um numero amosiral
de 203 animais. Para evitar que possivels perdas de
material durante a coleta e processamento dos soros
pudessem interferir no resultado final da pesquisa, e
pelo fato da possibilidade de estudo da prevaléncia
de outras doencas, foi estabelecida uma amostra de
209 cdes na area urbana.

A area wrbana do mumicipio de Seropédica fou
subdividida em trés dreas, sendo, drea 1: “Km 407,
com um total de 90 ammais; area 2: “Km 497, com
um total de 90 amimais e area 3: “Em 547 | com
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um total de 32 amimais, e o mimero de anmmals co-
letados de cada drea decorren da proporgio média
de cdes vacinados nos anos de 2008 e 2009 Fo-
ram coletadas outras 84 amostras de soro de cdes no
Campus da UFEE], sendo 49 ammais dommeibiados
no Bairo Ecologia e 35 animais emrantes.

As amostras sanguineas foram obtidas por pun-
¢do da veia cefalica em semingas de 5 mL e pos-
teriormente transferidas para frascos estéreis sem
anticoagulante. Posteniormente, o sangue fo1 centn-
fugado e os soros obtidos foram acondicionados em
frascos de polipropileno e mantidos a -20°C até o
momento da analise sorologica.

Os soros obtidos foram submetidos & pesquisa
de anficorpos da classe IgG contra antigeno bruto
de E. burgdorferi utilizando ¢ Ensaio de Inmmoead-
sorgio Enzimatico (ELISA) indireto, com antigeno
a 15mg/ml, soro diluido em Tampéo salmo fosfato
(PB5 Tween 20 0,05% pH 7,4) a 1:80{0 e 0 conjuga-
do a 1:3000 (anti-dog IgG, whole molecule, alkaline
phosphatase, Sigma®) (Soares et al. 1999). Foram
utilizadas 12 amostras negativas de ammais previa-
mente testados e um controle positive de um animal
moculade com antigeno nativadoe de B. burgdorferi
cepa G39/40. O ponto de corte (cutoff) para o ensaio
fol deternmnadoe ntihzando a distriboicio t-Student
com um gran de confianga de 99.99%, segundo a
meédia mais trés vezes o desvio padrdo dos valores
da densidade optica (DO) dos controles negativos
(Frey et al. 1998). O indice de densidade optica foi
calculado com base na formula DOx 100 cuteff”.

Oz soros de 102 animais que apresentaram po-
stiives no teste ELISA mdireto foram submetidos
a técnica de Western Blotting (WB) como exame
confirmatorio.

Para a padronizagio do WB foi realizado o pro-
tocolo segundo Madruga et al. (2001) com modifi-
cacoes. Realizou-ze a eletroforese (Mimi-Protean IT
System, Bio Rad) de 250 pg de antigeno bruto de
B. burgdorferi, por duas horas ufilizando comente
de 23 mA em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a
12% e gel de empilhamento de 5%. Fez-se a trans-
feréncia das proteinas para o papel de mitrocehlo-
se, utilizando uma comrente de 30V, 70 mA e 25W
(Mimi-Trans Blot System, Bio Rad). Apos a transfe-
réncia, a fita foi corada com Ponceau 5, com a fina-
lidade de 1dentificar a presenca de proteinas, sendo,
a seguir bloqueada com leite desnatado a 5% por
uma hora. O blot foi preso no aparato Mimi-Protean
¥+ Serrenna gk Saide — Sesor de Vigilincia Samitaria - Prefeinma
Mumicipal de Sesapédica, BJ.

II Multiscreen formando canaletas individuais. Em
segmida, colocou-se, em cada canaleta, o controle
positive, o controle negativo e as amostras a serem
testadas, todes diluidos na proporgio de 1:500 em
Tampdo salino fosfato (PBS Tween 200a 0,1% e pH
7.2) e mm volume de 500ul, em segmida fol incu-
bando em agitador de placas a temperatura ambiente
por uma neite. Depois de lavades com PBST 0,1%,
for adicionade 500 ul do conjugado (anti-dog IgG.
whole molecule, alkaline phosphatase, SIGMA®)
diluide a 1:1000 em PBST 01% e mcubado tam-
bém a temperatura ambiente por pelo menos duas
horas em agitador de placas. Ao final desse tempo,
acrescentou-se o substrato revelador BCIP/NBT e
aguardou-se a revelagio das bandas no controle po-
sitive e nas amostras. Em seguida, os blots foram
escaneados e as bandas identificadas e calculadas
a partir do programa Quantity One® (SigmaVersao
452/ 1-D Analysis Software — Bio Fad, Laborato-
ries, EUJA).

O estudo das associagdes entre as vanavels de
mteresse foi realizade por meio do y®. As analises
foram realizadas com o auxilio do programa com-
putacional BioEstat 5.0

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A andlise soro-epideniclogica dos 293 soros tes-
tados revelou que um total de 154 (32.36%) animais
foram reativos ao ELISA indireto. Desta forma, fou
encontrada uma prevaléncia de 46,67% (42/90) no
“Km 407, 51.72% (45/27) no “Km 497, 4375%
(14/32) no “Em 347 e 63,1% (33/84) na UFEEL
03 indices de densidade dptica obtido em cada area
estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Distribuigao das densidades oplicas dos animais em
relagio ao “cufoff” (D01 00V “cuwtoff) obtidas do ensaio ELI-
SA indireto para Borrelia spp. dos soros de c3es no munici-
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A alta prevaléncia encontrada no presente estudo
pode ser justificada, em parte, pelo nimero de cies
ermantes e o tipe de criagio dos ammais domicilia-
dos com acesso frequente 4 ma, facilita o contato
com cdes errantes, bovines, equinos e animais sel-
vagens, aumentando a chance de infecgdo (Torren-
ce et al. 1990). Os amimais domésticos e selvagens
apresentam maioT Tisco em adquinr o agente etio-
logico porgque sdo parasitades por grande mimero
e diversidade de carrapatos (Fonseca et al. 2003).

