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RESUMO

O Brasil contabiliza aproximadamente 13,5 milhdes de ovinos em estabelecimentos
agropecuarios, sendo que a ovinocultura leiteira brasileira se mostra em ascensdo. Em busca de
expandir o mercado e alcangar altos niveis de produgdo de leite, a manutencdo da satde do
rebanho ovino por meio de um adequado manejo sanitario ¢ imprescindivel. Neste contexto,
conhecer a prevaléncia das enfermidades no rebanho ¢ fundamental, auxiliando na adogdo de
medidas corretivas e profilaticas. Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar levantamento
molecular de hemopatdgenos e Neospora caninum e soroepidemioldgico de Toxoplasma
gondii, busca por ectoparasitos e levantamento dos fatores de risco associados a esses patdgenos
em propriedades comerciais de ovinos leiteiros do estado de Minas Gerais. O estudo foi
realizado em trés municipios: Glaura, Itapecerica e Jaboticatubas, totalizando quatro
propriedades e 270 amostras sanguineas. Para as analises moleculares foi realizada a Reagao
em Cadeia de Polimerase — PCR — e para as analises sorologicas o Ensaio de Imunoabsor¢ao
Enzimatica — ELISA. Ademais, analises parasitologicas em amostras de sangue foram
realizadas, como esfregago sanguineo periférico e de sangue total, buffy coat, técnica de Woo e
mensuracao do volume globular. Ainda, a contagem de ovos por grama de fezes — OPG — foi
realizada em amostras de 197 animais a procura de ovos de tricostrongilideos a fim de associar
com a presenga de anemia. A busca por ectoparasitos foi realizada por meio de catagdo manual
e por puga. Ainda, por meio do questionario zoosanitario aplicado nas propriedades, verificou-
se quais os fatores de risco para as enfermidades estudadas neste trabalho. Os resultados foram
expostos de acordo com a frequéncia de positividade, apresentados em percentual. Com os
dados dos questionarios, os resultados dos testes moleculares, sorologicos, VG, OPG e
presenca/auséncia de ectoparasitos, as associagdes entre as varidveis foram realizadas por meio
do teste estatistico Razdo de Verossimilhanga. Contudo, em situagdes onde frequéncia foi igual
a zero, o teste utilizado foi utilizado o Teste Exato de Fischer. O nivel de significancia nas
analises foi de 5% (p<0,05). Apenas em uma propriedade foram encontrados ectoparasitos,
sendo uma pulga (Ctenocephalides felis felis) e uma ninfa de carrapato (Amblyomma sp.). Por
meio da PCR, resultados positivos foram obtidos para os hemopatégenos: Mycoplasma ovis
(71,48%), Anaplasma spp. (4,07%), Anaplasma marginale (2,96%), Ehrlichia monocitica
(2,96%), Babesia spp. (0,74%), e Ehrlichia/Anaplasma de granulocitos (0,38%). Todas as
propriedades apresentaram coinfeccdes entre algum dos agentes estudados neste trabalho. A
PCR para N. caninum apresentou 25,55% de positividade. A sororreatividade para 7. gondii foi
encontrada em 59 amostras (22,1%) com o indice de reatividade (I.R.) >1,0. Por meio da analise
dos esfregacos sanguineos, buffy coat e Técnica de Woo, ndo foi encontrado nenhum patdgeno.
J& a mensuragdo do volume globular demonstrou que 43,71% dos animais apresentavam-se
anémicos no momento da coleta. O resultado do OPG foi negativo em 42,13% (83/197) das
amostras analisadas e contagem com valores inferiores a 500 ovos ocorreu em 20,81% (41/197)
das amostras analisadas. Infec¢ao grau leve (500-800 ovos) foi detectada em 6,59% (13/197)
das amostras, grau moderado (800-1.500 ovos) em 4,56% (09/197) e grau elevado (<1.500
ovos) em 26,90% (53/197). Os fatores de riscos com significdncia na positividade para os
patogenos foram: o reuso de agulhas para M. ovis; a presenca de ectoparasitos para Anaplasma
spp. € Ehrlichia monocitica; propriedades com as fontes de d4gua poco, nascente e cisterna para
N. caninum; ovinos pertencentes a categoria >24 meses de vida para N. caninum,; € na
sororreatividade para 7. gondii a presenca de gatos, fontes de agua pogo e nascente e a
ocorréncia de distarbios reprodutivos. As hemoparasitoses estavam presentes em todos os
rebanhos analisados devendo ser considerada um diagnostico diferencial para ovinos anémicos.
Além disso, sdo indispensaveis o estabelecimento de medidas para o controle da toxoplasmose
nos rebanhos e o maior entendimento do papel de N. caninum nos distirbios reprodutivos desses
animais.



Palavras-chave: Brasil. Hemoparasitoses. Neosporose. OPG (Contagem de ovos por grama de
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ABSTRACT

Brazil accounts for approximately 13.5 million sheep in agricultural establishments and the
Brazilian dairy sheep industry is on the rise. In order to expand the market and achieve high
levels of milk production, maintaining the health of the sheep herd through proper sanitary
management is essential. In this context, knowing the prevalence of diseases in the herd is
essential, helping in the adoption of corrective and prophylactic measures. Thus, the objective
of this work was to carry out a molecular survey of hemopathogens and Neospora caninum and
Toxoplasma gondii seroepidemiological, search for ectoparasites and survey of risk factors
associated with these pathogens in commercial properties of dairy sheep in the state of Minas
Gerais. The study was carried out in three municipalities: Glaura, Itapecerica and Jaboticatubas,
totaling four properties and 270 blood samples. For the molecular analyzes, the Polymerase
Chain Reaction — PCR — was performed and for the serological analyzes the Enzyme
Immunoabsorbent Assay — ELISA. In addition, parasitological analyzes on blood samples were
performed, such as peripheral and whole blood smear, buffy coat, Woo technique and
measurement of globular volume. Also, the eggs per gram — EPG — was carried out on samples
from 197 animals looking for trichostrongylid eggs in order to associate with the presence of
anemia. The search for ectoparasites was carried out by manual collection and by puga. Still,
through the zoosanitary questionnaire applied in the properties, it was verified which are the
risk factors for the diseases studied in this work. The results were exposed according to the
frequency of positivity, presented as a percentage. With the data from the questionnaires, the
results of the molecular, serological, VG, EPG tests and the presence / absence of ectoparasites,
the associations between the variables were performed using the Likelihood Ratio statistical
test. However, in situations where frequency was equal to zero, the test used was the Fischer
Exact Test. The level of significance in the analyzes was 5% (p<0.05). Ectoparasites were found
in only one property, being a flea (Ctenocephalides felis felis) and a tick nymph (4Amblyomma
sp.). Through PCR, positive results were obtained for hemopathogens: Mycoplasma ovis
(71.48%), Anaplasma spp. (4.07%), Anaplasma marginale (2.96%), Ehrlichia monocitica
(2.96%), Babesia spp. (0.74%), and Ehrlichia | Anaplasma Granulocyte (0.38%). All properties
showed co-infections among some of the agents studied in this work. The PCR for N. caninum
showed 25.55% positivity. The seroreactivity for 7. gondii was 59 (22.1%) with a reactivity
index (I.LR.) >1.0. Through the analysis of blood smears, buffy coat and Woo's technique, no
pathogen was found. The measurement of the globular volume showed that 43.71% of the
animals were anemic at the time of collection. The EPG result was negative in 42.13% (83/197)
of the analyzed samples and counting with values below 500 eggs occurred in 20.81% (41/197)
of the analyzed samples. Mild grade infection (500-800 eggs) was detected in 6.59% (13/197)
of the samples, moderate grade (800-1,500 eggs) in 4.56% (09/197) and high grade (<1,500
eggs) in 26.90% (53/197). The risk factors with significance in the positivity for the pathogens
were: the reuse of needles for M. ovis, the presence of ectoparasites for Anaplasma spp. and
Ehrlichia monocytic; properties with well, spring and cistern water sources for N. caninum;
sheep belonging to the categories > 24 months old for N. caninum; and in seroreactivity for 7.
gondii the presence of cats, well and spring water sources and the occurrence of reproductive
disorders. Hemoparasitosis were present in all the herds analyzed and should be considered a
differential diagnosis for anemic sheep. In addition, it is essential to establish measures for the
control of toxoplasmosis in herds and a greater understanding of the role of N. caninum in the
reproductive disorders of these animals.

Keywords: Brazil. Hemoparasitosis. Neosporosis. EPG (eggs per gram). Sheep.
Toxoplasmosis.
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1 INTRODUCAO

Segundo o censo agropecudrio realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica— IBGE (2017), o Brasil contabiliza, considerando a atualiza¢ao dos dados para 2019,
13.789.345 ovinos. A criacao dos ovinos possibilita a producao de alimento, seja pelo leite ou
pela carne, e também a produgdo de 13, fibra processada industrialmente para usos téxteis,
limpeza e coloragao (VIANA, 2008). A producao de leite de ovelha, no mercado internacional,
¢ utilizada principalmente para a confeccdo de produtos com maior valor agregado, como
queijos e iogurtes (RANCOURT et al., 2006). No mercado nacional, devido a crescente
aceitacdo dos produtos pelos consumidores ¢ a organizacdo dos produtores, a ovinocultura
leiteira se mostra em ascensdo (PENNA, 2011).

Desta forma, em busca de expandir o mercado da ovinocultura leiteira e alcangar altos
niveis de produgao de leite, a manutengao da satde do rebanho ovino por meio de um adequado
manejo sanitario ¢ imprescindivel. Nesse contexto, conhecer a prevaléncia das enfermidades no
rebanho ¢ fundamental, auxiliando na ado¢do de medidas corretivas e, posteriormente,
profilaticas.

Nesse contexto, os hemopatdgenos sdo responsaveis por causar danos as células
sanguineas, podendo resultar em anemia, anorexia, ictericia, ganho de peso reduzido, perda de
producdo e reproducdo, alta morbidade e mortalidade (ADEMOLA; ONYICHE, 2013). Na
bovinocultura, as hemoparasitoses sd3o muito prevalentes e acarretam elevadas perdas
econdmicas. Em muitas regides, sdo consideradas fator limitante ao desenvolvimento desses
animais. No que tange aos pequenos ruminantes, o desconhecimento da prevaléncia e da
relevancia dos hemopatdgenos ainda ¢ realidade. Em sua maioria, ovinos e caprinos anémicos
sdo empiricamente diagnosticados com hemoncose. Causada pelo nematodeo Haemonchus
contortus, a hemoncose tem grande importancia na criacdo de pequenos ruminantes, podendo
inviabilizar a cadeia produtiva dessas espécies (TAYLOR et al., 2017). Neste contexto, deve-
se ressaltar a escassez de pesquisas relacionando as hemoparasitoses em ovinos como
causadoras de anemia, o que pode resultar em subestimacao da relevancia dos hemopatégenos
para a espécie.

Os danos reprodutivos sao responsaveis por grandes perdas econdmicas na ovinocultura
e os protozoarios Toxoplasma gondii e Neospora caninum sao relevantes, ja que podem causar
abortos em ovinos. Dados acerca da prevaléncia e relevancia desses agentes etiologicos em
ovelhas em Minas Gerais sdo faltosos na literatura, sendo necessaria uma investigacao

minuciosa acerca de tais temas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar levantamento molecular de hemopatdgenos e Neospora caninum e soroepidemioldgico
de Toxoplasma gondii em propriedades comerciais de ovinos leiteiros do estado de Minas

Gerais.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar levantamento molecular dos hemopatdogenos dos géneros Babesia, Theileria,
Anaplasma, Ehrlichia e Mycoplasma hemotropico em propriedades comerciais de ovinos
leiteiros do estado de Minas Gerais;

- Realizar levantamento molecular dos hemopatdgenos das espécies Mycoplasma ovis e
Trypanosoma vivax em propriedades comerciais de ovinos leiteiros do estado de Minas Gerais;
- Realizar levantamento molecular de Neospora caninum em propriedades comerciais de ovinos
leiteiros no estado de Minas Gerais;

- Realizar levantamento soroepidemioldgico de Toxoplasma gondii em propriedades comerciais
de ovinos leiteiros do estado de Minas Gerais;

- Fazer analise de prevaléncia de soropositividade de 7. gondii;

- Realizar a identificag@o dos ectoparasitos encontrados nas propriedades comerciais de ovinos
leiteiros do estado de Minas Gerais;

- Relacionar a quantificagdo dos ovos de tricostrongilideos com os valores de volume globular
associado a presenca/auséncia de hemopatogenos;

- Fazer analise das coinfec¢des/animal;

- Fazer andlise de fatores de risco ou protetivos para as hemoparasitoses, toxoplasmose e

neosporose.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ovinocultura leiteira

Foi em uma regido desértica da Asia Central, h4 mais de 4.000 anos, que 0s ovinos
foram domesticados pelo homem, sendo considerada a primeira espécie de produgdo a ser
explorada (MASON, 1984). O objetivo da criacdo dos ovinos consistia na producdao de
alimentos, na forma de carne ¢ leite, ¢ de outros produtos, tais como a 13 extraida destes animais
(VIANA, 2008).

A relevancia da ovinocultura ¢ muito varidvel entre os continentes e paises, sendo o
determinante as necessidades e condigdes de cada local. A distribuicdo global desse setor ¢
concentrada em algumas regides e geralmente determinada por fatores ambientais, culturais e
socioeconomicos (FAOSTAT, 2014).

Em paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos, o leite ovino ¢ considerado uma
excelente alternativa de suplementacao nutricional, evitando a fome e deficiéncias de proteinas,
vitaminas, cdlcio e energia (HAENLEIN, 2001). No Brasil, a ovinocultura leiteira ainda ¢ uma
atividade pouco expressiva (ROHENKOHL et al., 2011). Os primeiros ovinos com aptidao
leiteira foram introduzidos no sul do pais em 1992. A raga escolhida foi a Lacaune, de origem
francesa, que atualmente estd bem adaptada as condicdes climaticas e nutricionais do pais
(BRITO et al., 2006). A distribuicdo dos ovinos entre os estados brasileiros estd representada

na Figura 1.

Figura 1 — Distribui¢ao dos ovinos no Brasil anos de 2016-2018
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Por meio da mobilizagao e organizacao dos produtores, no ano de 2010, houve a criacao
da Associagdo Brasileira de Criadores de Ovinos de Leite (ABCOL), sediada em Chapeco-SC,
que objetiva valorizar e divulgar o leite ovino no pais (PENNA, 2011). Outra iniciativa que visa
impulsionar o comércio de leite ovino e seus derivados € o projeto “Caravana leite de cabra e
ovelha”. Idealizado por pesquisadores da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(Embrapa) Caprinos e Ovinos, o projeto objetiva divulgar a criagdo de pequenos ruminantes
leiteiros e compartilhar informagdes técnico-cientificas sobre os dois setores e suas
oportunidades (EMBRAPA, 2020). Assim, o mercado de derivados de leite de ovelha no Brasil
vem aumentando, sendo cada vez mais aceito pelos consumidores.

O leite ¢ considerado um dos alimentos mais completos do ponto de vista nutricional.
Tal afirmativa deve-se ao seu elevado valor bioldgico, alta digestibilidade, além de ser
excelente fonte de proteina e calcio (REVERS et al., 2016). A composi¢do média do leite ovino
apresenta 17,5% de s6lidos totais; 6,5% de gordura; 3,5% de proteina; 4,8% de lactose ¢ 0,92%
de minerais (PULINA; NUDDA, 2004). Além da famosa produgdo de queijos finos, outros
produtos podem ser industrializados a partir do leite ovino, tais como iogurtes, sorvetes, leite
congelado, leite longa vida (UHT), leite em p6 e cosméticos (ROHENKOHL et al., 2011). No
Brasil, a fabricacdo de derivados de leite de ovelha em escala industrial ocorre na regido Oeste
Catarinense, nas regides da Serra e Metropolitana do Rio Grande do Sul, no Centro-Sul do Rio
de Janeiro e no Sul de Minas Gerais (NESPOLO et al., 2012).

Para a obten¢do do pleno desenvolvimento da produgdo dos ovinos € necessario
conhecer as principais medidas de manejo sanitario, bem como as doengas que acometem a
espécie e as formas de evita-las e trata-las. Dessa forma, € possivel reduzir os indices de
mortalidade, bem como otimizar o desenvolvimento dos animais (COSTA, 2002).

A verminose gastrintestinal ¢ considerada o principal problema enfrentado pelos
criadores de ovinos. Sdo responsaveis por causar diminui¢do no ganho de peso, baixas taxas
reprodutivas, menor aproveitamento dos alimentos, gastos com tratamentos e at¢ mortalidade
dos animais (SOTOMAIOR et al., 2009). Neste contexto, a hemoncose apresenta destaque.
Causada pelo Haemonchus contortus, ¢ considerada um fator limitante a atividade pecuadria,
podendo chegar a inviabilizar as cadeias produtivas. Este fato pode ocorrer se a mucosa
digestiva sofrer lesdes, se houver perda sanguinea do organismo, disfun¢des na absor¢ao dos
nutrientes, diarreia com sangue e anemia, indicadores estes que irdo contribuir para determinar
a gravidade e o grau da infeccdo (TAYLOR et al., 2017).

O diagnostico da hemoncose pode ser realizado por meio do método FAMACHA®, o

qual classifica a coloracao da mucosa ocular em 5 graus (Figura 2), determinando a necessidade
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ou ndo de vermifugagdo dos animais. O escore FAMACHA® esta diretamente relacionado a
anemia e indiretamente ao hematocrito (VG). A escala variade 1 a 5, sendo 1 a mucosa muito
corada e o animal considerado ndo anémico (VG>27%) e 5 a mucosa muito hipocorada,
sugerindo anemia grave (VG<13%) (KENYON; JACKSON, 2012; MAIA et al., 2015; VAN
WYK; BATH, 2002).

Figura 2 — Método FAMACHAZC® sendo realizado em ovino

Fonte: https://www.embrapa.br/en/busca-de-noticias/-/noticia/1491473/metodos-alternativos-como-o-famacha-
reduzem-o-uso-de-anti-helminticos-e-a-resistencia-parasitaria

Diante do exposto, fica evidente que o tratamento da hemoncose ¢ realizado de forma
empirica, uma vez que existem outras causas de anemia em ovinos, como as hemoparasitoses.
Assim, pode-se pressupor que muitos animais sdo tratados erroneamente, favorecendo o
desenvolvimento de resisténcia dos parasitos gastrintestinais as bases utilizadas em seu controle
(SUTHERST; COMINS, 1979). Além disso, por meio de tratamentos erroneos, os quais nao
tem como foco o agente realmente envolvido, os animais permanecem infectados de forma

subclinica, causando prejuizos, muitas vezes, imperceptiveis.

3.2 Hemopatogenos

3.2.1 Mycoplasma hemotropico

O trafego vetorial aumentou significativamente nos ultimos anos devido a proximidade
cada vez maior entre os animais domésticos e selvagens, o que permitiu o compartilhamento de
vetores e patdgenos (PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011). Neste contexto, os micoplasmas
hemotrdpicos, também denominados hemoplasmas, sdo considerados importantes patégenos

emergentes na medicina veterinaria ¢ na medicina humana (MAGGI et al., 2013)
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Micoplasmas hemotrdpicos sdo bactérias gram-negativas de localizacdo epi-eritrocitica
pertencentes a ordem Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae, género Mycoplasma
(EUZEBY, 1997). Nio apresentam parede celular e seu genoma é considerado diminuto, o que
gera estrita dependéncia a célula hospedeira. Variam de 0,3 a 1 um de diametro e podem ser
encontrados na forma de cocos, anéis ou hastes (MESSICK, 2004).

Acredita-se que esses organismos apresentam ampla distribuicdo mundial, sendo sua
principal forma de transmissdo por meio de vetores artropodes. Ha uma intima relagdo entre
alta prevaléncia de hemoplasmas e paises tropicais, uma vez que as condi¢des climaticas desses
locais sdo propicias para a manuten¢ao dos vetores (MACIEIRA et al., 2008). Dentre as rotas
de transmissao de diversas espécies de hemoplasmas, podemos citar as pulgas, Ctenocephalides
felis, como provavel vetor de Mycoplasma haemofelis e “Candidatus M. haemominutum”
(LAPPIN et al., 2006; SHAW et al., 2004; WOODS et al., 2005) e o piolho Polyplax serrata,
transmitindo Mycoplasma coccoides para ratos (BERKENKAMP; WESCOTT, 1988). O
carrapato canino Rhipicephalus sanguineus é o vetor do Mycoplasma haemocanis
(SENEVIRATNA, 1973). Também hé evidéncias de transmissdo vertical em bovinos
(GIROTTO-SOARES et al., 2016).

A sintomatologia causada pelos hemoplasmas sdo pouco especificas, podendo variar de
uma anemia grave a uma infec¢do cronica sem sinais clinicos. Animais com infec¢ao aguda
podem apresentar uma anemia hemolitica leve a fatal, além de anorexia, febre, ictericia e
hipoglicemia. Ja a forma cronica é associada a auséncia de sinais clinicos. Entretanto, as
consequéncias da infec¢do a longo prazo ainda sdo desconhecidas (HOELZLE, 2008).

O diagnéstico da infecgdo, historicamente, se baseou na avaliagdo de esfregagos de
sangue. Devido a parasitemia ciclica e infec¢do cronica, esta técnica ndo apresenta boa
sensibilidade e especificidade, ndo sendo uma boa indicacdo para o diagndstico da infecg¢@o. As
técnicas de diagndstico molecular, como a PCR, tém sido amplamente usadas com sucesso para
identificar os animais infectados de forma aguda e cronica (HOELZLE, 2008; MESSICK,
2004). O tratamento e controle de infec¢cdo, com base em relatérios da Australia, indicam que
a redugdo do estresse e uma boa nutricdo sdo as melhores maneiras de recuperar um animal
(DPIRD, 2018).

Com base na detecc¢ao de fragmentos do gene 16S rDNA, duas espécies de hemoplasmas
foram descritas em pequenos ruminantes, Mycoplasma ovis (anteriormente denominado
Eperythrozoon ovis) e Candidatus Mycoplasma haemovis (HORNOK et al., 2012).
Mycoplasma ovis ¢ um patdégeno zoonoético emergente com distribui¢do mundial, podendo

causar anemia hemolitica, ictericia e baixo desempenho nos animais. As consequéncias da
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infeccdo ja relatadas podem incluir edema submandibular e perda de peso. Em cordeiros, a
hemoplasmose pode limitar o ganho de peso, ocasionar sinais neurolégicos € musculares, o que
pode ser explicado devido a hipoxemia desencadeada pela anemia grave. Porém, muitos
animais jovens infectados permanecem assintomaticos (DADDOW, 1981). Estudos com
infeccdo experimental por M. ovis em ovinos mostraram que o grupo controle (sem infec¢ao)
apresentou média de 10,35 g/dL Hb, com VG de 30,5%, enquanto o grupo infectado apresentou
6,45 g/dL Hb, com um VG médio de 18,17%. Isso sugere que a infec¢do causa uma grande
alteracdo hematoldgica em ovelhas (DADDOW, 1979).

Ha uma variedade de rotas de transmissdo do M. ovis ja descritas, como carrapatos,
pulgas, mosquitos e piolhos (AKTAS; OZUBEK, 2017; BERKENKAMP; WESCOTT, 1988;
DADDOW, 1981; LAPPIN et al., 2006; SENEVIRATNA, 1973; SHAW et al., 2004; WOODS
et al., 2005). Ha também a possibilidade de transmissdo iatrogénica, seja por meio do contato
com sangue infectado em um procedimento cirirgico, vacinagdo, aplicacdo de medicamentos,
entre outros (CAMPBELL et al., 1971; PHILBEY et al., 2006). A transmissao transplacentaria
também ocorre, permitindo assim uma ampla circula¢do do patdogeno ndo apenas em ovelhas,
mas também em outros mamiferos domésticos e selvagens, como ja demonstrado no Brasil para
cervos de vida livre e em cativeiro (GRAZZIOTIN et al., 2011).

Machado et al. (2017) determinaram a prevaléncia de hemoplasmas em cabras do estado
da Paraiba, nordeste do Brasil. Foram coletadas 402 amostras de sangue de cabras, as quais
foram submetidas a PCR. As amostras positivas foram confirmadas por sequenciamento. Um
total de 158/402 (39,3%) cabras foram positivas para M. ovis. O autor sugere que o agente ¢
altamente prevalente em cabras de nordeste do Brasil, principalmente em animais leiteiros.
Dados sobre M. ovis em cabras foi raramente relatado, com prevaléncia variando de ausente na
Australia, Tunisia e Marrocos (AIT LBACHA et al., 2017, DADDOW, 1979) para 20% ou
94% em Hungria e Maldsia, respectivamente (HORNOK et al., 2012; JESSE et al., 2015). Na
Argentina, um estudo descreveu um surto de micoplasmose resultando na morte de ovelhas. A
necropsia mostrou sinais de anemia, ictericia subcutinea leve, ictericia hepatica acentuada,
esplenomegalia, rins fridveis, congestdo e edema pulmonar. Os ovinos foram positivos na PCR
para M. ovis (AGUIRRE et al., 2009).

Souza et al. (2019) objetivaram apresentar o primeiro relato de micoplasmas
hemotrdopicos em ovinos no Brasil. Amostras de sangue foram coletadas de 33 ovelhas de uma
fazenda no sul do Brasil e testadas para hemoplasmas usando a PCR. Das 33 amostras, 26
(78,8%) apresentaram resultado positivo. O sequenciamento das amostras positivas mostrou

100% de identidade com multiplas sequéncias de M. ovis 16S rDNA. O autor destaca que,
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considerando que o Haemonchus contortus ¢ uma importante causa de anemia em ovinos, um
agente que cause hemolise, como M. ovis, apresenta grande relevancia. A ocorréncia de M. ovis
observada neste estudo (78,8%) foi superior a encontrada para ovinos na Hungria (51,5%)
(HORNOK et al., 2009), caprinos na China (41%) (SONG et al., 2014), e caprinos no Brasil
(39,30%) (MACHADO et al., 2017).

3.2.2 Anaplasma

Anaplasma € um género de rickettsia intracelular obrigatoria (HORNOK et al., 2007),
pertencente a ordem Rickettsiales e a familia Anaplasmataceae. Sao patdgenos que apresentam
como vetores bioldgicos os carrapatos e sdo encontrados dentro de vactliolos parasitoforos no
citoplasma da célula hospedeira (KOCAN et al., 2015). A transmissdo do patdégeno também
pode ocorrer mecanicamente, por meio de picada de moscas hematéfagas, de forma iatrogénica,
por meio de fomites contaminados e de forma transplacentaria (KOCAN et al., 2010).

A reclassificacdo da ordem Rickettsiales ocorrida no ano 2001 expandiu o género
Anaplasma, que anteriormente continham patdégenos que eram hospedeiros especificos para
ruminantes (Anaplasma marginale, Anaplasma centrale € Anaplasma ovis), pela adigao de
Anaplasma phagocytophilum, uma unificagdo de trés organismos previamente classificados
como Ehrlichia (Ehrlichia equi, Ehrlichia phagocytophila e o agente sem nome da erliquiose
granulocitica humana). Também foram incluidos no género Anaplasma o Anaplasma bovis
(anteriormente Ehrlichia bovis), Anaplasma platys (anteriormente FEhrlichia platys) e
Aegyptianella pullorum. Apesar da relacdo gendmica dos organismos reagrupados, muitos
aspectos de sua biologia sdo diversos, incluindo a especificidade do hospedeiro e da célula
hospedeira, proteinas de superficie principais (MSPs) e os carrapatos vetores (DUMLER et al.,
2001).

Um estudo realizado por Obaidat e Salman (2019) estimou a soroprevaléncia e avaliou
os fatores de risco associados a anaplasmose em vacas leiteiras, ovelhas e cabras em todas as
regides da Jordania, Asia. Animais aparentemente saudaveis de 135 fazendas foram testados
para Anaplasma spp. por meio do teste indireto ELISA competitivo. No nivel de fazenda, 36%,
94% e 94% das fazendas de bovinos, ovinos e caprinos, respectivamente, foram soropositivas
para Anaplasma spp. No que se refere aos niveis individuais, 22%, 89% e 82% das vacas,
ovelhas e cabras testadas, respectivamente, foram soropositivas, o que demonstra alta

soroprevaléncia de Anaplasma spp., em especial nos pequenos ruminantes. Usando o Teste
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Exato de Fisher, houve uma associagao significativa entre alta soroprevaléncia e aborto recente
em pequenos ruminantes.

Anaplasma marginale, patdégeno intraeritrocitico, foi encontrado em propriedades de
bovinos leiteiros ¢ ¢ considerado um dos principais patdégenos intraeritrocitico de bovinos
(BYARUHANGA et al., 2018). Juntamente com a Babesia bigemina e a Babesia bovis, compode
o complexo Tristeza Parasitaria Bovina, enfermidade que apresenta elevada prevaléncia em
paises tropicais e subtropicais e ¢ responsavel por elevadas perdas economicas, sendo
considerada fator limitante a criacdo de bezerros. A prevaléncia e a relevancia de 4. marginale
em pequenos ruminantes ainda ndo esta bem consolidada na literatura. Alguns pesquisadores
tém iniciado esse levantamento, como Yousefi et al. (2017), que determinaram a prevaléncia
de A. marginale em ovelhas e cabras no oeste do Ird. Foram analisadas 370 amostras de sangue
por método molecular (PCR), sendo 206 amostras de ovelhas e 164 de cabras. As cabras foram
todas negativas e 0,54% das ovelhas foram positivas, indicando que essa espécie animal ¢
reservatdrio potencial para 4. marginale. No Brasil, Silva et al. (2018) relataram a primeira
deteccdo molecular de A. marginale em caprinos do Nordeste com base na andlise de
sequenciamento dos genes mspla, msp4 e mspS. Um estudo recente, conduzido por Barbosa et
al. (2021), investigou a ocorréncia de A. marginale em uma propriedade multiespécies
(caprinos, ovinos e bovinos) no estado da Paraiba. Um total de 47/119 das cabras e 2/71 das
ovelhas foram sororreativas pelo ELISA comercial. Os bovinos apresentaram resultado
negativo. Os autores sugerem que as cabras, principalmente, podem desempenhar um papel na
epidemiologia da anaplasmose.

Anaplasma bovis e A. ovis parasitam monodcitos e eritrocitos, respectivamente. Esses
agentes foram relatados em animais domésticos e selvagens em vérias partes do mundo (LEE
et al., 2018; LIU et al., 2012). Em pequenos ruminantes, 4. ovis pode causar anemia, febre,
perda de peso, aborto espontaneo, ictericia ¢ morte (HORNOK et al., 2013). A gravidade da
infeccdo pode ser amplificada sob condigdes estressantes, como coinfec¢do, vacinagao,
verminose, elevada infestagdo de carrapatos, mas condigdes de satude e elevadas temperaturas
(RENNEKER et al., 2013). Um estudo conduzido por Yousefi et al. (2017) visou determinar a
prevaléncia de 4. ovis em ovelhas e cabras no oeste do Ird. Foram analisadas por PCR 370
amostras de sangue, sendo 206 amostras de ovelhas e 164 de cabras, dessas 20,8% das ovelhas
e 34,7% das cabras foram positivas, demonstrando uma alta prevaléncia de 4. ovis em pequenos
ruminantes. Renneker et al. (2013) realizaram um estudo semelhante, avaliando a prevaléncia
de A. ovis em quatro paises distintos. Ao todo, 1.161 amostras de sangue da Turquia (n = 830),

Iraque (n = 195), Sudao (n = 96) e Portugal (n = 40) foram examinadas por PCR, dos quais
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31,4%, 66,6%, 41,6% e 82,5%, respectivamente, foram positivas. Isso indica alta prevaléncia
de A. ovis nos paises sob investigacao, e pode-se supor que a situacao em outras areas do mundo
seja semelhante. Importante destacar que, até o momento, ndo ha relato de 4. ovis no Brasil.

Anaplasma phagocytophilum ¢ um patégeno encontrado em células granulociticas de
importancia zoondtica e foi identificado pela primeira vez como o agente etioldgico da febre
transmitida por carrapatos em ovelhas e outros ruminantes, uma doen¢a que afeta a produgao
dos animais acometidos. Animais jovens sao os mais afetados e os sinais clinicos incluem febre
alta, anorexia, queda repentina na produg¢do de leite e aborto em ovelhas (STUEN et al., 2013).
O A. phagocytophilum infecta os neutréfilos de bovinos, ovelhas, cabras, cavalos, caes, lebres,
iaques e varias espécies de roedores (DE LA FUENTE et al., 2016; KAWAHARA et al., 2006;
OCHIRKHUU et al., 2017; ROCCHIGIANI et al., 2018). No Brasil, Santos et al. (2011)
detectaram A. phagocytophilum em caes localizados no Rio de Janeiro. Das 253 amostras
analisadas por PCR, 7,11% (18/253) foram positivas. Por meio do sequenciamento nucleotidico
comprovou-se que a sequéncia obtida apresentava 100% de identidade com outras sequéncias
de A. phagocytophilum publicadas no GenBank. Nogueira et al. (2017) avaliaram 97 amostras
de cavalos do Maranhdo, bem como identificaram os carrapatos coletados. Por meio da RIFI,
foi detectada a soroprevaléncia de 11,34% para anticorpos anti-A. phagocytophilum. Um total
de 170 carrapatos foram coletados e identificados como Dermacentor nitens, Amblyomma
cajennense sensu lato e Rhipicephalus microplus. Todos os carrapatos foram negativos para A.
phagocytophilum na PCR. Até o momento, ndo hé relato desse agente em ovinos. De acordo
com nosso conhecimento, esse ¢ o primeiro trabalho que investiga A. phagocytophilum em
ovinos no Brasil. Desde 2008, ¢ associado a Anaplasmose Granulocitica Humana (HGA) na
China, uma doenga emergente transmitida por carrapatos em humanos (WORMSER, 2016).
Desde entdo, casos de HGA tém sido relatados na Europa e América do Norte (THOMAS et
al., 2009). Os sinais clinicos da HGA sao caracterizados por febre, dor de cabeca, mialgia e
mal-estar, mas a doenca pode ser mais grave quando a infec¢do ocorre em individuos
imunocomprometidos ou em individuos que apresentem coinfec¢do com outros hemoparasitos
(KOCAN et al., 2015).

Anaplasma capra foi inicialmente identificado em 31% (37/120) das amostras de sangue
de cabras assintomaticas localizadas no norte da China em 2012. A espécie recém descoberta
foi considerada um patdégeno emergente e ¢ filogeneticamente distinta de outras espécies de
Anaplasma. A doenga causa sintomas inespecificos, como febre, dor de cabega, mal-estar,
erup¢do na pele e calafrios. Ainda, ¢é caracterizada por causar elevada concentracdo de

aminotransferase hepatica, leucopenia e trombocitopenia (LI et al., 2015). A presenca de A.
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capra foi determinada por nested PCR em 547 amostras de sangue coletadas de cabras e ovelhas
de 24 condados distribuidos em 12 provincias da China. A caracterizagdo molecular de isolados
de A. capra em ovinos e caprinos foi obtido com base em quatro marcadores genéticos
convencionais (genes 16S rRNA, gltA, groEL e msp4). Anaplasma capra foi identificado em
75 de 547 animais, com uma prevaléncia geral de 13,7%. Os isolados de A. capra identificados
de animais, carrapatos e de pacientes humanos possuem as mesmas caracteristicas moleculares,
sugerindo que este organismo poderia ser uma ameaca aos animais € aos seres humanos (YANG

et al., 2017). Importante destacar que, até 0 momento, nao ha relato de A. capra no Brasil.

3.2.3 Ehrlichia

A erliquiose ¢ uma doenga infecciosa emergente causada pelo género Ehrlichia,
pertencente a ordem Rickettsiales e a familia Anaplasmataceae. Inclui espécies de riquétsias
que sao encontradas dentro de vactolos citoplasmaticos parasitando leucocitos dos animais e
do homem (LOSOS, 1986). Relatada pela primeira vez na Argélia, em 1935 (DONATIEN;
LESTOQUARD, 1935), atualmente ¢ considerada um problema de saude publica em regides
tropicais e subtropicais (ZHANG et al., 2017).

As espécies de Ehrlichia sdo classificadas de acordo com o tipo celular que ela parasita
em forma monocitica ou forma granulocitica. A forma monocitica inclui as espécies que
infectam monocitos, como E. chaffeensis, E. canis e espécies relacionadas. J4 na forma
granulocitica encontram-se as espécies que infectam granulocitos (E. ewingii) (COHN, 2003).

A transmissdo da riquétsia ocorre por carrapatos, nos quais hd a multiplicacdo da
Ehrlichia em células intestinais e nas glandulas salivares, ndo ocorrendo transmissdo
transovariana. Ja no hospedeiro definitivo, os microorganismos multiplicam primeiramente em
granuldcitos ou mondcitos formando vactiolos derivados da membrana plasmatica na qual se
multiplicam (RIKIHISA, 2010).

A prevaléncia da erliquiose em ovinos ainda ¢ desconhecida em muitos locais. Poucos
sd0 os paises que realizaram estudos com o objetivo de avaliar a relevancia dessa riquétsia em
seus rebanhos. Na China, Qiu et al. (2016) analisaram 2.240 amostras de sangue de ruminantes
domésticos para Ehrlichia spp. por meio da PCR e foi detectado o DNA do agente em ovelhas
(1,8%; 2/111), cabras (1,1%; 3/270) e bovinos (3,6%; 65/1830), mas nao em bufalos (0/29).
Ainda na China, Ge et al. (2016) realizaram o levantamento da prevaléncia de Ehrlichia spp.
em 100 cabras e ovelhas por PCR, nao obtendo nenhum resultado positivo. Em 2017, Zhang et

al. descreveram o primeiro relato clinico de infeccao por Ehrlichia em cabras infestadas por
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carrapatos. O estudo foi realizado em Wuhan, China. Por meio da anélise de sinais clinicos,
bioquimica sérica, histopatologia e PCR, 24 cabras foram diagnosticadas com erliquiose. Nao

ha dados disponiveis na literatura acerca da erliquiose em ovinos no Brasil.

3.2.4 Babesia

A babesiose ¢ considerada, por muitos autores, a principal doenca causada por
patégenos transmitidos por carrapatos aos ovinos. Apresenta como agente etioldgico um
protozoario pertencente a ordem Piroplasmida e a familia Babesiidae que se desenvolve nos
eritrocitos do hospedeiro vertebrado. O agente ¢ transmitido por carrapatos e pode ser causada
pelas espécies Babesia ovis, Babesia motasi ¢ Babesia crassa. Esses parasitos sao comuns em
regides tropicais e subtropicais do mundo (UILENBERG, 2001), ndo tendo descri¢ao no Brasil.
Babesia ovis é altamente patogénica, causando infec¢des graves que sdo caracterizadas por
febre, anemia, ictericia e hemoglobintria. As taxas de mortalidade em hospedeiros suscetiveis
variam de 30 a 50%. Ja a patogenicidade da B. motasi ndo ¢ alta, sendo considerada
moderadamente virulenta. Em contraste, Babesia crassa nao ¢é patogénica (FRIEDHOFF, 1997;
HASHEMI-FESHARKI, 1997).

A idade do animal estd diretamente relacionada com a suscetibilidade a babesiose.
Cordeiros com idade inferior a 3 meses sdo resistentes a infecgdes agudas, o que ¢ possivel
devido aos altos titulos de anticorpos colostrais adquiridos por meio da imunidade passiva.
Neste contexto, em areas consideradas endémicas, a fim de estabelecer a estabilidade enzootica,
¢ aconselhavel que os cordeiros sejam expostos a B. ovis. O contato precoce dos animais com
0 protozoario permite a producdo de anticorpos, elevando a resisténcia a possiveis reinfec¢des
(HABELA et al., 1990; YERUHAM et al., 1995; YERUHAM et al., 1998).

Uma infecgdo experimental conduzida por Rahbari et al. (2008) foi realizada com o
objetivo de avaliar a patogénese da infeccdo por B. ovis. Com esse intuito, foram utilizados 18
ovinos, com idade variando de 4-6 meses. Seis animais esplenectomizados e oito animais nao
esplenectomizados receberam 5,2x108 eritrocitos parasitados com B. ovis. Os demais animais
foram mantidos como grupo controle. Importante destacar que uma semana antes do inicio do
estudo, amostras de sangue de todos os animais foram coletadas e analisadas por meio de
esfregacos sanguineos com o objetivo de comprovar a negatividade para o patégeno em estudo.
Os resultados mostraram que todos os animais desenvolveram febre concomitante com a
parasitemia, que ocorreu dentro de 2-4 dias apos a inoculagdo (dpi). Os sinais clinicos da doenga

foram graves e incluiram varios graus de anorexia, apatia, anemia, ictericia moderada e
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hemoglobinuria. Nos animais com o bago, a temperatura normalizou no quarto dia apds o pico
de hipertermia e a parasitemia foi diminuindo durante o curso da doenga em quatro casos. No
entanto, nos casos que tiveram sinais clinicos graves, os animais morreram. A parasitemia
atingiu 7% em ovinos esplenectomizados no 7 a 8 dpi; em animais com bago intacto, a
parasitemia foi muito menor e atingiu no maximo 1%. Em ambos os grupos infectados, a
contagem de globulos vermelhos, hematdcrito e concentragdo de hemoglobina cairam logo apo6s
o aparecimento de parasitemia. Os rins e os pulmdes foram os Orgdos mais afetados pela
infec¢ao experimental por B. ovis.

O diagnostico da babesiose ovina em infec¢des agudas pode ser realizado com base nos
sinais clinicos e por meio de exame microscopico pela observagao de esfregacos sanguineos
(GUO et al., 2002). Entretanto, vale ressaltar que o exame microscopico apresenta baixa
sensibilidade, podendo desencadear resultados falso negativos (ALMERIA et al., 2001).
Métodos sorologicos sdo frequentemente utilizados, mas carecem de especificidade (PASSOS
et al., 1998). As técnicas moleculares sdo mais sensiveis e especificas se comparadas com as
demais, o que as tornam um excelente método diagndstico (ALHASSAN et al., 2005; ALTAY
et al., 2005; NAGORE et al., 2004; SCHNITTGER et al., 2003).