A prevaléncia encontrada no campus da UFERT
(63,1%) foi significativamente maior (p=0,03) que
a prevaléncia encontrada em cies coletados em drea
urbana no numicipic de Seropedica (48,33%). Este
fato se dew, provavelmente, pelo mimero expressivo
de amimais errantes no campus da Universidade, os
quals sd0 animais com alto mdice de infestagio por
carrapatos. Chatro motivo, € que o seu campus um-
versitanio possu caracteristicas de area mral, apre-
sentando uma vegetaglio tipica de Mata Aflantica
com fragmentos florestais no interior onde grande
parte estd caracterizada por vegetagio secundira
com grandes dreas campestres e dreas de pastagem
para bovinos e equinos (Ferreira et al. 2010).

Os dados obtidos através da entrevista feita aos
proprietirios dos animais domiciliados revelaram
que 31 dos 132 animais positivos no ELISA indireto
tinham habito de frequentar pastos ou currais (Tabe-
la 2). Apesar de nfio apresentar significincia, o habi-
to de frequentar pastos e currals expde o animal ao
contato previo com camrapatos da especie Amblyom-
ma cajennense, e isto pode Tepresentar um maior
nsco de infecgdo, wma vez que, acredita-se ser, este
carrapato, o principal transmissor de Borreliose a
humanes e animais (Fonseca et al. 2003, Yoshinan
et al. 2010). Porém, apenas sete animais domicilia-
dos estavam sendo parasitados por.4. cajennense no
momento da coleta, e quatro destes foram positives
ao ELISA mdireto. Estudando aspectos soroepide-
mioldgicos para Borrelia spp. em equinos no Esta-
do do Fio de Janeiro, Salles et al. (2002) obzerva-
ram diferencas significativas entre a infestagio por
carrapatos e sorologia positiva. Estes equinos eram
parasitades por camrapatos das espécies Dermacen-
tor nitens. Rhipicephalus (Boophilus) microplus e
principalmente 4. cajennense.

Dentre os 257 proprietarios que responderam
a enfrevista, 49 disseram ainda que seus animais
adentram em areas de mata para cagar, no entanto
nio houve diferenca estatistica.

Grande parte dos proprietanios (76,65%) relatou

Tabela 1. Frequéncia sorologica de anticorpos
anti-B. burgdorferi em caninos do municipio
de Seropedica, RJ, determinado pelo ELISA
indireto, em relacdo idade do animal.

idade Postivo __ Negatvo __ Total
=2 anos 7l B4 9%
> 2 ans o5 &0 155
Total 132 125 257

Holve dferenga significativa (p<0,05)

fazer o tratamento contra carrapates. Porém no mo-
mento da coleta 64.5% dos cles estavam parasita-
dos por carrapatos (Tabela 1). As dnicas espécies
encontradas foram Rh. sanguineus e 4. cajennense,
sendo a primeira espécie mais abundante. Segundo
O'Droryer et al. (2001), cdes cnados em areas ur-
banas de Paracambi, municipio vizinho de Serope-
dica, estavam parasitados, principalmente, por R.
sanguineus, enquanto cies de dreas mirals apresen-
taram, preponderantemente, as espécies 4. ovale, 4.
tigrinum, A. aureolatum e 4. cajennense. A analise
estatistica revelon que ndo houve nivel de signifi-
céncia entre as varidvels, parasitismo por camapatos
no memento da coleta e soropositividade. Porém,
uma infestacio natural por populacdes elevadas de
carrapatos, pode ser considerada um indicador de
altos titulos sorelogices (Salles et al. 2002).

A analise estatistica em relacio ao sexo mostron
que, apesar de existir um maior nimere de positivi-
dade entre as fémeas (92/154), ndo houve diferenca
estatistica.

Houve diferenca estatistica em relacio a 1dade.
ocomrende uma maior freqiiéncia entre animais aci-
ma de dois anos (Tabela 1). Este fato, ocome devido
2 um maior tempo de exposigdo a carrapatos. Alves
et al. (2004) e Salgado (2006) relataram diferen-
as estatisticas em cdes a partir de trés e um ano de
idade, respectivamente. Por outro lado, Joppert et
al (2001) e O’ dwyer et al. (2004) nio encontraram
significincia nos dados em relacie a idade.

Wo Brasil, a prevaléncia de anticorpos contra B.
burgderferi em cies, através do ELISA mdireto, foi
micialmente pesquisada por Soares et al. (1999) que
observaram uma prevaléncia de 20% no municipio
de Itaguai. Utlizando a mesma técnica, Joppert
et al. (2001) encontraram 9,7% de soropositivida-
de em cdes da cidade de Cotia, SP. Nessa mesma
regido fol relatada wma soroprevaléncia de 7,3%
em humanos, também através do ELISA indireto
(Yoshinan et al. 1997).

A prevaléncia total enconirada no presente estu-
de (52,56%) fol superior acs resultades de O dwryer
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et al (2004), que chservaram uma prevaléncia de
15,58% em cdes de area rural de sete cidades do Es-
tado do Pio de Janeiro, dentre elas, Seropédica, BJ.

O resultado encontradoe neste trabalho comrobora
com o achado de Alves et al. (2004), que observon
uma frequéncia de anticorpos de 48,25% em cdes
da Regifio Metropolitana do Estado do Rio de Janei-
10, sendo que no municipio de Seropédica foi obtida
uma prevaléncia de 51,28%.

Salgado (2006) na cidade de Campo Grande,
MS e Santos (2008) na cidade do Fio de Janeiro,
EJ ao determinarem a presenga de anficorpos da
classe IgG anti-B. burgderferi em cdes acautelados
no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de seus
respectivos municipios, encontraram resultades su-
perniores ao do presente estudo, 73.3% e 86,8% de
positividade, respectivamente.

s valores encontradoes no presente estudo cor-
roboram com pesquisas sorologicas realizadas em
cdes de areas endémicas para bomeliose de Lyme
nos EUA (Magnarelli et al. 1985, Burgess 1986).