A prevaléncia da babesiose ¢ estimada em varios paises, uma vez que ¢ uma
enfermidade com grande importdncia econOmica para a ovinocultura, reduzindo
potencialmente a producao dos animais em regides tropicais e subtropicais (MEHLHORN;
SCHEIN, 1985). Um estudo conduzido no norte da Espanha avaliou, por PCR, 320 ovinos
aparentemente saudaveis. O inquérito demonstrou uma alta taxa babesiose subclinica, 64,7%
(NAGORE et al., 2004). Na Turquia, a determinagdo da soroprevaléncia foi realizada em
Afyon. Amostras de soro foram coletadas de 204 ovelhas, bem como confeccionados esfregagos
sanguineos dos mesmos animais. Os soros foram testados quanto a presenga de anticorpos para
B. ovis por ELISA. Os esfregacgos de sangue foram corados com solugdo de corante Giemsa 5%
e foram examinados microscopicamente. Os anticorpos contra B. ovis foram detectados em 106
das 204 ovelhas (51,96%). Sob exame microscopico, B. ovis foi detectado em 1 das 204 ovelhas
(0,49%) (CICEK et al., 2004). Ainda na Turquia, 2.000 ovelhas foram selecionadas
aleatoriamente em 132 rebanhos de ovinos. A presenga de anticorpos especificos contra B. ovis
foi diagnosticada por RIFI. Um total de 843 (42,15%) as amostras de soro foram consideradas
positivas (EKICI et al., 2012). A relevancia da babesiose nos rebanhos ovinos brasileiros ¢

completamente desconhecida, visto que carecem estudos com este objetivo.



31

3.2.5 Theileria

A teileriose ovina ¢ uma importante doenca nas regides tropicais e subtropicais que pode
ser causada pela Theileria lestoquardi, Theileria sergenti, Theileria ovis € Theileria separata,
pertencente a ordem Piroplasmida e a familia Theileriidae (AL-AMERY; HASSO, 2002; GUO
et al., 2002; JIANXUN; HONG, 1997). Dentre os agentes citados, a 7. lestoquardi é a inica
considerada altamente patogénica para os ovinos (HOOSHMAND-RAD; HAWA, 1973;
UILENBERG, 1981).

Anteriormente conhecida como Theileria hirci, a T. lestoquardi é o agente etioldgico da
teileriose maligna, doenga economicamente importante, uma vez que causa elevada morbidade
e mortalidade em ovinos (UILENBERG, 1997). Rhipicephalus, Hyalomma ¢ Haemaphysalis
foram os géneros de carrapatos incriminados como vetores (MORZARIA, 1998; TIAN et al.,
2014; UILENBERG, 2006). Entre os sinais clinicos pode-se destacar febre, linfadenopatia,
debilidade, anemia e ictericia. A forma aguda ¢ a mais comum, mas as formas subaguda e
cronica também podem ocorrer (AL-AMERY; HASSO, 2002; RAO et al., 1991).

Em outros paises, muitos estudos sobre a prevaléncia da teileriose em ovinos vem sendo
realizado. Na Turquia, de 218 amostras de sangue ovino submetidas a PCR na busca por
Theileria spp., 90 (41,2%) foram positivas, revelando uma alta prevaléncia nas areas de estudo
(AKTAS et al., 2005). No Paquistao, 219 amostras de ovelhas foram analisadas por meio de
esfregacos sanguineos. A prevaléncia de teileriose foi de 3,2% (7/219) (IRSHAD et al., 2010).
J&4 no Sudado, 315 amostras de ovelhas foram analisadas pela prevaléncia de anticorpos, por
meio da RIFIL. 16,2% (51/315) apresentaram resultado positivo para anticorpos anti-Theileria
(SALIH et al., 2003). No Ira, 250 amostras de ovelhas foram analisadas por PCR, 32,8%
(82/250) foram positivas para Theileria spp. (ZAEEMI et al., 2011).

No Brasil, estudos sobre a teileriose sdo escassos € seu impacto no rebanho ovino
brasileiro ¢ desconhecido. Recente pesquisa realizada por Mongruel et al. (2020), objetivou
investigar infeccoes relacionadas a anemia em um rebanho de ovinos, na cidade de
Bandeirantes, estado do Parana, sul do Brasil. Foram submetidas 8 PCR 42 amostras de sangue
ovino e os resultados mostraram que todas os animais foram negativos para Theileria spp.. Mais
estudos sdo necessarios a fim de avaliar a prevaléncia dessa enfermidade em todo rebanho

brasileiro.
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3.2.6 Trypanosoma vivax

Trypanosoma vivax ¢ um protozodrio pertencente a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae, da sessdo Salivaria, subgénero Dutonella, tipicamente cinetoplastico,
medindo entre 20 a 26 um de comprimento, apresentando um tnico flagelo livre (GARDINER,
1989). Originario da Africa, onde é transmitido de forma bioldgica por moscas do género
Glossina (HOARE, 1972), o parasito adaptou-se a transmissao mecanica, disseminando-se para
locais em que ndao ha seu vetor (JONES; DAVILA, 2001; OSORIO et al., 2008). Foi
diagnosticado no Brasil, pela primeira vez, em 1946, no Pard (SHAW; LAINSON, 1972), e,
rapidamente, espalhou-se pelo pais.

Trypanosoma vivax afeta ungulados silvestres e domésticos e ¢ altamente patogénico
para bovinos e pequenos ruminantes (BATISTA et al., 2011; MELO et al., 2011). E responsavel
por grandes perdas econdmicas na pecudria leiteira, relacionadas principalmente com a
mortalidade de animais adultos, abortos e reduco de produgio de leite (ABRAO et al., 2009).

Para o diagndstico do parasito, pode-se utilizar técnicas diretas, sendo estas
parasitoldgicas, como a técnica de Woo ou do microhematdcrito (WOO, 1970), exames de
amostras de sangue fresco entre ldmina e laminula (gota fresca) (BRENER, 1962), esfregacos
sanguineos convencionais, técnica de buffy coat ou moleculares, como a PCR e Amplificagao
Isotérmica Mediada por Loop (LAMP) (CADIOLI et al., 2015). Vale destacar que, segundo
Fidelis Junior et al. (2019), os métodos moleculares apresentam maiores taxas de detec¢do que
os métodos parasitologicos. Entre os métodos indiretos, merecem destaque a RIFI e ELISA
(CADIOLI et al., 2012; SAMPAIO et al., 2015).

Muitos trabalhos estdo disponiveis na literatura abordando a relagdo dos bovinos com o
T. vivax, sendo comprovada a susceptibilidade desses animais a tripanossomose. Por outro lado,
no que tange a intera¢do do 7. vivax com os pequenos ruminantes, poucos sao os estudos
disponiveis. Dessa forma, Batista et al. (2006) objetivaram, por meio de um estudo, determinar
a patogenicidade e os sinais clinicos associados a infec¢do por 7. vivax em ovinos infectados
experimentalmente. O autor utilizou quatro ovinos da raga Santa Inés, inoculando-os por via
intravenosa 1mL de sangue contendo 1,85x10° tripomastigotas. Acompanhando o curso da
infeccdo nesses animais, o autor destacou duas fases: a fase aguda, que persistiu por
aproximadamente duas semanas e foi caracterizada por parasitemia e febre alta; e a fase cronica,
caracterizada por temperatura normal e parasitemia baixa ou ausente. Anemia, leucopenia com
linfocitose e auséncia de ganho de peso foram observados, também, durante a fase cronica. O

eritrograma dos animais revelou acentuada queda na contagem de hemacias, no hematocrito e
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nos teores de hemoglobina, indicando que os animais desenvolveram intensa anemia que
persistiu durante todo o periodo experimental. A anemia provocada por 7. vivax ¢ considerada
multifatorial, sendo atribuida a hemolise intra e extravascular, diminuicdo ou inibicdo da
eritropoiese € hemorragias (HOLMES, 1987). A leucopenia com linfocitose foi a principal
caracteristica do leucograma na fase cronica da doenga nos animais (BATISTA et al., 2006).

Em outro estudo, Batista et al. (2009) investigaram o papel do 7. vivax sob a mortalidade
e abortos em ovinos e caprinos no semiarido brasileiro, onde ocorreram surtos relatados
anteriormente em bovinos. Foram amostradas aleatoriamente 177 cabras e 248 ovelhas em
quatro fazendas no estado da Paraiba em maio e outubro de 2008. Os animais foram
selecionados por meio da positividade na técnica de buffy coat e PCR. Os animais infectados
manifestaram apatia, mucosas palidas, linfonodos aumentados, fraqueza, perda de peso,
opacidade da cornea, cegueira e aborto. Alguns animais apresentaram a doenga aguda e grave,
com os niveis mais elevados de parasitemia e febre, que muitas vezes resultavam em morte.
Estes animais gravemente doentes exibiram perda de peso progressiva e tiveram os menores
valores de volume de células compactadas. Este achado demonstrou, pela primeira vez, que
ovelhas e cabras, que sdo os animais mais importantes da regido semiarida do Brasil, podem
ser gravemente afetadas pela infeccao por 7. vivax.

Galiza et al. (2011) também relataram um surto induzido por 7. vivax em ovelhas em
uma propriedade localizada na Paraiba. Das 306 ovelhas presentes na propriedade, 240
apresentaram sinais clinicos e 216 morreram. Os sinais clinicos incluiram anorexia, letargia,
anemia, pelagem aspera, perda de peso, edema submandibular, aborto e, em alguns casos, sinais
neurologicos. O protozoario foi identificado por esfregaco sanguineo e por PCR. Apds o
tratamento, nenhum parasito foi detectado nos testes diagnosticos. Bovinos e bufalos que
compartilhavam a pastagem com as ovelhas também estavam infectados, mas permaneceram
assintomaticos. Acredita-se que o 7. vivax foi introduzido na propriedade por meio de bufalos
assintomaticos que foram comprados. A transmissdo provavelmente ocorreu de forma
mecanica, por meio de moscas hematofagas, e também iatrogenicamente.

Em Minas Gerais, o primeiro relato de 7. vivax ocorreu em 2008, em um bovino na
cidade de Igarapé (CARVALHO et al., 2008). Desde entdo, a doenca passou a ser relatada em
varios locais do estado, gerando graves prejuizos econdmicos. Meneses (2016) determinou a
prevaléncia soroldgica da enfermidade avaliando 2.185 propriedades distribuidas em sete
regides mineiras: 1. Noroeste, Norte e Nordeste; 2. Leste; 3. Central; 4. Zona da Mata; 5. Sul e
Sudoeste; 6. Alto Paranaiba; 7. Triangulo Mineiro. Amostras de soro de um animal proveniente

de cada rebanho foram submetidas a RIFI para a deteccdo de anticorpos anti-7. vivax. A
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soroprevaléncia das propriedades para tripanossomose bovina no estado foi 2,38%. O resultado
permitiu observar que a prevaléncia foi baixa, no entanto, a doenga ja se encontrava distribuida
homogeneamente em todo o estado. No que tange aos ovinos, a prevaléncia da enfermidade em
Minas Gerais ainda ¢ desconhecida.

Medidas preventivas sdo indispensaveis para evitar os grandes danos causados pelo
T. vivax. A compra de animais pelas propriedades deve ser feita de forma cautelosa e, quando
realizada, ¢ fundamental a pesquisa por hemoparasitos antes da introducao dos novos animais.
Devido a capacidade de transmissdao mecanica por moscas, o controle destas ¢ essencial
(JONES; DAVILA, 2001). Além disso, a utilizagéo de agulhas compartilhadas nio higienizadas
entre os animais ¢ responsavel por uma elevada disseminacdo do 7. vivax entre os animais.
Assim, o uso individual de agulhas ou a adequada higieniza¢do destas ¢ indispensavel.

Entre as medidas de controle para a tripanossomose nas areas nao endémicas da América
do Sul pode-se destacar o uso de drogas tripanocidas (PEREGRINE, 1994), sendo os farmacos
circulantes considerados eficazes o diaceturato de diminazeno (WHITELAW et al., 1988) e
cloreto de isometamidium (PEREGRINE, 1994). Neste contexto, deve-se destacar que ha
aproximadamente 60 anos ndo sdo desenvolvidos novos medicamentos contra o 7. vivax.
Assim, o risco de desenvolvimento de resisténcia as drogas atuais € crescente (CHITANGA et

al., 2011).

3.3 Neospora caninum

Neospora caninum ¢ um protozoario intracelular obrigatorio, pertencente a ordem
Eucoccidiida e a familia Sarcocystidae, conhecido mundialmente por causar grandes perdas
reprodutivas em rebanhos bovinos, ocasionando mortalidade neonatal e abortos (ANDERSON
et al., 2000; DUBEY, 2003). A neosporose foi descrita pela primeira vez em caes, em 1984
(BJERKAS et al.,, 1984). Os primeiros diagnosticos envolviam cdes apresentando sinais
clinicos neuroldgicos e musculares. A descri¢do do cdo como hospedeiro definitivo do N.
caninum ocorreu somente em 1998, quando foi comprovada a capacidade do protozoéario em
desenvolver a fase sexuada de seu ciclo nesses animais, os quais, por sua vez, eliminam oocistos
nas fezes (DUBEY, 2003). Diferentes espécies de passaros e mamiferos, como bovinos,
bubalinos e ovinos, sao considerados hospedeiros intermediarios (DUBEY; SCHARES, 2011).

As formas infectantes conhecidas de N. caninum sdo os taquizoitos, os cistos teciduais
contendo os bradizoitos e os oocistos, que sdo eliminados no ambiente pelas fezes do

hospedeiro definitivo. Os taquizoitos e os cistos teciduais sdo os estagios encontrados nos
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hospedeiros intermedidrios (DUBEY et al., 2002). Os cistos teciduais sdo encontrados,
principalmente, no sistema nervoso central, mas, tecidos extraneurais, especialmente musculos,
podem conter os cistos (DUBEY et al., 2004). O estagio ambientalmente resistente do parasito,
0 oocisto, ¢ excretado na forma nao esporulada, ocorrendo a esporulacio em até 24 horas
(LINDSAY et al., 1999). Todos os trés estagios infecciosos de N. caninum estdo envolvidos na
transmissdo do parasito. Os carnivoros provavelmente sdo infectados pela ingestao de tecidos
contendo bradizoitos e os herbivoros provavelmente sao infectados pela ingestao de alimentos
ou agua potavel contaminados por oocistos esporulados. A transmissdo transplacentdria pode
ocorrer quando os taquizoitos sdo transmitidos para o feto durante a gestagao (DUBEY et al.,
2007).

A neosporose ovina se destaca por ser responsavel por abortos, morte embrionaria,
malformagao fetal e nascimentos de cordeiros fracos (ALMEIDA, 2004). Desde que Dubey e
Lindsay (1990) descreveram N. caninum em um cordeiro naturalmente infectado, o numero de
notificagdes de neosporose ovina elevou notavelmente em todo o mundo. Em diferentes
estudos, anticorpos para N. caninum foram detectados: 1,1% - 8,3% das ovelhas no oeste do Ira
(EZATPOUR et al., 2013; GHAREKHANTI; HEIDARI, 2014), 27,7% no Paquistao (NASIR et
al., 2012), 2,1% na Turquia (GOKCE et al., 2015), 10,3% na China (LIU et al., 2015), 16,8%
na Grécia (ANASTASIA et al., 2013) e 3% na Argentina (HECKER et al., 2013).

No Brasil, estudos sobre a soroprevaléncia da neosporose ovina por meio de infecg¢ao
natural apresentaram uma ampla gama de resultados, indo de taxas de menos de 10%
(FIGLIUOLO et al., 2004) para taxas de 30% (AGUIAR et al., 2004; ANDREOTTI et al., 2009)
em ovelhas assintomaticas. Em Alagoas, Faria et al. (2010) analisaram 26 rebanhos ovinos, dos
quais coletou amostras de sangue de 343 animais. Questionarios epidemioldgicos foram
aplicados em cada rebanho para identificar os fatores de risco associados a neosporose. Trinta
e trés animais (9,6%) testaram positivo para anticorpos anti-N. caninum. Quatorze rebanhos
(53,8%) apresentaram pelo menos um animal soropositivo. Os fatores de risco identificados
foram o tamanho da propriedade (menor ou igual a 30 ha) e fonte de 4gua (pogos + municipal
+ cursos d'agua). J4 Machado et al. (2011) realizaram um estudo em Sao Paulo, objetivando
estabelecer a soroprevaléncia e os fatores de risco associados a neosporose em ovelhas e em
caes. Foram coletadas 1.497 amostras de sangue de ovelhas e 42 de caes que coabitaram com
ovelhas de 16 fazendas. A soroprevaléncia obtida das ovelhas foi de 8,0% e dos cades foi de
4,8%. As variaveis estatisticamente relacionadas a soropositividade para N. caninum em ovinos
foram: represas como abastecimento de agua, presenga de outros canideos domésticos e

presenca de problemas reprodutivos.
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No estado de Minas Gerais, Andrade et al. (2012) determinaram a prevaléncia e os
fatores de risco associados a infec¢do por N. caninum em amostras de soro de 488 ovelhas
provenientes de 63 fazendas em 63 municipios. Soros de 64 ovelhas apresentaram anticorpos
anti-N. caninum. Nenhuma associa¢dao significativa foi encontrada entre a presenga de
anticorpos anti-N. caninum e os fatores de risco avaliados nas fazendas. Ja Salaberry et al.
(2010) verificaram a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em 12 rebanhos de ovinos do
municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Foram analisadas 334 amostras de sangue e, em cada
propriedade, aplicou-se um questiondrio epidemioldgico para avaliar os fatores de risco
envolvidos na transmissdo. A prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em ovinos foi de 8,1%.
Houve diferenga estatistica significativa para rebanhos com problemas de aborto associados a
presenca de anticorpos anti-N. caninum.

Um trabalho conduzido por Exposito et al. (2020) objetivou buscar mais informacgdes
sobre a patogénese e a transmissdo da neosporose ovina. Para isso, realizou a analise sorologica
de 13 ovelhas prenhes naturalmente infectadas com N. caninum. Todas as ovelhas foram
eutanasiadas apos a deteccdo de um aumento acentuado no nivel de anticorpos especificos anti-
N. caninum. A transmissdo vertical foi confirmada em 11 ovelhas por detec¢do do parasito em
pelo o menos um feto. Nem todos os fetos mostraram lesdes patoldgicas microscopicas, mas
encefalite multifocal ndo purulenta foi o principal achado. Ademais, nove das 11 ovelhas
positivas com transmissao vertical apresentaram lesdes nos placentomas (principalmente focos
necroticos multifocais) e o parasito detectado por PCR em oito das 11 placentas. Os
placentomas mostraram um aumento do nimero de linfocitos T CD3+ e macroéfagos, avaliados
por imuno-histoquimica, juntamente com uma regulagdo positiva de IFN-y, IL-10, IL-4, TNFa,
IL-2 e [L-18. IL-17. Ainda nesse sentindo, um recente estudo realizado por Junior et al. (2020),
avaliou, por meio da RIFI e PCR, a transmissdo transplacentaria de N. caninum em até cinco
geracdes de cabras leiteiras naturalmente infectadas. Foram analisadas 95 amostras de soro de
animais positivos, das quais 93 continham anticorpos anti-N. caninum (97,8%). Titulos de
anticorpos anti-N. caninum variaram (aumentando ou diminuindo) na prole. No entanto, com
um aumento no nimero de geracdes de cabras, a prole tendeu a ter titulos mais baixos no dia
do nascimento. Distirbios reprodutivos, como abortos, natimortos ou reten¢do fetal ocorreram
em uma taxa de 10,4%. O autor conclui que a infec¢do por N. caninum persiste por geragdes

em cabras infectadas congenitamente.
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3.4 Toxoplasma gondii

A toxoplasmose, doenga zoonoética causada pelo protozodrio intracelular Toxoplasma
gondii, foi descrita em ovinos pela primeira vez por Hartley et al. (1954) e, posteriormente,
descrita em varios paises. Felideos sdo os hospedeiros definitivos, sendo o gato doméstico
(Felis catus domesticus) o principal hospedeiro. Uma gama de mamiferos ¢ considerada
hospedeiros suscetiveis e podem ser infectados com 7. gondii por transmissdo transplacentéria
de taquizoitos, ingestdo de tecidos de animais contendo cistos infecciosos com bradizoitos e
por ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados com oocistos esporulados (com esporozoitos)
(DUBEY; BEATTIE, 2010).

Os ovinos sdao um dos hospedeiros intermediarios mais suscetiveis a infeccdo aguda
(HILL; DUBEY, 2013). A toxoplasmose ovina implica na possibilidade da infec¢do de seres
humanos através da ingestdo de cistos em carne ovina mal cozida, tanto no Brasil
(BONAMETTI et al., 1997) como em outros continentes (ALMERIA; DUBEY, 2020;
DAWSON et al., 2020). Além disso, também ocorrem grandes perdas econdmicas, uma vez
que pode ocasionar reabsor¢cdo embriondria, mumificacdo fetal, aborto, natimorto e morte
neonatal (JONES et al., 2000). Perdas devido a toxoplasmose durante a prenhez afetam 1,4 -
3,9% dos rebanhos ovinos em todo o mundo, causando perdas econdOmicas devido,
principalmente, a abortos (FREYRE et al., 1999). Na Espanha, Hurtado et al. (2001)
observaram abortos causados pela infec¢do por 7. gondii em 16,9% das ovelhas estudadas; na
Italia, Massala et al. (2007) observaram ocorréncia de abortos em 18,1%; no Texas, Edwards e
Dubey (2013) também relataram abortos em 57% das ovelhas, e no Ird; Partoandazanpoor et al.
(2020) observaram 8,3% de abortos associados a 7. gondii. No Brasil, estudos
soroepidemiologicos em rebanhos ovinos em diferentes regides relataram soroprevaléncia
variando de 7% no Parana a 60,8% em Fernando de Noronha, Pernambuco (COSTA et al.,
2012). No estado de Minas Gerais, 40 em cada 100 ovelhas prenhas abortadas no Gltimo més
de gesta¢do ou com natimortos foram diagnosticadas com 7. gondii por meio de sinais clinicos,
sorologia, histopatologia, imunohistoquimica e PCR (GABARDO et al., 2013).

A transmissdo transplacentaria de 7. gondii pode ser classificada em duas formas:
exdgena e enddgena. Transmissdo exogena ocorre quando a fémea ¢ infectada durante a
gestacdo e taquizoitos cruzam a placenta, infectando assim o feto. Por outro lado, a transmissao
endogena ¢ o resultado da reativagdo de uma infecc¢ao cronica, isto €, bradizoitos diferenciam
em taquizoitos, os quais atravessam a placenta infectando o feto (TREES; WILLIAMS, 2005).

Santos et al. (2016) realizaram estudos sobre a transmissao transplacentdria em ovinos no
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Brasil. Por meio de infec¢des experimentais, os autores detectaram que todos os 25 cordeiros,
nascidos de 20 ovelhas previamente infectadas e reinfectadas durante diferentes fases da
gestagdo, tinham anticorpos anti-7. gondii ao nascimento. Neste contexto, importante destacar
que a placenta das ovelhas, classificada como sindesmocorial, impede a passagem de proteinas
séricas ao feto, incluindo imunoglobulinas. Portanto, a imunidade humoral adquirida
passivamente em ovelhas ocorre através do colostro e ndo via transferéncia transplacentaria de
anticorpos (TIZARD, 2019). Anticorpos produzidos pelas ovelhas contra patdogenos sao
adquiridos pelos recém nascidos somente apds a ingestdo de colostro nas primeiras horas de
vida (SILVA et al., 2010). Assim, animais com altos titulos de anticorpos anti-7. gondii apos o
nascimento e antes da amamentacao foram infectados congenitamente.

Um estudo conduzido por Costa et al. (2021) no semiarido brasileiro avaliou a
transmissdo transplacentaria de 7. gondii em ovelhas naturalmente infectadas. Amostras de
sangue foram coletadas de 55 ovelhas prenhes e de seus descendentes, anteriormente a ingestao
do colostro. As amostras foram obtidas 48 horas e 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 ¢ 56 dias ap6s o
nascimento. Quatro das 30 ovelhas positivas (13,3%) tiveram descendentes positivos para
anticorpos anti-7. gondii antes da ingestao de colostro, comprovando a transmissao congénita.
Os titulos de anticorpos do colostro diminuiram a cada semana e apenas 20% dos cordeiros
continuaram a apresentar anticorpos até 56 dias apds o nascimento.

A busca pelos fatores de risco associados a toxoplasmose deve ser realizada a fim de se
adequar as medidas de prevencdo e controle da enfermidade nos rebanhos. Assim, estudos
recentes foram realizados em diferentes paises. No Libano, El Safadi et al. (2019) observaram
42% de ovinos soropositivos. Animais com mais de 1 ano de idade foram significativamente
mais infectados por 7. gondii que cordeiros (<1 ano). Na China, Yan et al. (2020) observaram
soropositividade de 15,43%. Os fatores de risco para toxoplasmose foram idade (>1 ano), sexo
(machos) e manejo (confinamento). No México, Suazo-Cortez et al. (2020) observaram 35,9%
de animais soropositivos. Idade, ragca e manejo foram identificados como fatores de risco para
toxoplasmose.

No Brasil, Andrade et al. (2013) realizaram a busca pelos fatores de risco em rebanhos
ovinos localizados no Rio Grande do Norte, Brasil. Para isso, utilizaram 930 amostras de soro
oriundas de ovelhas e as testou por ELISA para avaliar a prevaléncia de anticorpos anti-7.
gondii e associar com os fatores de risco. A prevaléncia estimada foi de 22,1%. Entre os ovinos
soropositivos, 18,1% apresentavam anticorpos IgG de baixa avidez, o que sugere a ocorréncia
de toxoplasmose aguda nos rebanhos. Os fatores de risco para toxoplasmose em ovelhas foram:

presenca de gatos; idade dos animais, com adultos apresentando maior chance de infecgdo e o
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uso de 4dgua corrente, caracterizando a existéncia de transmissao por oocistos esporulados de 7.
gondii no ambiente. Em 2016, Régo et al., realizaram um estudo com o mesmo objetivo, mas
no Piaui, Brasil. Das 623 amostras de soro de ovelhas analisadas por ELISA, 56,2% (350/623)
apresentaram anticorpos anti-7. gondii. Os autores destacaram que os fatores de risco estavam
relacionados ao sistema de criacdo extensivo, presenga de mais de dois gatos na propriedade e
canideos domésticos e selvagens com acesso a agua disponivel para o rebanho. Estudos
realizados em Minas Gerais, por sua vez, apresentam resultados diversos entre si. Em
Uberlandia, a prevaléncia estimada foi de 75% (116/155) (ROSSI et al., 2011). Ja em Uberaba
a prevaléncia encontrada foi de 57,6% (144/250) (BASSI et al., 2013). Dorneles et al. (2020)
conduziram um grande estudo com amostras de 21 rebanhos de todo o estado de Minas Gerais.
Seus resultados mostraram que 10,46% (62/594) das amostras apresentaram resultado positivo

e que em 71,43% (15/21) dos rebanhos houve a detec¢do de anticorpos.
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4 MATERIAL E METODOS

A dissertacao esta inserida em um trabalho ja em andamento intitulado “Caracterizacao
Zoosanitaria e Soroepidemioldgica da Ovinocultura Leiteira Comercial”, aprovado pelo Comité
de Etica de Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o
numero de protocolo 87/2020 (Anexo 1).

4.1 Areas de estudo

O estudo foi realizado em trés municipios do estado de Minas Gerais: Glaura,
Itapecerica e Jaboticatubas (Figura 3). O distrito do municipio de Ouro Preto, Glaura, localiza-
se na latitude 20° 17' 48" sul e na longitude 43° 38' 39" oeste, macrorregido central do estado
de MG. Localizado a aproximadamente 73 km da capital mineira, Belo Horizonte. Possui uma
populacdo de cerca de 1.600 habitantes. O clima predominante ¢é o tropical de
altitude caracteristico das regides montanhosas, com verdes amenos € imidos e invernos frios
e secos. Itapecerica localiza-se na latitude 20° 28' 22" sul e na longitude 45° 07' 33" oeste. E
um municipio pertencente a macrorregido do centro-oeste mineiro, localizado a
aproximadamente 180 km de Belo Horizonte. Possui uma populacdo de cerca de 22.000
habitantes. O clima da regido € o tropical de altitude. Jaboticatubas localiza-se na latitude 19°
30' 50" sul e na longitude 43° 44' 42" oeste, macrorregido central do estado de MG. E um
municipio pertencente a regido metropolitana de Belo Horizonte, localizado a
aproximadamente 63 km da capital mineira. Possui uma populacdo de cerca de 17.200

habitantes. O clima da regido ¢ tropical de altitude.

Figura 3 — Localizagdo das propriedades onde as coletas foram realizadas

« Jaboticatubas A i J
o Glaura

= Itapecerica

Fonte: Adaptado de IBGE. Pontos inseridos por meio do sofiware CorelDraw.
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41

4.2 Populagio e amostragem do estudo

Foram alvo do estudo propriedades de ovinos leiteiros com perfil comercial do estado
de Minas Gerais. Para se enquadrar nesse perfil, as propriedades deveriam possuir responsavel
técnico, rebanho maior ou igual a 50 matrizes, reprodutor puro de origem (PO) registrado e
gerar renda e/ou ter viabilidade financeira. O contato com as propriedades foi realizado pela
Professora Aurora Maria Guimaraes Gouveia (DMVP, EV/UFMG) com o responsavel técnico
que atua nas propriedades.

O tipo de amostragem utilizado no estudo foi a amostragem por conveniéncia. Amostras
de conveniéncia sdo aquelas nas quais os elementos da populagdo sdo escolhidos de acordo com
sua disponibilidade em participar do estudo ou do interesse do pesquisador (SCHEAFFER et
al., 1996). O ntimero total de amostras analisadas foi de 270. A estratificagdo das amostras

coletadas por propriedade esta descrita no Quadro 1.

Quadro 1 — Estratificagdo das amostras coletadas por propriedade

Nome da propriedade Localizaciao Total de amostras
Propriedade 01 Itapecerica — MG 71
Propriedade 02 Jaboticatubas — MG 48
Propriedade 03 Jaboticatubas — MG 55
Propriedade 04 Glaura — MG 96

Total 270

Fonte: elaborado pelo autor.

4.3 Coletas

As coletas foram realizadas entre os meses de fevereiro a outubro de 2020 (Propriedade
01: fevereiro; Propriedade 02: setembro; Propriedade 03: outubro; Propriedade 04: outubro) em
ovinos com idade superior a seis meses de vida, predominantemente da raga Lacaune, de ambos
os sexos. Dos animais amostrados (n = 270), realizou-se avaliacio de mucosas, busca por
ectoparasitos (Figura 4B), confec¢do de esfregaco sanguineo periférico por puncgao de capilar
em ponta de orelha e coleta de sangue total por meio de punc¢do da veia jugular em tubo do tipo
vacutainer contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Figura 4A). No transporte, as
amostras foram acondicionadas em caixa isotérmica com gelo reciclavel até chegar ao
Laboratorio de Protozoologia Veterinaria do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB), onde foram

separadas aliquotas de sangue total e aliquotas de plasma, bem como realizada a confec¢do de
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esfregaco sanguineo de sangue total. As amostras de sangue e plasma foram congeladas a -20°C

até o momento da realizacdo dos testes moleculares e sorologicos.

Figura 4 — Coletas sendo realizadas a campo. 4A — Coleta de sangue por meio de puncdo da veia jugular em
tubo do tipo vacutainer contendo EDTA. 4B — Coleta de moscas com o auxilio de um puga

Fonte: acervo pessoal.

4.4 Questionario zoosanitario

O questionario zoosanitario, ferramenta de coleta de dados epidemioldgicos, foi
aplicado em todas as propriedades visitadas (Figura 5). O questionario apresenta perguntas que
tangem possiveis fatores de risco para a ocorréncia de hemopatdgenos, 7. gondii e N. caninum
nos animais. O material ¢ dividido em alguns tdépicos: identificagio da propriedade,

informagdes do rebanho, instalagdes, sanidade e reproducdo (Anexo 2).

Figura 5 — Aplicagdo do questionario zoosanitario. SA — Questionario zoosanitario aplicado na propriedade. 5B
— Questionario zoosanitario sendo preenchido na propriedade

Fonte: acervo pessoal.
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4.5 Ectoparasitos

Os ectoparasitos foram armazenados em soluc¢ao de 4lcool 70% em frascos devidamente
nomeados. A identificacdo taxonOmica foi realizada com auxilio de chaves dicotomicas de
acordo com Tuff (1977) para piolhos e Barros-Battesti et al. (2006) para carrapatos.

O aparelho bucal das moscas capturadas foi analisado e somente moscas hematofagas

seriam consideradas para identificagdo.

4.6 Analises laboratoriais

4.6.1 Locais de realiza¢do das analises laboratoriais

As andlises parasitologicas em amostras sanguineas ¢ as analises moleculares foram
realizadas Laboratorio de Protozoologia Veterinaria, ICB. As andlises sorologicas para T.
gondii foram realizadas no Laboratorio Toxoplasmose, ICB. J4 a contagem de ovos por grama

de fezes realizada no Laboratério da Clinica de Ruminantes, Escola de Veterinaria.

4.6.2 Analises parasitoldogicas em amostras sanguineas

Para o diagnéstico morfologico de hemopatdgenos foi realizada a confeccao de
esfregagos sanguineos convencionais de sangue total e de sangue periférico (ponta de orelha).
Ainda, foi confeccionado esfregacos da camada obtida pela centrifugagdo do capilar,
denominada buffy coat ou esfregaco leucoplaquetario (MURRAY et al., 1977). Todas as
laminas foram coradas com Pandtico rapido (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil) ou Giemsa
(Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil) e secas a temperatura ambiente (Figura 6B).
Posteriormente, as laminas foram observadas ao microscopio Optico Olympus BX40, com
objetiva de imersao, no aumento de 100X para procura de hemopatdgenos intra e extracelulares.

A técnica de centrifugac¢ao de hematocrito, também denominada técnica de Woo (WOO,
1970), ¢ um método parasitoldgico direto utilizado para o diagnéstico de Trypanosoma spp..
Para sua execugdo, trés quartos de um tubo capilar foram preenchidos com o sangue a ser
testado (Figura 6A), selando-se a extremidade com plasticina e centrifugando-se a 12.000 g por
5 minutos em uma centrifuga de hematocrito. O capilar foi entdo examinado ao microscopio

optico Olympus BX40 no aumento de 20X (BONNET et al., 2015). Ademais, durante sua
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execucao, foi determinado o Volume Globular (VG) do animal, obtendo-se informagao sobre o
status da anemia (NANTULYA, 1990). O exame de Woo ¢ de VG foram realizados em trés
das quatro fazendas amostradas, ja que a coleta na primeira propriedade (Propriedade 01 —

Itapecerica/MQG) foi realizada anteriormente ao estabelecimento do presente trabalho.

Figura 6 — Testes parasitologicos sendo realizado em laboratério. 6 A — preenchimento de capilares com sangue

total para a leitura do VG e do Woo. 6B — esfregacos sanguineos de sangue total

gt |

Fonte: acervo pessoal.

4.6.3 Analises moleculares

4.6.3.1 Extragdo de DNA

A extragdo de DNA foi realizada utilizando-se um volume de 300 pl das amostras de
sangue total com EDTA por meio do kit de purificagio Wizard® Genomic DNA Purification
(PROMEGA), de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.6.3.2 Reagdo em cadeia da polimerase — PCR

As andlises moleculares foram realizadas no Laboratério de Protozoologia Veterinaria,
ICB. O termociclador automético (Bio-Rad T100™ Thermal Cycler®) foi utilizado para
amplificar o DNA extraido. Foi realizada a PCR convencional e a nested PCR (nPCR), que
consiste em duas reagcdes de PCR da mesma amostra para aumentar a sensibilidade. As reagdes
foram preparadas utilizando-se 1 pl da solu¢do com DNA molde, 5,0 ul de GoTag®Master Mix
(1X), 0,4 ul de cada iniciador (10 uM, cada) e 3,6 pl de agua livre de nucleases (MiliQ)
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(PROMEGA CORPORATION, 2016). Os controles positivos de cada reagdo estdo indicados
no Quadro 2. Como branco da reacdo para indicagdo de ndo contaminagdo de todas as reagdes,
foi utilizada agua bidestilada miliQ. As temperaturas e tempos de cada ciclo das reagdes estdo
descritas na Tabela 1 e as sequéncias de iniciadores que foram utilizados para a identificagao
dos patdgenos, por sua vez, estdo descritas no Quadro 3.

Os produtos amplificados na PCR foram corados com GelRedTM (Biotium, Hayward,
CA, USA), utilizando 5 pl de produto e 2 pl do corante, aplicados em gel de agarose a 1% e
submetidos a eletroforese com um campo elétrico de 100 milivolts e 400 amperes por 30
minutos. O tampao utilizado no gel e na solugdo de corrida foi o TAE (Tris-acetato-EDTA) a
0,5 X. O padrao de peso molecular aplicado foi o 1Kb Plus DNA Ladder™ (Invitrogen). Apos

a eletroforese, o gel foi analisado sob luz ultravioleta utilizando transluminador.

Quadro 2 — Controles positivos utilizados em cada reacdo da PCR

Reacio

Controle positivo

A. marginale/ A. ovis

Amostra de sangue de bovino
experimentalmente infectado com A. marginale

A. marginale

Amostra de sangue de bovino
experimentalmente infectado com A. marginale

. oo Amostra de sangue de bovino
Babesia/ Theileria . . . .

experimentalmente infectado com B. bigemina

Amostra de sangue de ruminante naturalmente

Theileria spp. infectado com Theileria spp, confirmado por

sequenciamento nucleotidico
analises filogenéticas

seguido de

Ehrlichia/Anaplasma granuldcitos e plaquetas

Cultivo de A. phagocytophilum em células
IDES

Ehrlichia mondcitos

Amostra de sangue de cdo naturalmente
infectado com Ehrlichia canis, confirmado por
sequenciamento nucleotidico seguido de
analises filogenéticas

Mycoplasma spp.

Amostra de sangue de ruminante naturalmente
infectado com Mycoplasma spp. confirmado
por sequenciamento nucleotidico seguido de
analises filogenéticas

Mycoplasma ovis

Amostra de sangue de ruminante naturalmente
infectado com Mycoplasma ovis confirmado
por sequenciamento nucleotidico seguido de
analises filogenéticas.

Neospora caninum

Cultivo de Neospora caninum em células Hela

Trypanosoma vivax

Amostra de sangue de caprino
experimentalmente infectado com 7. vivax

Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 1 — Condi¢des de tempo e temperatura aplicadas para amplificagdo de DNA dos agentes em estudo

Reacdo 4.
marginale/
4, OWS/ ~ Reacdo Reacdo 1? reagdo 2% reagdo
Babesia Reacdo
oD/ T vivax Mycoplasma | Mycoplasma | Neospora Neospora
Passo PP/ ' spp. ovis caninum caninum
Theileria
spp./AG/
AM/
c M T C MT|C M T|C M T|C M T|C M T
Desnaturagio inicial Ix 5 94 1x 3 95| 1x 10 94| 1x 4 95| 1x 5 94| 1x 5 9%4
Desnaturagdo 29x 1 92034x 1 94[39x 0,5 95]139x 1 94(30x 0,5 94|25x 0,5 %4
Anelamento Ix 1 54)1x 1 56|1x 05 60| 1x 05 52| 1x 05 55| 1x 0,5 54
Extensao Ix 1,5 721 1x 1 72| 1x 05 72| 1x 1,5 72| 1x 0,5 72| 1x 0,5 72
Extensdo final Ix 8 720 1x 10 72| 1x 10 72| 1x 5 72| 1x 5 72| 1x 5 72

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: C — Ciclo; M — Minutos; T — Temperatura (C°).

Quadro 3 — Sequéncia de iniciadores que foram utilizados para identificacdo dos agentes em estudo

Especificidade Sequéncia: sentido 5"->3" Iniciador Alvo Pr((; (Ll;to Referéncia
A. marginale/ A. ovis
GGGAGCTCCTATGAATT ol
. i ACAGAGATTGTTTACCC MSP45
Primeira reagao GGATCCTTAGCTGAACA MSP43 msp4 872 F?E(I;OT(E?
GGAATCTTGC al
CGCCAGCAAACTTTTCC
Segunda reagdo AAAATATGGGGACACAG QEZPIFQ msp4 294 SI;V(E{)I}’;) et
GCAAAT p :
A. marginale
GCTTTACGCCGCCGCCT MSP1aP dela
Primeira reagdo GCGCCGCATTACAACGC | MSPla3 mspla| 2000 FSE(I;(?; ft
AACCGTTGA ‘
Seounda reaciio TGTGGTTGTCCTCTTTCC | MSPIaNF ol 200 | BASTOS et
& ¢ CGATGTCACCGCCAAAC | MSPIaNR P al. (2009)
ATGAAGTCGACAA
Babesia/ Theileria
CGGGATCCAACCTGGTT
Primeira reagdo GATCCTGCCCGAATTCC gg‘;g rfl{f\; 1700 Zgﬁ%g&)et
TTGTTACGACTTCTC ) '
ACCTCACCAGGTCCAGA
Segunda reagdo CAGGTACAAAGGGCAGG | DAB-rumF 185 430 | SILVEIRA et
GACGTA BAB-rumR rRNA al. (2011)

Anaplasmataceae parasito de granuldcitos e plaquetas
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CACATGCAAGTCGAACG

Primeira reacao GATTATTCTTCCGTTAAG é}g 13 (?r 16S rRNA 932 ZU:IS?BI;S
AAGGATCTAATCTCC )
AACGGATTATTCTTTATA

Segunda reagdo GCTTGCTGGCAGTATTA ((}}Eézf 16S rRNA 546 23‘:18?1%1;;
AAAGCAGCTCCAGG )

Ehrlichia monocitica
ACGGACAATTGCTTATA

Primeira reacao GCCTTACAACTTTTATGG %\\IIS : gggg i E 16S rRNA 1195 I:?;?//?I;(ﬁ)%/;
ATTAGCTAAAT )
GGGCACGTAGGTGGACT

Segunda reagdo AGCCTGTTAGGAGGGAT NSI6SCH2F 16S rRNA 443 KAWAHARA

NS16SCH2R et al. (2009)

ACGAC

Mpycoplasma spp.
ATACGGCCCATATTCCT HBTFS CRIADO-

Reagdo tnica ACGTGCTCCACCACTTG HBTRS 16S rRNA 595 FORNELIO
TTCA et al. (2003)

Mycoplasma ovis
ATGCAAGTCGAACGAGT

Reacdo tnica AGATGATACTTTCTTTCA 1221;: 16S rRNA 1341 S 1:2%%21(?11;1)
TAGTTTG '

Neospora caninum
GGGTGAACCGAGGGAGT

Primeira reagdo TCCTCCCAATGCGAACG Np7 Nes 275 | YAMAGE et
AA Np4 al. (1996)
GGGTGAACCGAGGGAGT

Segunda reagdo TCAGTCAACCTACGTCTT | NP7 Nes 27 | YAMAGE et
C Np6 al. (1996)

Theileria spp.
AAGCCATGCATGTCTAA

Reagdo (nica GTATAAGCTTTTGAATA 1§IsBlgb gB 18S rRNA | 1600 }?250‘?23)1'
ATTCACCGGATCACTCG ©

Trypanosoma vivax
TTAAAGCTTCCACGAGT Dominio

Reacio tnica TCTTGATGATCCAGTATT DTO 155 catalitico 500 LIMA et al.

gaou AGAATTCCCAGGAGTTC DTO 156 gene da (1994)

TTGATGATCCAGTA Catepsina L

Fonte: elaborado pelo autor.