A existéncia de reacdo cruzada entre Borvelia
spp. e Leptospira sp. tem sido relatada, embora nio
sendo significativa (Wells et al. 1993). Soares et al.
(1999) e Joppert et al. (2001) ndo observaram rea-
gdes cruzadas significativas enfre anticorpos de B.
burgdorferi e vanantes sorclogicas de Leprospira
spp. Das 154 amestras positivas no ELIS A indireto,
102 foram submetidas ac WB como teste confirma-
torio. Com isso, 87 (85,20%:) amostras apresenta-
ram pelo menos cinco das dez bandas especificas
para infeccdo cronica (Anticorpos da Classe IgG)
de acorde com Wang et al. (2010). Joppert et al.
(2001) confimmon, através do WB, 20 (86.96%)
exames de 23 animais positives no ELISA indireto.

CONCLUSAQ
A alta frequéncia de anticorpos para B. burgdor-
Jferi indica e reforca a importaneia dos cies como
sentinela para a presenca de Borrelia spp. na regido.
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ANEXO -5

JESUS, V.L.T; PEREIRA, R. de C.G.; DE MEIRELES, G. S.; RODRIGUES, J. da S.;
JORGE, J.L.B.P Brucelose Suina no Estado do Rio de Janeiro. Revista Brasileira de
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BRUCELOSE SUINA NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO*

SWINE BRUCELLOSIS IN THE STATE OF RIO DE JANEIRO

Vera Lucia Teixeira de Jesus?, Rita de Céassia Gomes Pereira”, Gisele Santos de Meireles®,
Janaina Soledad Rodrigues®, Jorge Luiz Baronto Pereira Jorge® e Walter Flausino®

ABSTRACT. Jesus V.L.T de, Pereira R. de C.G., Flausino W., Meireles G.S. de,
Rodrigues J. da S. & Jorge J.LB.P. [Swine brucellosis in the State of Rio de Janei-
ro, Brazil]. Brucelose suina no estado do Rio de Janeiro, Brasil. Revista Brasileira de
Medicina Veterindria. 32(2):101-104, 2010. Departamento de Avaliagdo e Repro-
dugio Animal, Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, km
7 da Br 465, Seropédica, RT 23890-000, Brasil. E-mail: jesus@ufrrj.br

The objective of this serum-epidemiologic inquiry was to associate the occurrence of
vaginal discharge, abortions. mummified phoetuses. repetitive breeding and abscesses in
nuts covered by natural service with brucellosis infection. From July to December 2008,
five blood samples were colleted and serum samples were submitted to serum agglutination
test with butfer acidified antigen (AAT) for brucellosis. In the first trial. of the 10 matrices
with reproductive disturbances, 3/10 (30.0%) were positives. In the second frial, matrices
and reproducers had prevalence of 12.8% (5/34) females. In the third trial the prevalence
of 8.9% for the flock, consisted of 282 swine, being 19/137 (12.2%) female and 6/120
(4.8%) male were reagents, with a difference for sex (p=0.0349) and not for age. Being
thus, sanitary culling of the reacting animals was recommended. After the discard, two
trials were done once more and no reacting animals were found. As the swine farms aim
to the certification for sales of reproducers. a remain flock was discarded. A new breed
was formed with rigid measured of sanitation for purchasing and selling aninals, therefore,
this work serves of alert. so that the brucellosis examination should be adopted as routine
in swine farms in the State of Rio de Janeiro.

KEY WORDS: Abortion. infection. reproduction. brucellosis.

RESUMO. O objetivo deste inqueérito soro-epidemio-
logico fo1 de associar a ocorréncia de corrimentos vagi-
nais, abortamentos, repeticoes de cios, fetos mumifica-
dos e abscessos em porcas cobertas por monta natural,
com a infecgdo por Brucella. Durante os meses de julho

Soroaglutinagdo Rapida com Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) para a brucelose. Na primeira coleta,
das 10 matrizes com distarbios reprodutivos, 3/10
(30.0%) foram reagentes. Na segunda coleta, as matri-
zes e os reprodutores, tiveram uma prevaléneia de 12,8%

a dezembro de 2008, foram feitas cinco coletas de san-
gue, os soros obtidos foram submetidos a prova de

(5/34) fémeas reagentes. Na terceira coleta foi constata-
da prevaléncia de 8.9% para o rebanho de 282 suinos.

* Recebido em 18 de agosto de 2009.
Aceito em 03 de marco de 2010
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sendo 19/137 (12,2%) femeas e 6/120 (4,8%) machos
reagentes, com diferenca para sexo (P>0.05) e ndo para
aidade. Foirecomendado o abate sanitario dos animais
reagentes. Apos o descarte, foram feitas mais duas novas
coletas, sem registro de animais reagentes. Como a gran-
javisa a certifica¢do para venda de reprodutores, o res-
tante do rebanho foi descartado, e iniciado umnovo plantel
comrigidas medidas sanitarias para compra e venda de
animais, portanto, este trabalho serve de alerta, para que
o exame de brucelose seja adotado na rotina das granjas
de suinos no Estado do Rio de Janeiro.

PALAVRAS CHAVE: Abortamento. abscesso. reproducéo.
brucelose.

INTRODUCAO

A suinocultura no Brasil vem apresentando nos 1lti-
mos anos um grande avango tecnoldgico; mesmo assim
ha registro de baixos indices de produtividade, devido a
diversos fatores, tais como a utilizacao de praticas de
manejo inadequada e deficiéncias de diagnostico de
enfermidades (Ribeiro 2005).

Diversos agentes infecciosos podem estar envolvi-
dos em problemas reprodutivos de uma granja, os quais
podem ocorrer de forma clinica, facilmente detectada,
ou na forma sub-clinica, tornando diticil a sua identifica-
¢ao e controle. Dentro deste quadro clinico, enquadram-
se a brucelose suina, que é uma zoonose, cujo agente
etiologico € Brucella suis, subdividida em cinco
sorotipos, sendo que o suino € hospedeiro mais frequente
para os sorotipos 1 e 3. Brucella abortus pode infectar
0s suinos, porém € menos patogénica (Silva Paulo et al.
2000, EFSA 2009).

Em varios continentes, ha relato de casos esporadi-
cos em porcos domésticos, devido a B. suis, mas em
alguns paises da América do Sul e Sudoeste da Asia_ ha
uma alta prevaléncia, com predominio do sorotipo 1.
No Brasil, é considerada como a segunda mais preva-
lente no quadro de infeccdo do género Brucella sp.,
segundo a OIE (2009).

Os suinos estao suscetiveis a brucelose a partir do
quarto ao quinto mes de idade, transmitindo de suino ao
outro, através da ingestdo de alimentos ou dgua conta-
minados por descargas vulvares, ou pela ingestao de
fetos abortados e membranas fetais. As porcas infecta-
das apresentam abortamento, em qualquer fase da ges-
tacdo, sendo influenciada mais pelo tempo de exposi-
¢do ao agente, do que o periodo de gestacdo. Também
ocorrem outros distirbios reprodutivos tais como:
natimortos e descargas vulvares. Nos machos, predo-
mina orquite, e pode afetar secundariamente outros or-
gdos genitais, e € comum o isolamento do sémen, sem

qualquer sinal clinico do macho, portanto para a espé-
cie € considerada a transmissao pela copula. Em ambos
0s sexos, também afetam as articulagoes causando la-
minite e paralisia (FAO 2009).

Para o diagnoéstico sorologico da brucelose suina,
utiliza-se 0 mesmo antigeno padronizado e comercializa-
do no Brasil para B. abortus, visto que B. suis também
éuma cultura lisa e o teste de soroaglutinagao consegue
detectar a parte de lipossacarideo destas duas espécies
(Lordetal. 1997, Matos et al. 2004, PNSS 2008, EFSA
2009).

O objetivo deste inquérito soro-epidemiologico fo1
de verificar as associacoes dos disttrbios reprodutivos
com a brucelose, e da mesma com diferentes categorias
de animais, bem como demonstrando a importancia do
controle sanitario rigoroso na granja de suinos.

MATERIAL E METODOS

A metodologia baseou-se no inquérito soro-epide-
miologico para a brucelose proposto pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), segun-
do o Programa Nacional de Sanidade de Suideos
(PNSS 2008), visando detectar o diagnostico situacional
da doen¢a em uma granja comercial no municipio de
Pinheiral, no Estado do Rio de Janeiro. Com este obje-
tivo. inicialmente. foi feita uma coleta por matrizes com
distirbios reprodutivos, sendo confirmados animais re-
agentes; com isso, houve a necessidade de verificar a
ocorrencia da brucelose no rebanho como um todo.

A propriedade avaliada tratava-se de uma granja com
sistema intensivo, com a finalidade de ensino e comerci-
alizagdo de matrizes e os seus derivados para o consu-
mo humano. Composta por 282 suinos, as mairizes da
raca Camborough 23, os reprodutores AG PIC 412 e
os cruzamentos Ultra-Light. Estes animais sao mantidos
em maternidade, creche, recria, terminacao e pocilgas
das matrizes e dos reprodutores individualizados. A ra-
¢ao era fabricada na propriedade, e analisada sempre
pelo téenico responsavel em laboratdrio credenciado.
A agua era tratada com cloro e fornecida “ad libitum™
a0s animais; quanto a limpeza das instalagdes e o trata-
mento dos dejetos, eram realizados diariamente.

Para o diagnostico da brucelose, as amostras de san-
gue foram coletadas nos meses de julho a dezembro de
2008, por pungao auricular, com agulha descartavel, uma
para cada animal e transportadas para o laboratério de
diagnéstico. Os soros sanguineos obtidos foram esto-
cados a-20°C e, depois, submetidos ao teste de diag-
nostico de brucelose.

Como teste de triagem foi realizado o com Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT), cujos exames foram fei-
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tos no Laboratdrio de Patologia da Reprodugao (LPR),
do Projeto Saude Animal, Convénio Embrapa/UFRRI.
No teste AAT fo1 utilizado o antigeno com concentracao
de 8%, tamponado em pH acido (3,65), padronizado a
partir da cepa 119-3 de Brucella abortus, inativado pelo
calor, antigeno produzido pelo Instituto de Tecnologia do
Parana (TECPAR), sendo o exame realizado segundo o
protocolo preconizado pelo manual técnico do Progra-
ma Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) (MAPA 2003).

Um banco de dados foi montado no programa EPI
INFO (CDC 2008) no qual foram incluidos todos os
registros dos distirbios reprodutivos das matrizes, como
abortamentos, abscessos, fetos mumificados, repetigdes
de c1o e corrimento vaginal, bem como os resultados
dos testes sorologicos. O teste Qui-quadrado e Fisher
exato, quando recomendado, foi utilizado para verifica-
¢do de assoclacOes entre a variavel explicada
(prevaléncia de Brucelose) e as variaveis explicativas
(sexo e idade) (Sampaio 2000).

RESULTADOS

No periodo de julho a dezembro de 2008, foram rea-
lizadas quatro coletas sorologicas, as quais estao discri-
minadas na Tabela 1, nas quais observamos uma
prevaléncia de 30,0% na primeira coleta. o grupo das
matrizes com distirbios reprodutivos. Na segunda coleta
das matrizes e reprodutores, uma prevaléncia de 12.8%,
e naterceira coleta composta de todo o plantel de 8,86%.