4.7 Sequenciamento nucleotidico

As amostras positivas, apds a segunda reacao de PCR, foram purificadas pelo QlAquick

Gel Extraction Kit (QIAGEN), segundo as recomendacdes do fabricante, ou através de

Polietilenoglicol (PEG) (www.icb.ufmg.br/lbem). Posteriormente, cada amostra purificada foi
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submetida a uma nova eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com GelRed, para
confirmagdo da purificagdo das amostras, além da dosagem em Nanodrop (BioTek Epoch™).

As amostras foram, entdo, submetidas a leitura, no sequenciador automatico capilar pela
empresa ACTGene Analises Moleculares, Rio Grande do Sul, Brasil.

Cada um dos amplicons foi sequenciado duas vezes, sendo uma vez com o iniciador
direto, e uma com o reverso, totalizando duas sequéncias/amostra, o que permitiu a formagao
de sequéncias consenso ou contigs.

As sequéncias consenso para cada amostra resultaram do alinhamento das duas

sequéncias, com o auxilio dos programas do site http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ e

MEGA 6.0 software (TAMURA et al., 2013).

4.7.1 Analise das sequéncias em bancos de dados

As sequéncias obtidas do sequenciador foram analisadas quanto a qualidade, e os
Contigs foram formados com o auxilio do programa “Electropherogram quality analysis”,
desenvolvido pela Embrapa Genetic Resource and Biotechnology
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). Em seguida, as sequéncias foram submetidas a
procura de homologia com as sequéncias depositadas em banco de dados. Para isso, foi utilizado
o programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) BLASTN para nucleotideos e
BLASTX para proteinas (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Apds a comparacdo no BLAST, as sequéncias analisadas foram caracterizadas em
género ou espécie, de acordo com o grau de similaridade com os dados ja depositados no

Genbank.

4.8 Analises sorologicas para 7. gondii

As andlises sorologicas para 7. gondii foram realizadas nas quatro propriedades.

Entretanto, por auséncia de material (soro) de trés animais da Propriedade 01, o total de

amostras submetidas ao ELISA foi de 267.
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4.8.1 Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica — ELISA

Para a deteccdo de anticorpos IgG especificos anti-7. gondii utilizou-se o teste
imunoenzimatico (ELISA-IgG) indireto. O ELISA-IgG foi realizado segundo Clementino et al.
(2007) com algumas modificagdes. O antigeno utilizado foi preparado a partir de taquizoitos da
cepa RH de T. gondii sonicados (Utrasonic Homogeneizer- 4710 Coler-Palmer Instrument)
seguido de dosagem de proteinas pelo método de Lowry et al. (1951). As placas de poliestireno
de 96 orificios (SARSTED) foram sensibilizadas com 1 pg de proteina (em 100 pL) de
suspensdo de antigeno em cada pogo, preparados previamente na concentracao de 10 ug de
proteina/mL de tampao carbonato/bicarbonato (pH 9,6). Seguiu-se incubagao overnight a 4 °C.

No momento do uso o sobrenadante foi desprezado e a placa lavada duas vezes com
solugdo salina contendo Tween 20 (SST). Apds secagem das placas por inversdo sobre papel
de filtro absorvente, foi realizado o bloqueio com PBS-Caseina 2% a 37 °C por 30 minutos. Em
seguida, a placa foi novamente lavada duas vezes com SST e sua secagem feita por inversao
sobre papel de filtro absorvente.

Os soros a serem testados, os dois soros controle positivos e 0s seis soros controle
negativos foram diluidos em PBS-T/Caseina 0,25% (PBS-Tween 20 a 0,05% + Caseina até
0,25%), na diluicao de 1:100, e distribuidos 100 pL por orificio da placa, seguida da incubagdo
a 37 °C por 45 minutos. Os soros foram ensaiados em duplicada.

Ap6s este periodo de incubacdo, foram realizadas uma série de duas lavagens com SST.
Foram adicionados a cada pogo da placa 100 uL de conjugado anti-IgG de ovinos marcado com
peroxidase (SIGMA, produto no A-3415) diluido a 1:1500 em PBS-T/Caseina 0,25%, e
posteriormente incubada por 45 minutos a 37 °C. Apds este periodo as placas foram lavadas,
em uma série de quatro lavagens com SST. A reagdo foi revelada por adi¢do de 100 pL do
substrato (2 pg de o-phenilenodiamino (SIGMA) em 10 mL de solugdo de acido citrico e 2 pL.
de H202) por orificio. A reagado foi interrompida apos 20 minutos com 25 uL. de H2SO4 (4 N)
por pogo e a leitura realizada em leitor de ELISA (BioTek Epoch™) com filtro de 490 nm.
Foram utilizados como controles brancos, pogos de cada placa, com antigeno, conjugado e
substrato, sem soro.

O ponto de corte (cut off) para o ELISA foi a média de absorbancia de seis amostras de
soro de ovinos negativos para 7. gondii (testados em cada placa) mais trés desvios padrao. A
média de absorbancia dos soros testados em duplicata foi dividida pelo valor do ponto de corte

de cada placa para determinar o indice de reatividade (I.R.). Soros com valores de I.R.>1,0



50

foram considerados positivos enquanto soros com [.R.<1,0 foram considerados negativos

(REGO et al., 2016).

4.8.2 Teste de ELISA para avaliagdo da avidez de anticorpos IgG

Todas as amostras positivas por ELISA-IgG indireto (I.R.>1,0) foram submetidas ao
ELISA para avaliar a avidez dos anticorpos IgG especificos para 7. gondii, de acordo com
Andrade et al. (2013). Para avaliar a avidez foi utilizada a uréia 6M como agente dissociante
de ligagdes fracas do antigeno ao anticorpo. As placas foram sensibilizadas e lavadas como
descrito para ELISA-IgG no topico anterior. Apds secagem das placas, os soros previamente
diluidos em PBS-T/Caseina 0,25% (diluicao 1:100), foram distribuidos nos pogos da placa.

Os soros foram organizados em duas séries duplicadas na mesma placa, de tal forma
que a metade da placa (colunas 1 a 6) foi uma réplica idéntica da outra metade (colunas 7 a 12).
Apos adicionar os soros, a placa foi incubada por 45 minutos a 37 °C. Em seguida, os soros
foram desprezados e a placa foi submetida a uma série de quatro lavagens. A primeira lavagem
foi realizada em todos os pogos utilizando SST. Na segunda lavagem foram utilizadas duas
solucdes, uma composta por PBS-T/Caseina 0,25% a qual foi adicionada as colunas de 1 a 6
(100pL/pogo), e outra composta por uréia 6M (em PBS-T/Caseina 0,25%), a qual foi adicionada
as colunas de 7 a 12 (100uL/poco). Essa lavagem ocorreu sob agitagdo por 5 minutos. As outras
duas lavagens também ocorreram sob agitagdo por 5 minutos, porém em todos os pocos foi
adicionada a solucao PBS-T/Caseina 0,25%. Apo6s as lavagens, foi adicionado em cada pogo da
placa 100ul do conjugado anti-IgG de ovinos marcado com peroxidase (SIGMA, produto no
A-3415) diluido a 1:1500 em PBS-T/Caseina 0,25%. A partir da adicdo do conjugado o
procedimento foi idéntico ao descrito anteriormente para o teste de ELISA convencional
descrito anteriormente.

A avidez do anticorpo IgG foi calculada como a razdo entre a absorbancia média para
cada soro (previamente positivo) obtida nos pogos tratados com uréia (AU), pela absorbancia
média dos pocos nao tratados com uréia (A) expressos em porcentagem: AU/A X 100 (COZON
et al., 1998). Segundo Suaréz-Aranda et al. (2000), valores de avidez de IgG >50% indicam

toxoplasmose cronica, enquanto valores <50% sugerem toxoplasmose recente.
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4.9 Analise parasitolégica de fezes

A andlise parasitologica das fezes foi realizada segundo a Técnica de Gordon e Whitlock
modificada (UENO; GONCALVES, 1998). Duas gramas de fezes foram misturados com 28
mL de dgua filtrada. Apds a mistura, o material foi coado. Desse contetido diluido, foram
retirados 2mL e misturados em 2mL de solucdo hipersaturada de Sheater. A cdmara de Mac
Master foi preenchida (Figura 7A) e a leitura realizada em microscopio Optico no aumento de

10x (Figura 7B).

Figura 7 — Realizag@o da analise parasitologica de fezes 7A — Preenchimento da cAmara de Mac Master com a
solugdo preparada (fezest+agua+Sheater). 7B — Contagem dos ovos em microscopio optico

Fonte: acervo pessoal.

4.10 Analise dos dados

Os resultados foram expostos de acordo com a frequéncia de positividade, apresentados
em percentual. Com os dados dos questionarios, os resultados dos testes moleculares,
soroldgicos, OPG, VG e presenga/auséncia de ectoparasitos, as associacdes entre as variaveis
foram realizadas por meio do teste estatistico Razao de Verossimilhanga. Contudo, em situagdes
onde frequéncia foi igual a zero, foi utilizado o Teste Exato de Fischer. O nivel de significancia

nas analises foi de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Populagao do estudo, questionario zoosanitario e fatores de risco

Dos 270 ovinos pertencentes ao estudo, 257 eram fémeas e 13 eram machos. Em relagao
a idade, 26 animais apresentavam entre 0 — 12 meses de vida, 39 animais entre 13 — 24 meses
de vida e 139 animais idade superior a 24 meses de vida. Nao foi possivel obter a idade de 66
ovinos.

O questionario zoosanitario foi aplicado em todas as propriedades e trouxe importantes
informagdes sobre o manejo e possiveis fatores de risco para as enfermidades estudadas neste

trabalho. Nos tdpicos subsequentes tais informagdes sdo ponderadas e discutidas.

5.2 Ectoparasitos

A busca pelos ectoparasitos foi realizada em todos os animais pertencentes ao estudo.
Em sua maioria, os ovinos analisados eram lanados, o que dificultou o encontro e a coleta dos
ectoparasitos. Neste sentido, apenas na Propriedade 02, em dois animais, foram encontrados e
coletados Ctenocephalides felis felis e Amblyomma spp. (Figura 8). A pulga foi encontrada na
regido toracica do ovino e o carrapato no pavilhdo auricular. Importante destacar que ambos
animais que possuiam os ectoparasitos foram detectados com M. ovis na PCR, como ¢ discutido
no Topico 5.5.1.1. Além disso, houve associacdo significativa entre a presenga de ectoparasitos
na propriedade e a positividade para Anaplasma spp. (p=0,005) e para Ehrlichia monocitica
(p=0,000).

Além da busca ativa, o questionario zoosanitario indagava acerca do historico da
presenca de carrapatos, sarnas, piolhos e pulgas nos ovinos. Resposta positiva foi obtida
somente na Propriedade 02, que relatou ja ter observado carrapatos e pulgas nos animais. Ainda,
por meio do questionario, todas as quatro propriedades relataram nao realizar nenhum controle

de carrapatos, sarnas, piolhos e pulgas.
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Figura 8 — Ectoparasitos encontrados nos ovinos da Propriedade 02. 8A — Ctenocephalides felis felis. 8B —
Ninfa ingurgitada de Amblyomma sp.

r

Fonte: acervo pessoal.

Seja de forma direta ou indireta, as ectoparasitoses afetam a producdo dos ovinos,
ocasionando perdas devido a distirbios nas condic¢des fisiologicas dos animais, levando a
reducdo no ganho de peso, queda na producdo de leite e baixa qualidade/rendimento das
carcagas. Ademais, os ectoparasitos apresentam a capacidade de transmitir patdgenos, os quais
acarretariam no adoecimento dos animais, intensificando as perdas produtivas (SEQUEIRA;
AMARANTE, 2001).

As pulgas sdo ectoparasitos obrigatdrios espécie-especificas, porém, na auséncia do
hospedeiro especifico e estimuladas pela necessidade de realizar a hematofagia, podem espoliar
hospedeiros alternativos (BEZERRA et al., 2009). Neste sentido, as pulgas ndo sdo incluidas
como ectoparasitos de importancia em ovinos, mas € crescente o nimero de relatos destes
ectoparasitos nesta espécie (BEZERRA et al., 2009; BEZERRA et al., 2010; KAAL et al., 2006;
ORTIZ et al., 2010). Ja os carrapatos do género Amblyomma s3ao considerados um dos
principais transmissores de patdogenos entre espécies animais. Seu parasitismo esta associado a
areas periurbanas, rurais e silvestres (LABRUNA; PEREIRA, 2001). Na ovinocultura,
geralmente o carrapato encontrado parasitando os animais € o R. microplus. Isso ocorre, na
maioria das vezes, quando os ovinos e bovinos compartilham a mesma pastagem (BRITO et
al., 2006). Entretanto, outras espécies de carrapatos sdo comumente relatadas parasitando
ovinos (MADEIRA; PADOVANI, 2000).

No que tange a coleta de moscas por meio do pugd, apenas uma mosca foi coletada,
porém, por meio da observacao de seu aparelho bucal em microscopio, foi classificada como
lambedora, ndo sendo relevante na transmissdo de patdégenos. O questionario zoosanitario
indagava acerca do historico da presenca de moscas no ambiente. Resposta positiva foi obtida
nas Propriedades 02, 03 e 04. Ainda, por meio do questionario, apenas a Propriedade 04 relatou

realizar o controle de moscas por meio de limpeza do ambiente e esterqueira.
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Altas infestagdes por moscas podem ocasionar graves perigos sanitarios. Além do
elevado estresse causado aos animais, as moscas sdo potenciais vetores bioldgicos ou
mecanicos de agentes patogé€nicos, como, por exemplo, da rickettsia 4. marginale e do
protozoario 7. vivax (JONES; DAVILA, 2001; KOCAN et al., 2010). Dessa forma, o controle
de moscas se faz necessario, prezando pela satide dos animais e evitando prejuizos econdmicos.

Diante do exposto, fica claro que ha vetores mecanicos e/ou bioldgicos circulando nos
rebanhos. Assim, considerando que muitos dos hemopatéogenos sao transmitidos por vetores
hematofagos e que hd a presenga destes em algumas das propriedades, o diagndstico de

hemoparasitoses ¢ esperado.

5.3 Analises em amostras sanguineas

5.3.1 Analises de esfregagos sanguineos e Buffy coat

Por meio da leitura dos esfregacos sanguineos confeccionados de sangue periférico e de
sangue total e buffy coat nenhum hemopatdgeno foi encontrado. Vale destacar que ha poucos
relatos na literatura acerca do diagnostico de hemopatogenos por meio de esfregagos
sanguineos. Entre os poucos encontrados, pode-se destacar o estudo conduzido por Abdullah et
al. (2019), no Iraque, que objetivou diagnosticar hemopatdogenos por meio de esfregacos
sanguineos em ovinos € bovinos. Anaplasma spp., Babesia spp. e Theileria spp. foram os
hemoparasitos detectados no estudo, sendo Theileria spp. a mais prevalente entre os bovinos,
enquanto Anaplasma spp. foi o mais prevalente entre os ovinos. O diagnostico em pequenos
ruminantes de Anaplasma spp. por exame microscopio também foi realizado por Pulgarin et al.
(2014), na Coldombia. Almeria et al. (2001) ressaltaram que o exame microscopio apresenta
baixa sensibilidade, podendo desencadear em resultados falso negativos. Déria et al. (2016)
destacaram que, além do diagndstico errdneo, a baixa sensibilidade da técnica pode repercutir
em falha no tratamento e na disseminacdo dos hemoparasitos. Dessa forma, testes com

sensibilidade superior devem ser realizados, sejam eles moleculares ou soroldgicos.

5.3.2 Volume globular e técnica de Woo

Outro teste parasitologico realizado foi a técnica de Woo, o qual ¢ utilizado para o

diagnostico de Trypanosoma spp. Nenhuma amostra analisada apresentou resultado positivo.
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Desquesnes e Tresse (1996) descreveram que a sensibilidade da técnica de Woo reduz
consideravelmente quando a parasitemia esta abaixo de 700 parasitos/ml. Assim, falhas no
diagnostico podem ocorrer devido a essa limitagao da técnica. Por isso, para a confirmagao do
diagnostico se faz necessaria a realizagdo de exames mais sensiveis.

A mensuragdo do volume globular foi realizada com o objetivo de avaliar o status da
anemia dos animais. O hematdcrito foi realizado em 199 amostras referentes as propriedades
02, 03 e 04.

O valor de referéncia de VG para os ovinos esta presente no intervalo de 27% — 45%
(JAIN, 1993; RADOSTITS et al.,, 2000). Das amostras analisadas, 43,71% (87/199)
apresentaram resultado abaixo de 27%, enquanto 56,29% (112/199) apresentaram resultado
dentro do intervalo de referéncia. Nenhuma amostra apresentou resultado de VG superior a
45%. O valor médio encontrado foi 27,54%. Nao houve associagao significativa entre VG<27%

com a positividade para os hemopatdgenos. Os dados relatados estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Volume globular das amostras de sangue de ovinos do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

VG (%) Amostras analisadas
<27 43,71% (87/199)

27-45 56,29% (112/199)
> 45 0% (0/199)

Fonte: elaborado pelo autor.
Valor de referéncia de VG para ovinos: 27 - 45% (JAIN, 1993; RADOSTITS et al., 2000)

A anemia pode ser definida pela diminui¢do no nimero de eritrocitos, da concentragdao
de hemoglobina e do volume globular (FELDMAN et al., 2000). Por meio dos resultados
apresentados, pode-se sugerir que 43,71% (87/199) dos animais envolvidos no estudo
apresentavam-se anémicos no momento da coleta. Analisando isoladamente as propriedades, a
Propriedade 02 apresentou elevada percentagem de animais anémicos (77,08%), seguida da
Propriedade 03 (58,18%) e, por fim, da Propriedade 04 (28,12%) (Tabela 3). Buscando alguns
dados no questionario zoosanitario, a Propriedade 02 e 03 relataram diagnosticar
frequentemente animais anémicos pelo FAMACHA®, sendo as propriedades que apresentaram
maiores percentagens de animais com VG<27%. Neste sentido, vale destacar que as
Propriedades 02 e 04 realizam o diagnostico de tricostrongilideos por meio do OPG, porém

todas as trés propriedades realizam o controle de tais agentes.
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Tabela 3 — Volume globular das amostras de sangue de ovinos provenientes de trés diferentes propriedades do
estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

VG Amostras analisadas
Propriedade 02 (N = 48)
<27% 77,08% (37/48)
27% - 45% 22,91% (11/48)
> 45 0% (0/48)

Propriedade 03 (N = 55)

<27% 41,81% (23/55)
27% - 45% 58,18% (32/55)
> 45 0% (0/55)

Propriedade 04 (N = 96)

<27% 28,12% (27/96)
27% - 45% 71,87% (69/96)
> 45 0% (0/96)

Fonte: elaborado pelo autor.
N: Numero de ovinos avaliados.

As causas principais de anemia sdo a perda sanguinea, a destrui¢do eritrocitaria e a
diminui¢do da eritropoiese (FELDMAN et al., 2000). Na ovinocultura, a hemoncose, causada
pelo H. contortus, ¢ historicamente consolidada como a principal causa de anemia nos ovinos,
podendo inviabilizar a cadeia produtiva da espécie (TAYLOR et al., 2017). Contudo, outras
causas devem ser levantadas, sempre priorizando a associa¢do com o diagndstico laboratorial.
Neste sentido, as hemoparasitoses sdo consideradas importante causa de anemia em muitas
espécies, como nos bovinos (ADEMOLA; ONYICHE, 2013). Os resultados das analises
moleculares realizadas em busca de hemopatégenos esta descrito no topico 5.5.1. Contudo, hé
causas de anemia de origem ndo infecciosa, as quais devem ser consideradas, como
hemoglobinuria pos-parto, crise hemolitica associada a insuficiéncia hepatica, intoxicagao por
chumbo, deficiéncias vitaminicas, entre outras (JONES et al., 2000).

Até o momento, ndo ha trabalhos disponiveis na literatura associando anemia em ovinos
a hemopatogenos. Em sua totalidade, os estudos relacionam as mucosas hipocoradas ou o VG
<27% a positividade no exame OPG (KENYON; JACKSON, 2012; MAIA et al., 2015; VAN
WYK; BATH, 2002). Entretanto, ¢ importante ponderar que o subdiagnostico de
hemopatdogenos ¢ significativamente prevalente, uma vez que, historicamente, as
hemoparasitoses sdo consideradas relevantes apenas para os bovinos. Além disso, deve-se

destacar que ha a possibilidade da associagdo entre a hemoncose e as hemoparasitoses, o que
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pode agravar a anemia. Dessa forma, o diagnostico de ambas enfermidades ¢ extremamente

importante.

5.4 Avaliacao de mucosa

A avaliagdo da mucosa ocular foi realizada em todos os animais analisados, exceto da
Propriedade 01. As mucosas, em virtude da delgada espessura da pele e grande vascularizagao,
podem, muitas vezes, indicar o estado de satide atual do animal. Esse simples exame revela a
presenga de enfermidades proprias (inflamagdo, tumores, edema), como também auxilia a
inferir conclusdes acerca da possibilidade de alteragdes que reflitam comprometimento do
sistema circulatorio ou a existéncia de doengas em outras partes do corpo (FEITOSA, 2008).

A coloragdo desejada de se encontrar ao exame clinico € résea-clara. Contudo, a mesma
depende de varios fatores, dentre os quais: quantidade e qualidade do sangue circulante, das
trocas gasosas, da presenga ou ndo de hemopatdgenos, da fungao hepatica adequada, da medula
Ossea e outros (FEITOSA, 2008).

Quando se avalia um paciente com palidez de mucosa, deve ficar estabelecido se a
mudanga de coloracdo ¢ causada por hipoperfusao ou por anemia. Ja a congestao de mucosas
ocorre devido a um ingurgitamento de vasos sanguineos, por processo infeccioso ou
inflamatoério, local ou sistémico. A cianose, por sua vez, € uma coloragdo azulada da pele e das
mucosas, causada pelo aumento da quantidade absoluta de hemoglobina reduzida no sangue.
Por fim, a ictericia é o resultado da retencdo de bilirrubina nos tecidos, e ocorre devido ao
aumento da bilirrubina sérica acima dos niveis de referéncia (FEITOSA, 2008).

A avaliacdo da coloragdo das mucosas foi realizada em 199 ovinos referentes as
propriedades 02, 03 e 04. Dos animais examinados, 82,41% (164/199) apresentaram mucosas
normocoradas, 13,06% (16/199) apresentaram mucosas hiperémicas e 4,52% (09/199)
apresentaram mucosas hipocoradas. Nenhum animal apresentou mucosa cianotica ou ictérica.

Os resultados estao descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Coloragdo da mucosa dos ovinos analisados do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

Coloracao da mucosa Animais analisados
Normocorada 82,41% (164/199)
Hipocorada 4,52% (09/199)
Hiperémica 13,06% (26/199)
Ciandtica 0% (0/199)
Ictérica 0% (0/199)

Fonte: elaborado pelo autor.

Analisando isoladamente as propriedades, as trés apresentaram elevada percentagem de
animais com a mucosa normocorada e baixa percentagem de animais com a mucosa hipocorada.

Os resultados por propriedade podem ser observados na Tabela 5.

Tabela 5 — Coloragdo da mucosa dos ovinos provenientes de trés diferentes propriedades do estado de
Minas Gerais, Brasil, 2020

Identificacao Amostras analisadas
Propriedade 02 (N = 48)
Normocorada 95,83% (46/48)
Hipocorada 0% (0/48)
Hiperémica 4,16% (02/48)
Cianotica 0% (0/48)
Ictérica 0% (0/48)

Propriedade 03 (N = 55)

Normocorada 72,72% (40/55)
Hipocorada 1,81% (01/55)
Hiperémica 25,45% (14/55)
Cianotica 0% (0/55)
Ictérica 0% (0/55)

Propriedade 04 (N = 96)

Normocorada 81,25% (78/96)
Hipocorada 8,33% (08/96)
Hiperémica 10,41% (10/96)
Cianotica 0% (0/96)
Ictérica 0% (0/96)

Fonte: elaborado pelo autor.
N: Numero de ovinos avaliados.

Hé alguns dados que merecem ser correlacionados e discutidos. E esperado que animais
com baixo VG apresentem mucosas hipocoradas. Contudo, essa relagdo nao foi observada no

presente estudo. Das amostras analisadas, 43,71% (87/199) apresentaram VG menor que 27%,
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indicando alto indice de animais anémicos. Entretanto, apenas 4,52% (09/199) animais
apresentaram mucosa hipocorada ao exame clinico. Nesse sentido, a falha no diagnostico de
anemia pela avaliagdo da coloragao de mucosas ¢ altamente prevalente e relevante. Um estudo
conduzido por Coelho (2007) demonstrou que a avaliagao deste parametro ndo ¢ um bom
indicador de anemia em bovinos. Ainda neste sentido, Radostits et al. (2000) destacaram que
podem ocorrer graus consideraveis de anemia, sem alteragdes clinicas visiveis na sua coloragao.
Sendo assim, testes complementares se fazem necessarios para assegurar a sanidade do rebanho.

O método FAMACHA® ¢ utilizado para o controle seletivo da hemoncose em rebanhos
ovinos. O exame s¢ baseia na analise da coloragdao da mucosa ocular, classificando-a entre cinco
graus. Os graus de coloracdo direcionam ou ndo para a vermifugacdo (EMBRAPA, 2010).
Neste contexto e diante do exposto, pode-se inferir que muitos animais que sao submetidos ao
FAMACHA® podem ser diagnosticados erroneamente, uma vez que, como relatado neste
estudo, nem sempre que o VG esta abaixo do valor de referéncia a mucosa sofre alteragao.
Assim, a realizacdo do exame de fezes ¢ fundamental em busca de um diagndstico mais

assertivo.

5.5 Reacido em Cadeia de Polimerase — PCR

5.5.1 Hemopatogenos

As 270 amostras foram submetidas a PCR para diversos hemopatdgenos. O Grafico 1
revela quais foram os resultados positivos encontrados. Os resultados por propriedade estao

descritos nos topicos subsequentes.
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Grafico 1 — Amostras positivas para hemopatégenos, por método molecular, em ovinos provenientes de quatro
diferentes propriedades do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

" Mvcoplasma ovis

= Anaplasma marginale / A. ovis

= Anaplasma marginale
Ehrlichia monocitica

= Babesia

= Ehrlichia granulocitica

Fonte: elaborado pelo autor.

5.5.1.1 Mycoplasma hemotrdpico

A positividade dos ovinos analisados para Mycoplasma hemotrdpico foi mensurada por
meio da PCR por duas reagdes distintas: a primeira para triagem com alvo no género
Mycoplasma e outra confirmatoria com alvo na espécie M. ovis. A triagem foi realizada
objetivando aumentar a possibilidade de detectar outras espécies de hemoplasmas. Os
resultados em ambas andlises foram os mesmos, ou seja, todas as amostras positivas para
Mycoplasma spp. foram positivas para M. ovis. Assim, como as amostras positivas na PCR com
alvo genérico deram todas positivas no especifico, a espécie encontrada ¢ o M. ovis.

Das 270 amostras estudadas, 71,48% (193/270) apresentaram resultado positivo. A
Figura 9 apresenta alguns dos resultados obtidos. Poucos sdo os estudos presentes na literatura
sobre a prevaléncia da micoplasmose nos rebanhos ovinos brasileiros. O primeiro relato de M.
ovis em ovelhas brasileiras foi realizado recentemente por Souza et al. (2019), no Sul do pais.
Sua pesquisa demonstrou que 78,8% (26/33) das amostras analisadas eram positivas para M.
ovis, valor muito semelhante ao encontrado no presente estudo. A alta positividade apresentada
nos dois trabalhos mencionados sinaliza a necessidade de pesquisas mais amplas acerca das
consequéncias da infec¢do por hemoplasmas nos ovinos. Sabe-se que o agente pode causar uma
grande alteragdo hematologica nos animais, reduzindo significativamente o VG (DADDOW,

1979).
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Figura 9 — Analise dos produtos da nPCR em gel de agarose 1% corado em Gel Red. Primers: HBTFS/HBTRS.
1- Peso molecular (banda alvo: 595 pb); 2- Controle positivo Mycoplasma spp.,; 3 a 13- amostras positivas. 14-
branco

Fonte: acervo pessoal.

Mycoplasma ovis ¢ um patdgeno zoonotico emergente com distribui¢do mundial,
podendo causar anemia hemolitica, ictericia, baixo desempenho nos animais, edema
submandibular e perda de peso (DADDOW, 1981). Assim, a investigagao por tal patdgeno nos
rebanhos ovinos ¢ de grande importancia, primando pela saude dos animais e evitando possiveis
perdas econdmicas. Importante destacar que, além do M. ovis, 0 M. haemovis também apresenta
a capacidade de parasitar ovinos, mas ainda ndo ha relatos no Brasil.

Analisando isoladamente as propriedades, as quatro apresentaram elevada percentagem
de animais positivos para Mycoplasma e M. ovis, com resultados superiores a 60%. Os

resultados por propriedade podem ser observados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Frequéncia de infecg¢@o por Mycoplasma hemotropico e Mycoplasma ovis nos ovinos provenientes de
quatro diferentes propriedades do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

PCR Amostras analisadas
Propriedade 01 (N =171)
Positivo 45 (63,38%)
Negativo 26 (36,62%)

Propriedade 02 (N = 48)
Positivo 35(72,91%)
Negativo 13 (27,09%)

Propriedade 03 (N = 55)
Positivo 48 (87,27%)
Negativo 07 (12,73%)

Propriedade 04 (N = 96)
Positivo 65 (67,70%)
Negativo 31 (32,30%)

Fonte: elaborado pelo autor.
N: Numero de ovinos avaliados.

As rotas de transmissdo do M. ovis podem ser por meio de carrapatos, pulgas, mosquitos
e piolhos (AKTAS; OZUBEK, 2017; BERKENKAMP; WESCOTT, 1988; DADDOW, 1981;
LAPPIN et al., 2006; SENEVIRATNA, 1973; SHAW et al., 2004; WOODS et al., 2005). Como
relatado anteriormente, apenas na Propriedade 02 foram encontrados carrapatos e pulgas.
Entretanto, ndo ter encontrado ectoparasitos nas demais propriedades ndo significa que os
animais ndo estavam infestados, uma vez que os ovinos eram lanados, o que dificultou na busca
ativa. Além disso, devemos considerar que as Propriedades 02, 03 e 04 relataram ter
mosquitos/moscas no ambiente, o que também pode justificar a alta prevaléncia de
micoplasmose nessas propriedades.

Outro ponto que merece destaque ¢ a pratica da reutilizagdo de agulhas. As Propriedades
02 e 03 relataram fazer tal reuso. Houve associac@o significativa entre a positividade para
Mycoplasma e o reuso de agulhas (p=0,008). Segundo a literatura, por meio do uso de agulhas
com sangue contaminado € possivel infectar um animal (WILLI et al., 2007). Dessa forma, essa
pratica deve ser evitada, a fim de reduzir a possibilidade dessa transmissao. De acordo com
nosso conhecimento, este ¢ o primeiro relato da associacdo de micoplasmose em ovinos € o

reuso de agulhas.
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5.5.1.2 Familia Anaplasmataceae

5.5.1.2. 1 Anaplasma marginale/A. ovis

Utilizando como alvo a proteina de superficie msp4 de A. marginale/A. ovis, das 270
amostras estudadas, 4,07% (11/270) apresentaram resultado positivo. Poucas sdo as pesquisas
disponiveis na literatura acerca da prevaléncia da anaplasmose em ovinos brasileiros. Dentre os
poucos encontrados, pode-se destacar o estudo de Ramos et al. (2008), realizado em
Pernambuco, Brasil. Analisou, por meio de teste soroldgico, a presenga de anticorpos anti-
Anaplasma spp.. Dos 68 ovinos estudados, 16,17% (11/68) apresentaram resultado positivo. Os
dados apresentados indicam que algumas espécies de Anaplasma que podem infectar ovinos
estdo presentes no Brasil, sendo necessario estudos mais aprofundados sobre as espécies e sobre
a consequéncia e relevancia dessa infecgdo nos ovinos.

Analisando isoladamente as propriedades, trés apresentaram animais positivos para
Anaplasma, com resultados inferiores a 12,5%. Os resultados por propriedade podem ser
observados na Tabela 7.

Em busca de um diagnostico mais especifico, foi realizada a PCR com alvo mspla de
A. marginale. Das 270 amostras estudadas, 2,96% (08/270) apresentaram resultado positivo.
Importante destacar que as oito amostras que aqui foram positivas, também positivaram na PCR
com o primer A. marginale/A. ovis. Entre as possiveis causas das amostras terem apresentado
resultado positivo na PCR com alvo msp4 e resultado negativo na PCR com alvo mspla pode-
se destacar que a PCR com alvo msp4 ¢ mais sensivel para diagnéstico quando comparada a
PCR com alvo mspla, além de uma possivel infec¢@o por A. ovis, apesar da ndo descri¢do no

Brasil.
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Tabela 7 — Distribui¢@o da positividade por Anaplasma em ovinos provenientes de quatro diferentes
propriedades do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

PCR Amostras analisadas
Propriedade 01 (N =171)
Positivo 03 (04,22%)
Negativo 68 (95,78%)

Propriedade 02 (N = 48)
Positivo 06 (12,50%)
Negativo 42 (87,50%)

Propriedade 03 (N = 55)
Positivo 02 (03,63%)
Negativo 53 (96,37%)

Propriedade 04 (N = 96)
Positivo 00 (00,00%)
Negativo 96 (100,0%)

Fonte: elaborado pelo autor.
N: Numero de ovinos avaliados.

Alguns pesquisadores ja iniciaram a busca pelo diagndstico da anaplasmose em
pequenos ruminantes, como Yousefi et al. (2017), que determinaram a prevaléncia de A.
marginale em ovelhas e cabras no oeste do Ird. Foram analisadas 370 amostras de sangue por
método molecular (PCR), sendo 206 amostras de ovelhas e 164 de cabras. As cabras foram
todas negativas e 0,54% das ovelhas foram positivas, indicando que essa espécie animal ¢é
reservatorio potencial para 4. marginale. No Brasil, a primeira deteccdo molecular de
A. marginale em pequenos ruminantes foi realizada em 2018, no Nordeste, por meio de PCR
seguida de sequenciamento nucleotidico. Amostras de sangue (n = 403) de cabras foram
analisadas por método molecular, resultando na primeira detec¢ao brasileira de A. marginale
(SILVA et al., 2018). Outro estudo realizado no Brasil investigou, por meio de exame
sorolégico, a ocorréncia de A. marginale na Paraiba. Das 71 ovelhas, duas apresentaram
resultado positivo (BARBOSA et al., 2021). Diante do exposto, pode-se sugerir que as ovelhas
brasileiras podem estar infectadas com 4. marginale e a consequéncia dessa infec¢do para a
satide dos animais permanece desconhecida.

Analisando isoladamente as propriedades, trés apresentaram animais positivos para
A. marginale, com resultados inferiores a 7%. Os resultados por propriedade podem ser

observados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Distribui¢@o da positividade por Anaplasma marginale em ovinos provenientes de quatro diferentes
propriedades do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

PCR Amostras analisadas
Propriedade 01 (N =171)
Positivo 03 (04,22%)
Negativo 68 (95,78%)

Propriedade 02 (N = 48)
Positivo 03 (06,25%)
Negativo 45 (93,75%)

Propriedade 03 (N = 55)
Positivo 02 (03,63%)
Negativo 53 (96,37%)

Propriedade 04 (N = 96)
Positivo 00 (00,00%)
Negativo 96 (100,0%)

Fonte: elaborado pelo autor.
N: Numero de ovinos avaliados.

Muitos estudiosos acreditam que o pastoreio multiespécies possivelmente facilita a
transmissdo interespécies de patogenos, pratica que facilita o compartilhamento de vetores
bioldgicos e mecanicos (SILVA et al., 2018). Contudo, nenhuma das propriedades envolvidas
neste estudo adotava o pastoreio multiespécies. Dessa forma, a transmissao possivelmente

ocorreu por meio dos vetores bioldgicos ou mecanicos que circulavam entre os ovinos.

5.5.1.2.2 Ehrlichia/Anaplasma parasitos de monocitos, granuldcitos ou plaquetas

Das 270 amostras estudadas, 2,96% (08/270) apresentaram resultado positivo para
Ehrlichia monocitica. A Figura 10 apresenta alguns dos resultados obtidos. Analisando
1soladamente as propriedades, apenas duas apresentaram animais positivos. Os resultados por

propriedade podem ser observados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Reacdo em Cadeia de Polimerase em busca do diagndstico de Ehrlichia monocitica dos ovinos
provenientes de quatro diferentes propriedades do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

PCR Amostras analisadas
Propriedade 01 (N =171)
Positivo 00 (00,00%)
Negativo 71 (100,0%)

Propriedade 02 (N = 48)
Positivo 06 (12,50%)
Negativo 42 (87,50%)

Propriedade 03 (N = 55)
Positivo 00 (00,00%)
Negativo 55 (100,0%)

Propriedade 04 (N = 96)
Positivo 02 (02,08%)
Negativo 94 (97,92%)

Fonte: elaborado pelo autor.
N: Numero de ovinos avaliados.

Figura 10 — Analise dos produtos da nPCR em gel de agarose 1% corado em Gel Red. Primers: 1° reagdo:
NS16SCHIF/NS16SCHI1R; 2° reagdo: NS16SCH2F/NS16SCH2R. 1- Peso molecular (banda alvo: 443 pb); 2-
Controle positivo Ehrlichia canis; 3 a 7- amostras positivas da Propriedade 02; 8- branco da 1° reacdo; 9- branco
da 2° reagdo

Fonte: acervo pessoal.

No que se refere ao resultado para Ehrlichia/Anaplasma de granuldcitos ou plaquetas,
das 270 amostras estudadas, somente 0,38% (01/270) apresentou resultado positivo. Analisando
isoladamente as propriedades, apenas uma apresentou animal positivo. Os resultados por

propriedade podem ser observados na Tabela 10. Até o momento, ndo ha dados disponiveis na
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literatura acerca da erliquiose ou anaplasmose de células brancas ou plaquetas em ovinos no

Brasil.

Tabela 10 — Reag@o em Cadeia de Polimerase em busca do diagnostico de Ehrlichia/Anaplasma de granuldcitos
ou plaquetas dos ovinos provenientes de quatro diferentes propriedades do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

PCR Amostras analisadas
Propriedade 01 (N=171)
Positivo 00 (00,00%)
Negativo 71 (100,0%)

Propriedade 02 (N = 48)
Positivo 01 (02,08%)
Negativo 47 (97,92%)

Propriedade 03 (N = 55)
Positivo 00 (00,00%)
Negativo 55 (100,0%)

Propriedade 04 (N = 96)
Positivo 00 (00,00%)
Negativo 96 (100,0%)

Fonte: elaborado pelo autor.
N: Numero de ovinos avaliados.

No Brasil, a Ehrlichia monocitica mais comum € a E. canis, que acomete principalmente
caes, porém ha relatos de E. chaffeensis em cervideos (MACHADO et al., 2006; SILVEIRA et
al., 2012). Recentemente, houve a descri¢do de E. minasensis, espécie monocitica que acomete
bovinos. O isolado rickettsial foi obtido da hemolinfa de fémeas ingurgitadas do carrapato
R. microplus, em Minas Gerais (CABEZAS-CRUZ et al., 2016). Ja no que se refere a Ehrlichia
trombocitica, Anaplasma platys ¢ a espécie mais comum parasitando caes e gatos, porém ha
relatos de espécies proximas filogeneticamente parasitando cervideos norte-americanos
(MUNDERLOH et al., 2003). Um estudo em cervideos, no Brasil, utilizando os mesmos
primers do estudo americano, detectou a positividade em Mazama gouazoubira (veado
catingueiro) com similaridade intermedidria entre A. platys/A. phagocytophilum (SILVEIRA et
al., 2012). Neste sentido, o contato dos ovinos com ruminantes silvestres pode ser considerado
um importante fator de risco, uma vez que hé a possibilidade de compartilhamento vetorial. A
unica propriedade que relatou esse contato foi a Propriedade 03, ja que os animais ficam livres
a pasto, mas ndo houve nenhum resultado positivo nesta propriedade. Por fim, no que tange a

Anaplasmataceae de granuldcitos, A. phagocytophilum é o agente que merece destaque. E um
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patdgeno de importancia zoonoética que afeta principalmente animais jovens, podendo ocasionar
febre alta, anorexia, queda repentina na produgdo de leite e aborto em ovelhas (STUEN et al.,
2013). No Brasil, o A. phagocytophilum ja foi diagnosticado em caes (SANTOS et al., 2011) e
cavalos (NOGUEIRA et al., 2017), mas nao ha relatos em ovinos.