Nas demais coletas (quinta e sexta) efetuadas apos
o abate sanitario dos animais reagentes, que 0coITeu 110
més de dezembro de 2008, sugerida pela equipe de coleta

Tabela 1. Diagnostico da Brucelose para Brucella abortus em suinos.

Data da coleta Teste AAT para Brucelose

Positivo Negativo Total (%)
1. (15/07/2008) 03 07 10 (30,00)
2= (31/07/2008) 05 34 39 (12,80)
3= (25/08/2008) 25 257 282 (8.86)
4* (06/11/2008) 00 183 183 (0.,00)
5% (16/03/2009) 00 06 06 (0,00)
6*. (25/06/2009) 00 07 07 (0,00)

e exame e realizada pelos técnicos responsaveis pelo
rebanho, observa-se que em 2009. nao houve ocorrén-
cia de nenhum animal reagente, visto que, adotaram como
medida de controle e profilaxia, a quarentena dos ani-
mais comprados e comercializados na propriedade.
Agorauma analise detalhada sobre a terceira coleta,
que foi decisiva para iniciar as medidas descritas anteri-
ormente, observa-se que dos 282 animais, foi encon-
trada uma prevaléncia de 8,9%, ao qual discriminada
por sexo. demonstra que 19/137 (12,2%) fémeas e 06/

Tabela 2. Diagnéstico da Brucelose em suinos.

Sexo Teste AAT para Brucelose®
Reagente Néo Reagente Total
Macho 6 (2 120 (43) 126
Fémea 19 (7) 137 (49) 156
Total 25 (9) 257 (91) 282

*p= 0,0349; OR = 0,3605 (0,1394< 95% < 0,9324).
® Em percentagem.

120 (4,8%) machos reagentes ao teste de AAT, cujos
resultados estdo na Tabela 2.

Pelo Qui-quadrado demonstrou que houve diferenca
(p=0.0349) para sexo, que representa a forma de trans-
missdo da brucelose, estavam restritas as fémeas, devido
aos distirbios registrados, como abortamentos, fetos mu-
mificados e repeti¢do de cios, mas pode ser descartada a
transmissao pela copula, visto que os machos que reagi-
ram ao teste de AAT eram lactentes, e ndo apresentavam
o quadro de orquite e nem de infertilidade, e assim nao
eram os reprodutores da granja.

Quanto ao fator idade, os animais foram agrupados
por categorias de produgdo, com intuito de verificar qual
0 grupo mais susceptivel a infeccao, assim discrimina-
do: animais em lactagdo (>38 dias); creche (39>90 dias),
recria (91>141 dias), termiagao (96=141 dias), matri-
zes ereprodutores, os resultados obtidos estao demons-
trados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultado do diagnéstico para Brucelose em suinos.

Categoria de Teste AAT para diagnostico da Brucelose

produgdo Positivo Negativo Total
Lactagio 04 49 53
Creche 15 117 132
Recria 00 47 47
Terminagdo 00 15 15
Matrizes 06 26 3z
Reprodutores 00 03 03
Total 25 257 282

Osresultados ndo demonstraram diferenca, mas hou-
ve uma concentracdo de reagentes a brucelose, na ca-
tegoria creche, levantando a possibilidade da transmis-
sao por residuo de alimento, o que foi descartado pelos
técnicos da granja. Quanto aos lactentes, correspondem
aos filhotes das matrizes reagentes que pariram no peri-
odo das coletas de sangue.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Apods analise criteriosa da prevaléncia encontrada, a
mesma nao difere dos resultados do estado de Pernam-
buco, apresentou prevaléncia de 31,8% em granjas co-
merciais (Ribeiro, 2005), onde houve uma concentra-
cdo de reagentes ao teste de Soroaglutinagdo Lenta,
em propriedades com histérico de abortamentos, mas

Rev. Bras. Med. Vet., 32(2):101-104, abr/jun 2010

103

93



Vera Lucia Teixeira de Jesus et al.

difere do inquérito realizado no estado de Goias. com
indice de prevaléncia de 2,5%, de 4279 suinos exami-
nados em granjas comerciais (Matos et al. 2004).

Visando a certificacdo da granja para venda de re-
produtores, o restante do rebanho foi descartado, e mi-
ciado um novo plantel com rigidas medidas sanitarias
para compra e venda de matrizes, servindo de alerta o
exame de brucelose na rotina das granjas de suinos no
Estado do Rio de Janeiro.

Todos os animais de reposigdo para reprodugdo de-
vemn ser comprados de suinoculturas certificadas, ofici-
almente livre dessa doenca.
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In order to evaluate the occurrence of anti-T” gondii n pigs from Pinheiral municipality,
state of Rio de Janeiro, were collected and examined blood samples from 282 animals
from a commercial farm. The serum samples were tested at enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) for detecting antibodies to Zoxoplasma gondii and considered as positive
those with reaction at dilution =1:16. Of the 282 swine serum samples, 35 (12.41%) were
positive for anti-70 gondii. Significant differences were observed regarding age (p =
0.0000004). Thus, anti-7. gondii were found in the animals studied, and it may be a source
of infection for the human population.
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282 soros suinos, 35 (12.41%) foram positivos. Foram
observadas diferencas significativas quanto a idade
(p=0,0000004). Desta forma, anticorpos anti-7. gondii
foram encontrados nos animais estudados, podendo estes
ser fonte de infeccdo para a populagao humana.

PALAVRAS-CHAVE. ELISA. suinos, zoonose. cia¢do comer-
cial. Toxoplasma gondii.

INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma enfermidade causada pelo
coccidio Toxoplasma gondii, caracterizada como zo-
onose e tem os felideos como hospedeiros definitivos e
os animais homeotérmicos como hospedeiros interme-
didrios (Dubey 2004). Os animais podemn se infectar
pela ingestao oral de oocistos presentes no ambiente,
ou de cistos teciduais na carne de animais infectados
(Kijlstra & Jongert 2008).

Emanimais de produgdo, cistos teciduais de 7" gondii
sao frequentemente observados em tecidos de suinos,
ovinos e caprinos infectados (Tenter et al. 2000). A in-
feccdo pelo I' gondii em suinos normalmente é
assintomatica, porém pode provocar alteragdes repro-
dutivas, como aborto, natimortalidade e mumificagao
fetal em fémeas que se infectam pela primeira vez du-
rante a gestacdo (Vidotto et al. 1987; Kim etal. 2009).
Amaioria dos suinos adquire a infeccdo por I gondii
apos o nascimento pela ingestao de oocistos no ambi-
ente contaminado, poucos sendo infectados por trans-
missao transplacentaria (Dubey 2009).

Os suinos sao considerados a principal fonte de in-
fecedo para humanos (Velmurugan et al. 2009). A toxo-
plasmose humana é considerada a principal causa de
infecgao de retina no mundo (Holland 2003). Doenca
severa, desenvolve-se em pacientes com SIDA ou que
recebem terapia imunossupressora. A infec¢do durante
a gestagdo pode causar aborto ou resultar em sérias
doengas fetais e malformacoes, com retardamento men-
tal e perda de visao (Syrocot 2007, Wallon et al. 2004).

Vista sua importancia para a satide ptiblica e os pre-
juizos causados para os animais de produgdo, o objeti-
vo do presente trabalho foi determinar a ocorréncia de
anticorpos contra I° gondii em suinos, abatidos no mu-
nicipio de Pinheiral, Estado do Rio de Janeiro.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados sangue de 282 suinos, emuma gran-
jano municipio de Pinheiral, Estado do Rio de Janeiro,
no periodo de julho a setembro de 2008.

O sangue foi coletado por pungdo da veia cava e
transportado ao Laboratorio de Coccidios e Coccidio-
ses, Departamento de Parasitologia Animal, Projeto

Sanidade Animal Embrapa/UFRRJ. do Instituto de Ve-
terinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janei-
1o, onde os soros foram separados, identificados, ar-
mazenados a -20°C e encaminhados para o Laborato-
rio de Parasitologia Veterinaria da Universidade Esta-
dual de Santa Cruz (UESC) onde as analises sorologi-
cas foram realizadas.

Para a pesquisa de anticorpos anti-7. gondii, foi uti-
lizado o teste de Imunoadsorcdo enzimatica (ELISA)
conforme Suaréz-Aranda et al. (2000) com algumas
modificacoes. Utilizou-se a antigeno na dilui¢do de 50
ug/ml, todas as lavagens foram feitas com PBS conten-
do 0.1% de Tween 20 (PBS-T), o bloqueio foi feito
com PBS-T contendo 5% de leite desnatado e a rea-
cdo foi interrompida com 50 pL/pogo de H,SO, 2N. O
antigeno solivel fo1 obtido do exsudato peritoneal de
camundongos infectados com a cepa RH de T. gondii,
conforme Silva et al. (2005).

Para analise das variaveis sexo e idade dos animais,
foi usado o teste Qui-quadrado (%), com nivel de signi-
ficancia de 5%, utilizando o programa EPIINFO ver-
sdo 3.5.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho. dos 282 soros testados,
12.41% (35/282) (IC 95% = 8.8 % — 16,8 %) foram
positivos para anticorpos anti-7. gondii.

Valores de prevaléncia mais expressivos que estes,
do presente trabalho, foram observados por Azevedo
et al. (2010) na Paraiba (36,2%) e Cavalcante et al.
(2006) na Amazonia (37,5%). Resultados semelhantes
ao presente estudo foram encontrados por Moura et al.
(2007) no Parana (8,5%) e Suaréz-Aranda et al. (2000)
em Sao Paulo (9,6%).

A baixa positividade obtida neste estudo pode ser
explicada pela pouca 1dade dos animais avaliados, uma
vez que um nimero maior de sororreagentes geralmen-
te ¢ verificado entre animais mais velhos. como tam-
bém, em fungao da alta tecnificagao da suinocultura
(Vidotto et al. 1990). A criagdo de suinos confinados
em granjas tecnificadas € responsavel pela diminui¢do
da soroprevaléncia nesses animais, diminuindo a chance
de mfecgdo humana por esta espécie animal (Kijlstra &
Jongert 2008).

Quando se analisa a faixa etaria (Figura 1) verifica-
se que a soropositividade aumentou com a idade,
(p>0,000) (Tabela 1) corroborando aos resultados de
Tsutsui et al. (2003), no norte do Parana e Garcia et al.
(1999) no Parana, evidenciando que animais mais ve-
lhos tém maior soropositividade, pois estdo mais sus-
ceptivels a entrar em contato com oocistos.
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Figura 1. Positividade dos 282 amostras de soros de suinos
analisados para a presenca de anticorpos anti- Toxoplasma
gondii em suas faixas etarias, no municipio de Pinheiral,
RJ, Brasil, 2009.

Tabela 1. Resultado do teste de Qui-quadrado
em 282 amostras de soro de suinos avaliados
quanto & presenca de anticorpos anti-Toxoplas-
ma gondii e das varidveis sexo, idade e raga,
municipio de Pinheiral, RJ, Brasil, 2009.

Variaveis Animais Valor de p
Positivos Negativos
Sexo
Macho 14 111 0,7123323
Fémea 21 136
Idade
Jovens 20 233 0,0000004
Adultos 15 24

"Sem raca definida

Com a analise da variavel sexo frente a positividade
do total de suinos néo se nota diferenca (p=0,71) (Tabela
1) mesmos resultados foram encontrados por Bezerra et
al. (2009) na Bahia e Millar et al. (2008) no Parana.