O presente estudo revelou oito animais positivos para Ehrlichia monocitica e um animal
positivo para Ehrlichia/Anaplasma de granuldcitos ou plaquetas. Analisando os resultados por
propriedade, a Propriedade 02 merece destaque, uma vez que apresentou seis animais positivos
para Ehrlichia monocitica e um animal positivo para Ehrlichia/Anaplasma de granuldcitos ou
plaquetas. Conhecendo a epidemiologia da erliquiose, a transmissdo da riquétsia ocorre por
carrapatos. Neste sentido, apenas na Propriedade 02 foi encontrado carrapato no momento da
coleta, bem como apresentava historico de antigas infestacdes pelo ectoparasito. Importante
destacar que houve associagdo estatistica significativa entre a presenca de ectoparasitos e a
positividade para Ehrlichia monocitica (p=0,000). Assim, a presenga de carrapatos parasitando
os ovinos explica a positividade dos mesmos para erliquiose. O uso de iniciadores mais
genéricos para investigacdo de agentes patogénicos em espécies em que ndo se tem muito
conhecimento dos agentes circulantes torna-se interessante para aumentar a possibilidade da
deteccao de espécies ainda ndo descritas no hospedeiro ou na regido geografica, sendo esse o
caso de ovinos brasileiros. Além disso, o sequenciamento nucleotidico ¢ fundamental para

conhecer quais sdo as espécies presentes no Brasil.

5.5.1.3 Babesia e Theileria

Para detec¢do de piroplasmideos foi utilizado um primer genérico capaz de detectar
infeccdo em ruminantes por espécies de Babesia e Theileria. Das 270 amostras estudadas,
0,74% (02/270) apresentaram resultado positivo. A Figura 11 apresenta alguns dos resultados
obtidos. Até o momento, ndo ha relato da infeccdo por esses agentes em ovelhas no Brasil. A
positividade de dois animais ¢ um achado muito relevante, uma vez que tanto a babesiose
quanto a teileriose sdo importantes enfermidades, afetando gravemente os animais.

Analisando isoladamente as propriedades, apenas duas apresentaram animais positivos.

Os resultados por propriedade podem ser observados na Tabela 11.
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Tabela 11 — Reag@o em Cadeia de Polimerase em busca do diagnostico de Babesia ¢ Theileria dos ovinos
provenientes de quatro diferentes propriedades do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

PCR Amostras analisadas
Propriedade 01 (N =171)
Positivo 00 (00,00%)
Negativo 71 (100,0%)

Propriedade 02 (N = 48)
Positivo
Negativo

Propriedade 03 (N = 55)
Positivo
Negativo

Propriedade 04 (N = 96)
Positivo
Negativo

01 (02,08%)
47 (97,92%)

00 (00,00%)
55 (100,0%)

01 (01,04%)
95 (98,96%)

Fonte: elaborado pelo autor.
N: Numero de ovinos avaliados.

Figura 11 — Analise dos produtos da nPCR em gel de agarose 1% corado em Gel Red. Primers: 1° reagdo: RIB-
19/RIB-20; 2° reagdo: BAB-rumF/BABrumR. 1- Peso molecular (banda alvo: 430 pb); 2- Controle positivo
Babesia bigemina, 3- amostra positiva; 4- branco da 1° reagdo; 5- branco da 2° rea¢do

Fonte: acervo pessoal.

Por meio de um primer especifico para o género Theileria, uma nova analise foi

realizada com o objetivo de averiguar se alguma das duas amostras positivas anteriormente

seriam positivas na PCR especifica para teileriose. Das 270 amostras estudadas, 0% (0/270)

apresentaram resultado positivo. O mesmo resultado foi encontrado por Mongruel et al. (2020),

que em um estudo realizado no Parand, Brasil, submeteu a PCR 42 amostras de sangue ovino e
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os resultados mostraram que todas os animais foram negativos para Theileria. Vale destacar
que o diagnostico de Theileria ja foi realizado em ruminantes brasileiros. Silveira et al. (2011)
fizeram o primeiro relato da ocorréncia de Theileria cervi e Theileria sp. em cervideos, em
Minas Gerais. Ainda, Silveira et al. (2016) relataram bufalos aquatico asidticos, no Para,
positivos para Theileria. As analises filogenéticas indicaram que as espécies encontradas foram
intimamente relacionadas a Theileria buffeli, T. orientalis e T. sinensis. Neste sentido, a busca
por esse hemopatogenos em ovinos deve continuar, uma vez que o agente circula entre os
animais em territorio brasileiro.

Neste sentido, diante da negatividade para Theileria, pode-se sugerir que as duas
amostras positivas apresentam DNA de Babesia. Dessa forma, o sequenciamento nucleotidico
¢ fundamental, objetivando descrever as espécies de Babesia que estdo circulando nos ovinos

do Brasil.

5.5.1.4 Trypanosoma vivax

Das 270 amostras estudadas, 0% (0/270) apresentaram resultado positivo. Alguns
poucos trabalhos presentes na literatura relatam surtos de tripanossomose em rebanhos ovinos
(BATISTA et al., 2009; GALIZA et al., 2011). Vale ponderar que importantes fatores de risco
estavam presentes nos surtos relatados, como o pastoreio multiespécies e a compra de animais
de forma indiscriminada. Neste sentido, nenhuma propriedade que compde o presente estudo
apresentava fatores de risco relevantes, ou seja, ndo realizavam a compra de animais de forma
indiscriminada, ndo adotavam o pastoreio multiespécies e ndo possuiam elevada infestagao por
moscas, vetores mecanicos do 7. vivax. Importante ressaltar que apenas o rebanho da
Propriedade 01 era totalmente fechado, ou seja, ndo compravam animais. As demais
propriedades, em determinadas situagdes, realizavam a compra de animais de rebanhos
conhecidos. O reuso de agulha era realizado nas Propriedades 02 e 03, sendo que a Propriedade
02 relatou realizar a desinfec¢do com alcool iodado e a Propriedade 03 com agua quente. Além
disso, uma pratica comumente adotada nas propriedades ¢ a tosquia, ato que retira a 1a dos
ovinos, visando a comercializagdo da mesma, bem como o fornecimento de conforto aos
animais. Considerando que a tosquiadeira ¢ utilizada em varios animais, podendo ocasionar
lesdes na pele com possiveis sangramentos, a ndo desinfec¢do do instrumental pode ser
considerada um fomite em potencial MOUNT et al., 2016). Todas as propriedades pertencentes
ao estudo realizam a tosquia, entretanto, ndo ha a informacdo sobre a desinfeccao da

tosquiadeira. Mas vale destacar que o procedimento ¢ realizado por individuos experientes e
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qualificados, o que ameniza a possibilidade de ferimentos e consequentes infec¢des. Diante do
exposto, o adequado manejo adotado pelas propriedades pode justificar a negatividade dos

animais para o protozoario 7. vivax.

5.5.2 Neospora caninum

Das 270 amostras estudadas, 25,55% (69/270) apresentaram resultado positivo, como ¢
demonstrado no Grafico 2. Estudos sobre a soroprevaléncia da neosporose ovina por meio de
infec¢do natural apresentaram uma ampla gama de resultados no Brasil , indo de taxas de menos
de 10% (FIGLIUOLO et al., 2004) para taxas de 30% (AGUIAR et al., 2004; ANDREOTTI et
al., 2009). Em Minas Gerais, a soroprevaléncia variou de 8,1% (SALABERRY et al., 2010) a
13,11% (ANDRADE et al., 2012), resultados inferiores aos encontrados no presente estudo.
Essa discrepancia pode ser explicada pelos métodos diagndsticos utilizados nos trabalhos. No
presente estudo, as amostras foram submetidas a PCR, teste com alta sensibilidade, detectando
0 parasito. J& as andlises soroldgicas com resultados positivos dos demais trabalhos indicam
que, em algum momento, os animais tiveram contato com o agente e desenvolveram resposta

imune.

Grafico 2 — Reag@o em Cadeia de Polimerase em busca do diagndstico de Neospora caninum dos ovinos (n =
270) provenientes do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

M Positivo W Negativo

Fonte: elaborado pelo autor.

Analisando isoladamente as propriedades, as quatro propriedades apresentaram animais
positivos para Neospora caninum. Os resultados por propriedade podem ser observados na
Tabela 12.

Todas as propriedades estudadas apresentaram resultado positivo, variando de 11,45%

a 64,58% (Tabela 12). Duas propriedades (Propriedade 02 e Propriedade 04) relataram, por
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meio do questiondrio zoosanitdrio, enfrentar disturbios reprodutivos. Contudo, ndo foi
observada diferenca estatistica significativa na variavel disturbios reprodutivos (p=0,117).
Ademais, todas as quatro propriedades apresentavam caes, os quais tinham contato com os
ovinos. Entretanto, ndo foi possivel realizar analise estatistica para a variavel presenga de caes,
jé& que todas as propriedades apresentavam caes, inviabilizando a anélise.

Conforme descrito por Machado et al. (2011), ¢ fundamental conhecer os fatores de
risco e associd-los aos resultados encontrados. Em seu estudo, as variaveis estatisticamente
relacionadas a soropositividade para N. caninum em ovinos foram: represas como
abastecimento de agua, presenca de outros canideos domésticos e presenca de problemas

reprodutivos.

Tabela 12 — Distribui¢do de Neospora caninum em ovinos provenientes de quatro diferentes propriedades do
estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

PCR Amostras analisadas
Propriedade 01 (N =171)
Positivo 10 (14,08%)
Negativo 61 (85,92%)

Propriedade 02 (N = 48)
Positivo 31 (64,58%)
Negativo 17 (35,42%)

Propriedade 03 (N = 55)
Positivo 17 (30,90%)
Negativo 38 (69,10%)

Propriedade 04 (N = 96)
Positivo 11 (11,45%)
Negativo 85 (88,55%)

Fonte: elaborado pelo autor.
N: Numero de ovinos avaliados.

No que se refere a fonte de dgua, variavel considerada fator de risco para neosporose, a
Propriedade 01 relatou ser poco, a Propriedade 02 ser cisterna e as Propriedades 03 e 04 ser
nascente. Houve diferenga estatistica para a varidvel fonte de agua (p=0,000), sendo que as
origens poco (p=0,006), nascente (p=0,001) e cisterna (p=0,000) influenciaram nos resultados
aqui apresentados, provavelmente devido a maior exposicao dos animais as fezes dos caes por
meio da agua, hospedeiros definitivos na neosporose (GREENE, 2006), corroborando com

estudo presente na literatura (MACHADO et al., 2011).
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A Tabela 13 resume as variaveis sexo e idade em relagdo a frequéncia de amostras
positivas para N. caninum na PCR. Em relacdo ao sexo, 46,15% (06/13) dos machos foram
positivos e 24,51% (63/257) das fémeas foram positivas. Nao foi observada diferenca estatistica
significativa entre machos e fémeas (p=0,102). Dentre os animais jovens (6 - 12 meses), 3,84%
(01/26) foram positivos. Ja dentre os animais com idade entre 13 — 24 meses, 12,82% (05/39)
foram positivos. Por fim, os animais adultos com idade superior a 24 meses apresentaram
soropositividade de 29,49% (41/139). Houve diferenga estatistica apenas entre as propor¢oes
de animais positivos da categoria >24 meses (p=0,002). A associa¢do positiva entre animais
adultos e a positividade para N. caninum se deve, provavelmente, ao aumento das oportunidades

de exposi¢do ao agente infeccioso ao longo dos anos.

Tabela 13 — Frequéncia de amostras positivas de N. caninum na PCR em amostras de ovinos de acordo
com variaveis individuais (sexo ¢ idade) provenientes do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

Variavel Nimero de ovinos Frequéncia de amostras positivas

Sexo (N =270)

Machos 13 06 (46,15%)

Fémeas 257 63 (24,51%)
Idade (N = 204)*

6 - 12 meses 26 01 (03,84%)

13 - 24 meses 39 05 (12,82%)

> 24 meses 139 41 (29,49%)

Fonte: elaborado pelo autor.

N: Numero de ovinos avaliados para cada variavel. *Nao foi possivel obter a idade de 66 ovinos.

Diante do exposto e dos resultados apresentados, pode-se considerar que a neosporose
estd amplamente distribuida entre os rebanhos. Quando ocorrem abortos nas propriedades,
geralmente o agente responsabilizado € o 7. gondii, muitas vezes sem o diagndstico laboratorial.
Assim, a importancia da neosporose em ovinos pode estar oculta. Neste sentido, Pereira et al.
(2021) realizaram um estudo com o objetivo de relatar a detec¢ao de DNA de N. caninum em
um cordeiro recém-nascido com sinais neurologicos e neosporose congénita em um cordeiro
natimorto, ambos nascidos da mesma ovelha em um rebanho no sul do Brasil, soropositiva para
N. caninum e soronegativa para 7. gondii. A infec¢do por N. caninum foi confirmada no
cordeiro recém-nascido por PCR e no cordeiro natimorto por histopatologia,
imunohistoquimica e testes de PCR. Neste contexto, ¢ importante destacar que encontrar o
DNA do agente ndo significa, necessariamente, que N. caninum foi a causa do aborto, tornando-
se importante associar lesdes histopatologicas no feto e descartar outras causas comuns de

aborto, além de considerar eventos multifatoriais.
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5.6 Sequenciamento nucleotidico

Das amostras que até entdo foram enviadas para sequenciamento nucleotidico, apenas
uma foi sequenciada com sucesso. A amostra da Propriedade 02 foi confirmada como
N. caninum, comprovando o resultado apresentado pela PCR. Novas tentativas serdo realizadas

para detectar quais sao as espécies dos demais agentes que estdo circulando nos rebanhos.

5.7 Analises sorologicas para T. gondii

Por meio da realiza¢dao do ELISA-IgG indireto, das 267 amostras analisadas, 59 (22,1%;
1C95% 17,83 — 27,04) apresentaram o indice de reatividade (I.R.) >1,0, sendo consideradas
amostras positivas para anticorpos IgG anti-7. gondii (Tabela 14). As amostras consideradas
negativas foram 208 (77,9%; 1C95% 72,95 — 82,16) pois apresentaram [.R. <1,0. Os resultados
individuais de I.R. para cada uma das amostras sdo mostrados no Apéndice 1.

Alguns trabalhos realizados no Brasil em ovinos encontraram resultados semelhantes.
No Rio Grande do Norte, a prevaléncia estimada de anticorpos IgG anti-7. gondii foi de 22,1%
(205/930) (ANDRADE et al., 2013). No Espirito Santo a prevaléncia foi de 38,5% (91/236)
(TESOLINTI et al., 2012) e no Rio de Janeiro de 38,05% (137/360) (LUCIANO et al., 2011).
Estudos realizados em Minas Gerais, por sua vez, apresentam resultados diversos entre si. Em
Uberlandia, a prevaléncia estimada foi de 75% (116/155) (ROSSI et al., 2011). Ja em Uberaba
a prevaléncia encontrada foi de 57,6% (144/250) (BASSI et al., 2013). Dorneles et al. (2020)
conduziram um grande estudo com amostras de 21 rebanhos de todo o estado de Minas Gerais.
Seus resultados mostraram que 10,46% (62/594) das amostras apresentaram resultado positivo

e que em 71,43% (15/21) dos rebanhos houve a detec¢ao de anticorpos.

Tabela 14 — Frequéncia de positividade para anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii detectados por ELISA em
soros de ovinos do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

Resultado do ELISA Frequéncia de amostras positivas 1.C. 95%
Positivo (I.R. > 1,0) 22,1% (59/267) 17,83% — 27,04%
Negativo (I.R. < 1,0) 77,9% (208/267) 72,95% — 82,16%

Fonte: elaborado pelo autor.

Analisando individualmente os rebanhos, 100% (4/4) apresentaram resultado positivo
para anticorpos IgG anti-7. gondii, como descrito na Tabela 15. Contudo, os resultados

apresentaram elevada discrepancia, obtendo destaque a propriedade 01, com 50,0% das
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amostras positivas. Neste contexto, os fatores de risco devem ser analisados, uma vez que cada
propriedade apresenta suas proprias caracteristicas ambientais e de manejo. Extraindo
informacdes do questionario zoosanitario das quatro propriedades participantes do estudo,
apenas a Propriedade 01 relatou presenca de gatos, os quais tinham acesso a agua e aos
alimentos dos ovinos. Houve diferenca estatistica entre as proporgdes de animais positivos e a
presenca de gatos (p=0,000). Andrade et al. (2013) e Régo et al. (2016), em seus trabalhos
realizados no Rio Grande do Norte e no Piaui, respectivamente, concluiram que um importante
fator de risco para toxoplasmose em ovinos ¢ a presenga de gatos na propriedade. Diante do
exposto, os resultados apresentados corroboram com os achados desses, uma vez que a Unica
propriedade que tinha gatos foi a que apresentou maior positividade para anticorpos IgG anti-
T. gondii, reforgando a importancia do hospedeiro definitivo. Outro ponto que deve ser
destacado ¢ que gatos errantes também podem ter acesso a propriedade ou a reservatdrios de
agua, além dos felideos silvestres, o que pode influenciar na prevaléncia da toxoplasmose.
Ademais, o T. gondii pode se manter no rebanho por meio da transmissdo vertical. Klauck et
al. (2016) conduziram um estudo no Brasil que detectou que a transmissdo transplacentéria ¢
muito alta em ovelhas infectadas cronicamente, o que permite que a doenga se mantenha no

rebanho por muitos anos.

Tabela 15 — Frequéncia de positividade para anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii detectados por ELISA em
soros de ovinos provenientes de quatro diferentes propriedades do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

Frequéncia de amostras

Identificacao positivas I.C. 95%
Propriedade 01 50,0% (34/68) 38,19% — 61,80%
Propriedade 02 18,75% (09/48) 09,95% — 32,50%
Propriedade 03 14,5% (08/55) 07,37% — 26,68%
Propriedade 04 8,3% (08/96) 04,19% — 15,88%

Total 22,1% (59/267) 17,83% —27,04%

Fonte: elaborado pelo autor.

A Tabela 16 resume as varidveis sexo e idade em relagdo a frequéncia de anticorpos IgG
anti-7. gondii nos ovinos avaliados. Em rela¢dao ao sexo, 30,8% (04/13) dos machos foram
positivos e 21,6% (55/254) das fémeas foram positivas. Nao foi observada diferenca estatistica
significativa entre machos e fémeas (p=0,930). Dentre os animais jovens (6-12 meses), 8,33%
(02/24) foram positivos. J4 dentre os animais com idade entre 1 —24 meses, 15,38% (06/39)

foram positivos. Por fim, os animais adultos com idade superior a 24 meses apresentaram
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soropositividade de 23,18% (32/138). Apesar dos animais com idade superior a 24 meses terem
apresentado uma positividade aparentemente maior que as demais categorias, essa diferenca
nao foi estatisticamente significativa (p=0,140). Alguns autores ja relataram as variaveis
analisadas como fatores de risco para a toxoplasmose em ovelhas. Muitos trabalhos presentes
na literatura trazem a idade como um importante fator de risco, com os animais adultos exibindo
maior chance de infec¢cdo para 7. gondii (ANDRADE et al., 2013; EL SAFADI et al., 2019;
YAN etal., 2020). A associagdo positiva entre idade e soroprevaléncia se deve, provavelmente,
ao aumento das oportunidades de exposi¢do ao agente infeccioso (HALOS et al., 2010). No que
tange ao sexo dos ovinos, ndo houve relagdo entre essa varidvel e a soropositividade para
toxoplasmose, confirmando estudos anteriores (CABALLERO-ORTEGA et al.,, 2008;
CARNEIRO et al., 2009).

Tabela 16 — Frequéncia de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii detectados por ELISA em soros de ovinos de
acordo com variaveis individuais (sexo ¢ idade) provenientes do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

Variavel Nimero de ovinos Frequéncia de amostras positivas

Sexo (N =267)

Machos 13 04 (30,8%)

Fémeas 254 55 (21,6%)
Idade (N =201)*

6 - 12 meses 24 02 (08,33%)

13 - 24 meses 39 06 (15,38%)

> 24 meses 138 32 (23,18%)

Fonte: elaborado pelo autor.
N: Numero de ovinos avaliados para cada variavel. *Nao foi possivel obter a idade de 66 ovinos. **

No que se refere a fonte de 4dgua, outra varidvel considerada fator de risco para
toxoplasmose, a Propriedade 01 relatou ser poco, a Propriedade 02 ser cisterna e as
Propriedades 03 e 04 ser nascente. Houve diferenca estatistica para a variavel fonte de agua
poco (p=0,000) e nascente (p=0,000), sendo a varidvel cisterna nao considerada
estatisticamente significativa (p=0,529). Neste sentido, ¢ essencial destacar que pogos e
nascentes estdo expostos ao ambiente, o que pode facilitar a contaminag@o por oocistos, 0s
quais, estando esporulados, podem causar a infeccdo se ingeridos pelos ovinos por meio da
dgua ou alimentos contaminados (DUBEY; BEATTIE, 2010). Estudos anteriores
comprovaram a fonte de d4gua como fator de risco, como no trabalho conduzido por Andrade et
al. (2013), no Rio Grande do Norte, Brasil. Em sua pesquisa, a varidvel estatisticamente
significativa encontrada foi o uso de agua corrente. Ainda, duas propriedades (Propriedade 02

e Propriedade 04) relataram, por meio do questionario zoosanitario, enfrentar disturbios
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reprodutivos. Foi observada diferenca estatistica significativa na varidvel distirbios
reprodutivos (p=0,000) para toxoplasmose. Quando a infec¢do por 7. gondii ¢ adquirida durante
a gestacdo, pode resultar em abortos e mas-formacdes, cuja gravidade depende do estagio
gestacional.