Anticorpos anti-I. gondii foram encontrados nos
animais estudados, sugerindo que estes possai servir
de infeccdo para individuos que tém o habito de consu-
11T carne suina crua ou mal cozida.
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Eimeria bareillyi FROM THE DOMESTIC WATER BUFFALO,
Bubalus bubalis, IN THE STATE OF RIO DE JANEIRO, BRAZIL*

Eimeria bareillvi DO BUFALO DOMESTICO, Bubalus bubalis, NO
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ABSTRACT. Ramirez, L.; Berto, B.P.; Teixeira Filho, W.L.; Flausino, W.; Meireles,
G S. de: Rodrigues, J. da S.; Almeida, C.R.R. & Lopes, C.W.G. Eimeria bareillyi from
the domestic water buffalo, Bubalus bubalis, in the State of Rio de Janeiro, Brazil.
[Eimeria bareillyi do bufalo doméstico, Bubalus bubalis, no estado do Rio de Janeiro,
Brasil.] Revista Brasileira de Medicina Veterindria, 31(4):261-264, 2009. Curso de
Pos-Graduagao em Ciéncias Vetermarias, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
BR 465, Km 07, Seropédica, RJ 23890-000, Brasil. E-mail: landrynana@hotmail.com
This study reports domestic water buffalos, Bubalus bubalis, parasitized by Eimeria
bareillyi. Its oocyts were pyriform, with smooth, bilayered wall, 29.5 (27-33) x 21.3
(20-24) um length and width respectively. Micropyle was present, without a micropyle
cap. Polar granule and oocyst residuum were absent. Sporocysts were elongating
ellipsoidal. Stieda body was present; however, substieda and parastieda bodies were
absent. Sporocyst residuum was present and sporozoites presented a refractile body
and a nucleus. Sporulated oocysts of E. bareillvi were uniforms i their distribution,
evidencing the presence of a single species in spite of polymorphic in its shape.

KEY WORDS. Morphology. sporulated oocysts, coccidia, Bubalus arnee, Bovidae. Rio Claro.

RESUMO. Este estudo relata bufalos domesticos, ando a presenca de uma so especie, apesar de serem
Bubalus bubalis, parasitados por Eimeria bareillyi.  polimorficos quanto a sua forma.

Seus oocistos foram piriformes, com parede lisa €  pA7 AVRAS-CHAVE. Morfologia. oocistos esporulados.
dupla, 29,5 (27-33) x 21,3 (20-24) um de diametros,  coccidios. Bubalis arnee, Bovidae, Rio Claro.

maior e menor respectivamente. Micropila estava pre-

sente sem capuz polar. Granulo polar e residuo, esta- INTRODUCTION

vam ausentes. Os esporocistos foram elipsoides alon- The buffalois a large bovine animal, frequently used
gados. Corpo de Stieda presente, porém, corpos de  aslivestock in Asia, South America, Europe and Africa.
substieda e parastieda ausentes. O residuo do esporo-  In 2000, the United Nations Food and Agriculture
cisto estava presente e os esporozoitas possuiam um  Organization estimated that there were approximately
corpo refratil e um nicleo. Oocistos desta espécie de 158 million buffalo i the world (Nowak & Paradiso,
coccidia sdo uniformes em sua distribuicdo, evidenci- ~ 1983; Clutton-Brock, 1999; Wilson & Reeder, 2005).

* Accepted for publication on June 26.2009.

!Biologa. MSe, Curso de Paos-Graduagio em Ciéncias Veterinarias (CPGCV). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), BR
465, Km 07, Seropédica, RJ 23890-000. Brasil. E-mail: landrynana@hotmail.com and bertobp@ufirj.br

2Bidlogo. PhD, Departamento de Parasitologia Animal (DPA), Instituto de Veterinaria (IV), UFRRI, Seropédica, RJ. E-mail: leira@ufirj.br
and flausino@ufirj.br

* Médica-veterinaria. M.Sc. CPGCV. UFRRI. BR 465. Km 07. Seropédica. RJ. E-mail: gisele meireles@gmail.com - CNPq scholarship.

*Médico-veterinaria, CPGCV. UFRRJ, BR 465. Km 07, Seropédica. RJ 23890-000. E-mail: jajasoledad@ gmail.com - CAPES scholarship.

*Medico-veterinario. EMATER-Rio Claro. Avenida Independéncia, 279, Rio Claro, RJ 27460-000, Brasil.

“Médico-veterinario, PhD. LD. DPA, IV, UFRRJ. BR 465. Km 07. Seropédica. RJ 23890-000. E-mail: lopescwg@ufirj.br - CNPq fellowship.

Rev. Bras. Med. Vet., 31(4):261-264, out/dez 2009 261

100



Landreani Ramirez et al.

There are established feral populations in Australia
but the dwindling true wild populations are thought
to survive in India, Nepal, Bhutan and Thailand. All
the domestic varieties and breeds descend from one
common ancestor, the wild Asian water buffalo,
which 1s now an endangered species (Nowak &
Paradiso, 1983; Clutton-Brock, 1999; Wilson &
Reeder, 2005).

There are some scientific names for these animals;
however, the International Commission on
Zoological Nomenclature ruled that the name for wild
species 1s not invalid by virtue of its being antedated
by a name based on a domestic form. Therefore, the
International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources (IUCN) considers the wild forms
of water buffalo under Bubalus arnee Kerr, 1792,
while the domestic forms are considered under B.
bubalis Linnaeus, 1758 (Gentry et al., 2004; Wilson
& Reeder, 2005).

Coccidiosis associated with the genus Eimeria
Schneider, 1881 are frequently reported from buffalos
(Barbosa, 1992; Noronha et al., 2009). Duszynski et
al. (2001) recognize 13 eimerid coccidian parasites
of water buffalos: Eimeria zuernii (Rivolta, 1878)
Martin, 1909; E. bovis (Ziiblin, 1908) Fiebiger, 1912;

E. canadensis Bruce, 1921: E. bukidnonensis
Tubangui, 1931; E. cylindrica Wilson, 1931; E.
thianethi Gwéléssiany, 1935: E. auburnensis
Christensen, Porter, 1939; E. brasiliensis Torres,
Ramos, 1939; E. alabamensis Christensen, 1941; E.
gokaki Rao, Bhatavdekar, 1959; E. ovoidalis Ray.,
Mandal, 1961: E. bareillyi Gill, Chhabra, Lala 1963
and E. ankarensis Sayin, 1969.

Experimentally, £. bareillyi was found to be
pathogenic and, recently, it was associated to death
of a three-week-old buffalo calf (Dubey et al., 2008)

The aim of this study was report E. bareillyi
parasitizing domestic water buffalos, B. bubalis, in
the Municipality of Rio Claro, Rio de Janeiro State,
Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Samples were collected from 33 domestic water
buffalos of farms located in Rio Claro City (22° 43’
S and 44° 08” W), Rio de Janeiro State, Brazil. Fecal
samples were collected manually from the rectum of
adults and calves, placed into plastic vials containing
potassium dichromate solution 2.5% (K,Cr,0,) (1:6
w/v), and they were carried to Laboratorio de Cocei-
dios e Coccidioses located at Universidade Federal

o .

Figure 1. Line drawning (a) and photographs (b. ¢) of Eimeria bareillvi. a coccidium
species recovered of buffalos. Bubalus bubalis. from Rio Claro City. Rio de Janeiro
State. Brazil. Scale-bar: 10pm for line drawning: and 20pm for photographs.
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Rural do Rio de Janeiro. Samples were placed in a
thinlayer (~ 5 mm) of K,Cr,0, 2.5% solution in Petri
plates, and incubated at 23-28°C for 10 days or until
70% of oocysts were sporulated. Oocysts were
recovered by flotation in Sheather’s sugar solution
(sp.g. 1.20) and examined microscopically using a
technique described by Duszynski & Wilber (1997).
Morphological observations and measurements, in
um, were performed using a binocular microscope
Carl Zeiss with apochromatic oil immersion objective
lens and ocular micrometer K-15X PZO (Poland).
Line drawing was prepared using a binocular
microscope Wild M-20 with drawing tube. Pictures
were taken using a digital camera model CD Mavica
MVC-CD250 Sony®. Size ranges are in parenthesis
followed by average and shape index (length/width).
Linear regression and histograms were performed
using the software Excel XP (Microsoft Co.,
Redmond, WA, USA), based on Sampaio (2002).

RESULTS AND DISCUSSION

Thirty three domestic water buffalos were
examined: three of them shed oocysts in the feces.
These positive animals were healthily calves. Initially,
the oocysts were non-sporulated, while 70%
sporulated by day still sporulated at 25 days.

Sixty five sporulated oocysts (Figure 1) were
observed and measured. They were pyriform, with
smooth, bilayered wall, ~1.3 pm. Micropyle was
present, ~1.8 high x 4.9 wide, without a micropyle
cap. Polar granule and oocyst residuunm were absent.
Sporocysts were elongate ellipsoidal, with a smooth,
thin, single-layered wall. Stieda body was flattened
and delicate, ~0.4 high x 2.1 wide. Substieda and
parastieda bodies were absent. Sporocyst residuum
usually formed a mass of granules: however,
sometimes some scattered granules were present.
Sporozoites with one posterior refractile body and a
nucleus.

Table 1. Measurements of sporulated oocysts of Eimeria bareillvi, a
coccidium species recovered of buffalos. Bubalus bubalis.

Oocyst Values
descriptions Oocysts® Sporocysts®
Length Width Shape Length Width Shape
index index
Gill etal. 308 216 - 18 8 -
(1963F  (26-35)  (19-25)
Dubey et al. 272 193 138 - - -
(2008 (232.95) (16.522) (1.26-1.57)
Current 295 213 14 164 72 23
study* (27-33)  (2024)  (12-16) (13-19) (6-8) (1.7-3.0)

*Samples from India, original description; "from Netherlands; “from Brazil
and “Lengh and width in pm.

These oocysts were closely resembled with E.
bareillyi, originally described from buffalos in India
by Gill etal. (1963). Table 1 shows the measurements
of the oocysts recovered in the current study: in the
original description of Gill et al. (1963); and in the
recent report of fatal coccidiosis of a three-week-old
buftalo calf by Dubey et al. (2008).

Analyzing Figure 2, frequencies in the classes
increase and diminish gradually, or either, the oocysts
measurements are grouped in lesser amount in the
limits of the values and larger amount in the medium
values. Thus, these measurements showed uniforms
in their distribution, evidencing the presence of a
single species.

Oppositely, the linear regression (Figure 3)
showed a non-uniform distribution, with R? value
less than 0.5, and so revealed the polymorphism of
this species. Similar methodology and results were
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Figure 2. Frequencies in the distribution of the sporulated oocysts of
Eimeria bareillyi recovered from fecal samples of buffalos. Bubalus
bubalis, from the Municipality of Rio Claro. Rio de Janeiro State,
Brazil. (a) Length. (b) width and (c) shape-index.
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Figure 3. Distribution of the sporulated oocysts of Eimeria bareillvi
recovered from fecal samples of buffalos. Bubalus bubalis. from
the Municipality of Rio Claro. Rio de Janeiro State. Brazil.

obtained from studies of eimerid coccidian parasites
of fowls by Norton & Joyner (1981) and Joyner
(1982); Hammondia heydorni (Tadros, Laarman,
1976) Dubey. 1977 oocysts by Pereira et al. (2001):
Tyzzeria parvula (Kotlan, 1933) Klimes. 1963
oocysts by Berto et al. (2008a); and Isospora
hemidactyli Carini, 1936 oocysts by Berto et al.
(2008D).
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