Nas 59 amostras de soros positivos foi realizada a avaliagdo da avidez de anticorpos
IgG. Por meio dessa andlise ¢ possivel distinguir infecgdes agudas e cronicas. As infecgdes
crOnicas sdo caracterizadas por anticorpos de alta avidez (indice de avidez > 50%) (HEDMAN
etal., 1989; SUAREZ-ARANDA et al., 2000). Em contrapartida, as infecgdes recentes (agudas)
sdo caracterizadas por uma alta porcentagem de anticorpos de baixa avidez, isto €, baixa
afinidade para os antigenos correspondentes (indice de avidez < 50%). Os resultados
apresentados na Tabela 17 e Apéndice 1 mostram que 57 das 59 amostras positivas
apresentaram avidez de IgG maior que 50% e apenas duas (3,4%) das 59 apresentaram avidez
menor que 50%, demonstrando que 96,4% dos ovinos encontram-se em fase cronica da
toxoplasmose. As duas amostras que apresentaram avidez menor que 50% sdo referentes a

fémeas, sendo uma com seis meses de vida e a outra ndo houve a idade informada.

Tabela 17 — Avidez de anticorpos IgG anti-7. gondii em ovinos provenientes do estado de Minas Gerais, Brasil,

2020
Indice de avidez Frequéncia de amostras
Maior que 50% 96,6% (57/59)
Menor que 50% 3,4% (02/59)

Fonte: elaborado pelo autor.

Avaliar o tempo da infec¢do por 7. gondii é de extrema relevancia, uma vez que em
infec¢des agudas ocorrem as principais manifestagdes clinicas da toxoplasmose, bem como a
possibilidade de transmissdo congénita da infec¢ao em humanos (CAMARGO et al., 1977) e
surtos abortivos em rebanhos ovinos (BENAVIDES et al.,, 2017). Em seres humanos a
determinag¢do da avidez de IgG anti-7. gondii ja ¢ usada como ferramenta auxiliar para
diagnostico da toxoplasmose aguda gestacional, associada a pesquisa de anticorpos IgG, IgM e
IgA (CANDOLFI et al., 2007).

Titulagdes altas de anticorpos IgG anti-7.gondii ¢ uma outra estratégia descrita na
literatura e que pode ser usada na tentativa de distinguir infecgdes agudas e cronicas da
toxoplasmose ovina. Figliuolo et al. (2004) relataram que 36,2% dos ovinos, estudados em Sao
Paulo pela Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), estdo provavelmente na fase aguda

da toxoplasmose por apresentarem titulos de IgG anti-7.gondii superiores a 1:1024. A mesma
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estratégia foi utilizada por Klun et al. (2006) ao sugerirem que 10% dos ovinos avaliados na
Sérvia estdo na fase aguda, pois apresentavam titulos iguais ou superiores a 1:1600. Futura
testagem por RIFI dos soros de baixa avidez identificados no presente trabalho podera
corroborar com os resultados ja descritos na literatura.

Diante da importancia zoonotica, deve-se ponderar que uma gama de mamiferos ¢
considerada hospedeiros suscetiveis e podem ser infectados com 7. gondii por transmissao
transplacentaria de taquizoitos, ingestao de tecidos de animais contendo cistos infecciosos com
bradizoitos e por ingestdo de agua ou alimentos contaminados com oocistos esporulados.
Assim, medidas de controle devem ser adotadas nas propriedades, como destinar corretamente
os restos placentarios e fetos, a fim de evitar a ingestdo por carnivoros, incluindo felideos

domésticos e silvestres.

5.8 Coinfeccoes

A coinfeccdo pelos agentes pesquisados neste estudo — hemopatdgenos, 7. gondii e
N. caninum — ocorreu em 97 (35,92%) dos 270 ovinos avaliados. A Propriedade 01 apresentou
27 (38,02%) coinfecgdes (Tabela 18), a Propriedade 02 apresentou 34 (70,83%) coinfecg¢des
(Tabela 19), a Propriedade 03, por sua vez, apresentou 23 (41,81%) coinfeccdes (Tabela 20) e,
por fim, a Propriedade 04 apresentou 13 (13,54%) coinfecgdes (Tabela 21). Pode-se concluir
que os agentes estudados estdo amplamente distribuidos entre os rebanhos ovinos de MG
analisados neste trabalho, sendo este o primeiro grande levantamento do diagnostico de tais

infecgdes e suas associagdes em ovinos de MG.



Tabela 18 — Coinfecgdes detectadas nos ovinos provenientes da Propriedade 01 do estado de Minas
Gerais, Brasil, 2020

Babesia  Anaplasma A. EG M. N.

Animal T gondii Theileria Spp marginale oVis caninum

124
126
127
129
130
132
133
135
137
138
143
146
150
157
159
161
163
168
170
171
172
176
178 + +
180
181 +

189 + +
191 +

+ o+ + + + + o+ o+

+
+ o+ + +

+

+
+ o+ + + + o+ o+ o+ o+ o+
+

+ + + + + + o+ o+
+ o+ + + + o+

+

+ o+ + o+

Fonte: elaborado pelo autor.



Tabela 19 — Coinfec¢des detectadas nos ovinos provenientes da Propriedade 02 do estado de Minas Gerais,
Brasil, 2020

Babesia  Anaplasma A. EG M. N.

Animal T gondii Theileria Spp marginale oVis caninum

1224 + +
419 +
1480
1998 +
10054
14599
4634 + + +
1452 +
2549 +
3288
3489
4913 +
3918
10543 +
7932
12990
11198 + +
2989 +
3222
1111
10228 +
504 +
1096 +
5649
3936 +
20975
1397
4835
4117 +
14655
14530 + +
1704
4818
3768 +

+

+
+
+

+ o+
+
J’_

+ + o+ + + o+ + +

+

T T e T e s S S S e S S S
+ o+ o+ o+

+ o+

+ o+ + + o+
+

Fonte: elaborado pelo autor.



Tabela 20 — Coinfec¢des detectadas nos ovinos provenientes da Propriedade 03 do estado de Minas Gerais,
Brasil, 2020

Babesia  Anaplasma A. EG M. N.

Animal T gondii Theileria Spp marginale oVis caninum

18

454

366 +
149

53 +
SI/9

55 +
374 +
382 +
545

144

1 +

+
+

Amoroso
2 +
31
399 + +
SI/13
358
141
182
33 + +
92
364

T e T i T a S e S S S S R e =

+ o+ + o+ o+ o+ o+ +

Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 21 — Coinfecgdes detectadas nos ovinos provenientes da Propriedade 04 do estado de Minas Gerais,
Brasil, 2020

Babesia  Anaplasma A. EG M. N.

Animal 7. gondii Theileria spp marginale oVis caninum

3 + +
21 + +
23
38
42
47
60
65
74
96 +
97
104 +
106 +

+ o+ + o+ + o+

+

T S S T T
+

Fonte: elaborado pelo autor.
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5.9 Analise parasitologica de fezes

Por meio do OPG — Contagem de ovos por grama de fezes — foi mensurado o grau de
parasitismo por tricostrongilideos dos animais pertencentes ao presente estudo. Segundo Ueno
e Gongalves (1998), as infecgdes por nematddeos gastrintestinais podem ser classificadas como
grau leve (500 — 800 ovos), grau moderado (800 — 1.500 ovos) e grau elevado (>1.500 ovos).
Importante ponderar que o OPG realiza o diagnostico identificando ovos da familia
Trichostrogylidae, que inclui os géneros Haemonchus e Trychostrongylus, os quais sao
importantes causas de anemia em ovinos devido a hematofagia. Para diagnosticar o género ¢
necessario a realizagdo do Método de Baermann e analise das larvas L3, o qual ndo foi realizado
por limitagao de tempo.

Foram colhidas fezes de 197 animais. Contagem negativa de ovos de tricostrongilideos
ocorreu em 42,13% (83/197) das amostras analisadas e contagem com valores inferiores a 500
ovos ocorreu em 20,81% (41/197) das amostras analisadas. Infecgdo grau leve foi detectada em
6,59% (13/197) das amostras, grau moderado em 4,56% (09/197) e grau elevado em 26,90%
(53/197), como ¢ demonstrado na Tabela 22. Nao foi possivel obter fezes de 73 animais.

Importante destacar que nao ha dados sobre a data da Gltima vermifugacdo dos animais.

Tabela 22 — Contagem de ovos de tricostrongilideos em fezes de ovinos provenientes do estado de Minas
Gerais, Brasil, 2020

Contagem de ovos de Amostras analisadas

tricostrongilideos
0 42,13% (83/197)
<500 20,81% (41/197)
500 — 800 06,59% (13/197)
800 — 1.500 04,56% (09/197)
>1.500 26,90% (53/197)

Fonte: elaborado pelo autor.

Os tricostrongilideos sdo responsaveis por grandes perdas econdmicas em animais de
producdo, principalmente em ovinos, sendo os géneros com maior enfoque o Haemonchus, que
parasita o abomaso, € o Trichostrongylus, que parasita o abomaso € o intestino de ruminantes
(FOREYT, 2005; URQUHART et al., 1998). Levantamentos realizados anteriormente revelam
que mais de 80% da carga parasitaria de caprinos e ovinos ¢ composta por H. contortus
(AROSEMENA et al., 1999; COSTA; VIEIRA, 1984; GIRAO et al., 1992). Por ser

hematofago, o H. contortus ¢ responsavel por um quadro clinico severo de anemia, sendo
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considerado o endoparasita que causa os maiores prejuizos para a cadeia produtiva de caprinos
e ovinos (URQUHART et al., 1998). Neste sentido, fazendo uma correlagao entre os resultados
de OPG com o VG<27% (indicando animais anémicos), encontrou-se uma correlacdo
significativa (p=0, 003), porém fraca (Spearm’s rho = -0,24), demonstrando que os resultados
encontrados no OPG influenciaram discretamente nos resultados de VG<27%.

No que se refere aos resultados por propriedade, a contagem de ovos de

tricostrongilideos variaram expressivamente, como pode ser observado na Tabela 23.

Tabela 23 — Contagem de ovos de tricostrongilideos em fezes de ovinos provenientes de quatro diferentes
propriedades do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

Contagem de ovos de
tricostrongilideos Amostras analisadas

Propriedade 01 (N = 51)

0 49,01% (25/51)
<500 35,29% (18/51)
500 — 800 03,92% (02/51)
800 — 1.500 03,92% (02/51)
> 1.500 07,84% (04/51)

Propriedade 02 (N = 42)

0 88,09% (37/42)
<500 07,14% (03/42)
500 — 800 02,38% (01/42)
800 — 1.500 02,38% (01/42)
> 1.500 00,00% (00/42)

Propriedade 03 (N = 36)

0 36,11% (13/36)
<500 11,11% (04/36)
500 - 800 11,11% (04/36)
800 - 1.500 08,33% (03/36)
>1.500 36,11% (13/36)

Propriedade 04 (N = 68)

0 11,76% (08/68)
<500 23,52% (16/68)
500 — 800 08,82% (06/68)
800 — 1.500 04,41% (03/68)
> 1.500 52,94% (36/68)

Fonte: elaborado pelo autor.
N: Numero de ovinos avaliados.

Em todas as propriedades houveram amostras de fezes com contagens negativas, bem

como com infec¢des grau leve e moderado. Apenas a Propriedade 02 ndo apresentou resultado
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com infec¢do grau elevado. Neste momento, o tangenciamento das informacdes aqui
apresentadas com os resultados de VG, principalmente da Propriedade 02, faz-se necessario.
Na Propriedade 02, 77,08% (37/48) das amostras apresentaram VG<27%, ou seja, grande parte
dos animais apresentavam-se anémicos no momento da coleta. Analisado o resultado do OPG
da mesma propriedade, apenas 2,08% (01/48) das amostras demonstraram infeccdo grau
moderado e nenhuma amostra demonstrou infecdo grau elevado. Neste sentido, a principal
causa de anemia em ovinos, a hemoncose, nao explica o VG expressivamente reduzido dos
animais da Propriedade 02. Assim, outras origens podem ser consideradas, como as
hemoparasitoses. Por meio da PCR, 72,91% (35/48) das amostras da Propriedade 02 foram
positivas para Mycoplasma, 12,5% (06/48) positivas para Anaplasma e Ehrlichia/Anaplasma
monocitica e 2,08% (01/48) positivas para Ehrlichia/Anaplasma de granulécitos e plaquetas e
Babesia. Por meio dos dados apresentados, sugere-se que as hemoparasitoses devem ser

consideradas diagnostico diferencial para ovinos anémicos.
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6 CONCLUSOES

As hemoparasitoses estao presentes em todos os rebanhos analisados;

A PCR ¢ indispensavel para o diagndstico de hemopatdégenos, uma vez que demais
técnicas, como a leitura de esfregaco sanguineo, apresentam baixa sensibilidade;

O reuso de agulhas influenciou estatisticamente na positividade de M. ovis, pratica que
deve ser evitada a fim de reduzir a frequéncia de micoplasmose e de outras
enfermidades;

A presenca de ectoparasitos influenciou estatisticamente na positividade de Anaplasma
spp. € Ehrlichia monocitica, embora ndo seja facil a deteccao desses ectoparasitos em
animais lanados;

Propriedades com as fontes de dgua poco, nascente e cisterna resultaram em maior
frequéncia de ovinos positivos para N. caninumi;

Ovinos pertencentes a categoria >24 meses de vida foram estatisticamente mais
prevalentes a infec¢do por N. caninum.

A infeccdo por T. gondii esta presente em todos os rebanhos analisados;

A presenca de gatos resultou em maior frequéncia de ovinos soropositivos para
toxoplasmose, reforcando a importancia do hospedeiro definitivo;

Fontes de 4gua poco e nascente resultam em maior frequéncia de ovinos soropositivos
para toxoplasmose;

Ovinos soropositivos para toxoplasmose estdo presentes em propriedades com
distarbios reprodutivos;

Nao ha evidéncias de surto recente de toxoplasmose aguda nos rebanhos;

Todas as propriedades apresentaram coinfec¢des entre os agentes estudados neste

trabalho.
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Anexo 2 — Questionario zoosanitario aplicado nas propriedades em que foram realizadas coletas

e Experimento Margana Resende
vet QUESTIONARIO ZOOSANITARIO
IDENTIFICACAD
Propriedade: Data:
Proprietario: Tal:
E-mail:
Endersgo:
Cidade:
FUNCIGNErios:
REBAMHD
Espécie: | ) Caprinos [ ) Ovinos Numero de animais:
Sistema: | ) Extensivo [} Intensivo [ ] Semi-extensivo
Raga predominante:
Finalidade { ) Leite [[ }come Ii ) mista
Compra e venda de animais: || ] Sim [ JMaEo
Presenca de bovinos: [| | sim L
Presenca desuimos: [ ) Sim [ Mo
Presenca de cles: { ) sim [ INEo
Fresencadegatos: || )sim || jnSo [onde: || )Pasw|| )easias]| ) calpbes de slimentos
Presenca de cavalos: || | Sim L
Presenca de aves: { ) Sim [ INEo
Contato com animais silvestres: || | S5im L Quais:
Contato direto com animais de outras fazendas: { ] Sim || I N30 |Quais:
INSTALACOES

Tipo de instalag3o:
Uso de pastagens comunitarias: || ) Sim [ INEo
Uso de esterco comao fertilizante:}| | sim L
Limpeza das instacdes: [ ]5im [ JM3o
Desinfec;3o das instalactes: [ ]Sim | JmMEo Jcoma:

s origem: { ) Limpa { | Disponivel

Agua: Bebadowra: [ | Individual [ ] Coletive

i ) individual [ ] Coletivo [ ] Coberto
Cocho: { | chio [ ] Suspenso
Ohbs:

I OBSERVACDOES GERAIS

Fonte: elaborado pelo autor.
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Wt

Experimanto Morgana Res

ende

QUESTIONARIO ZOOSANITARIO

SANIDADE

Vacinas utilizadas [Categorias [ Esquema / Frequéncia):

Histdrico de enfermidades:

jsim |[ ] N3o |ouais:

Jraina etaria:

Anemia:

jsim || ] M3c |Faixaetaria mais frequente: [

[
(
|edema submandibular [papeira):|[ | 5im [ ImMdo
realizagdo de FAMACHA: [ ] Sim [ ] MEo
Diagnastico de endoparasito: | INio || JoPs || )coprocutura  |oual: [
Mizscas no ambiente: [ ]5im [ )Mo
Moscas hematofagas animais: || | sim [ ) Ndo
Presenca de carrapatos: [ ] 5im [ ) Ndo
Presenca de sarmas: [ ) s5im [ )Ndo
Presenca de piolho/ pulza: [ ]5im [ )NEo
Presenca de roedores: [ ] 5im [ )NEo
Controle de moscas: [ ]5im { Jmao Qual:
Controle de ectoparasitos: [ ]Sim [ Qual:
Controle de endoparasitos: [ ] 5im { | mMao Qual:
Controle de roedoras: [ ]5im { Jmao Qual:
Reuso de agulhas e seringas: I I_ Sim - = [ ) N.a g =
5a 5im: ||:lesmfec;au: [ ]5im || | Nao |cnm-:|:
REPRODUCAD
Tecnica reprodutiva: [ ] Monta natural |-: | IATF | Dwtro:
Disturbios reprodutivos: [ ]5im [ IMBo
Repeticao de cio: [ ]sim [ ) MEo
aborto: { ] Sim [ )Mo
Matimorto: { ) sim [ ImM3o

Destino de restos placentarios e fetos: |

OBSE R'H'AQEI E5 GERAIS

Fonte: elaborado pelo autor.
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APENDICE

Apéndice 1 — Resultados individuais da pesquisa de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii e avidez de IgG por
ELISA em soros de 267 ovinos do estado de Minas Gerais, Brasil, 2020

Identificacio fndjge de indice de avidez
reatividade (%)
1 1,66 7542
2 1,51 71,64
3 1,54 69,95
4 1,61 85,90
5 1,59 82,68
6 1,20 91,46
7 1,42 77,06
8 0,89 NR*
9 1,82 90,63
10 1,46 83,42
11 0,62 NR*
12 1,85 95,12
13 1,32 57.86
14 0,44 NR*
15 0,89 NR *
16 0,59 NR*
17 1,45 99,45
18 0,64 NR*
19 147 83.05
20 1,34 74,13
21 0,40 NR*
22 123 74,54
23 0,64 NR*
24 0,80 NR*
25 0,44 NR*
26 1,54 94,78
27 0,52 NR*
28 1,15 85,34
29 0,25 NR*
30 1,39 88,03
L 1,29 7431
32 0,30 NR*
33 0,51 NR*
34 0,72 NR*
35 1,64 80,44
36 0,29 NR*
37 1,15 65,42
38 0,53 NR*




39 1,24 66,57
40 0,36 NR*
41 1,64 63,16
42 0,52 NR*
43 1,58 72,43
44 1,12 75,10
45 0,73 NR*
46 1,07 83,33
47 1,01 39,77**
48 1,25 84,82
49 0,28 NR*
50 0,44 NR*
51 1,25 86,33
52 121 67,57
53 0,90 NR*
54 0,89 NR*
55 0,34 NR*
56 1,68 52,74
57 2,24 92,92
58 1,70 63,74
59 0,30 NR*
60 0,60 NR*
61 0,51 NR*
62 0,48 NR*
63 0,38 NR*
64 0,20 NR*
65 0,27 NR*
66 0,63 NR*
67 1,70 45,03
68 0,35 NR*
69 0,40 NR*
70 0,38 NR*
71 0,33 NR*
72 0,20 NR*
73 0,13 NR*
74 0,46 NR*
75 0,56 NR*
76 1,28 >100
77 0,39 NR*
78 0,57 NR*
79 0,62 NR*
80 1,32 >100
81 2,01 86,21
82 1,18 69,91
83 0,45 NR*
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84 0,33 NR*
85 0,79 NR*
86 0,35 NR*
87 0,58 NR*
88 0,80 NR*
89 0,45 NR*
90 0,36 NR*
91 0,50 NR*
92 0,26 NR*
93 0,44 NR*
94 0,29 NR*
95 0,43 NR*
96 0,45 NR*
97 0,47 NR*
98 0,22 NR*
99 0,34 NR*
100 0,19 NR*
101 0,31 NR*
102 0,37 NR*
103 1,17 70,59
104 1,14 94,71
105 0,57 NR*
106 0,14 NR*
107 0,07 NR*
108 0,19 NR*
109 0,35 NR*
110 0,68 NR*
111 0,32 NR*
112 0,43 NR*
113 1,48 95,30
114 1,37 96,08
115 2,22 >100
116 0,17 NR*
117 0,23 NR*
118 0,31 NR*
119 2,46 81,59
120 0,42 NR*
121 0,42 NR*
122 0,45 NR*
123 0,73 NR*
124 0,21 NR*
125 0,65 NR*
126 0,42 NR*
127 0,46 NR*
128 0,40 NR*
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129 0,25 NR*
130 0,24 NR*
131 0,24 NR*
132 1,71 >100
133 0,68 NR*
134 0,25 NR*
135 0,80 NR*
136 0,77 NR*
137 1,71 67,32
138 0,22 NR*
139 0,21 NR*
140 0,22 NR*
141 0,69 NR*
142 0,32 NR*
143 0,31 NR*
144 0,36 NR*
145 0,38 NR*
146 0,25 NR*
147 0,19 NR*
148 0,10 NR*
149 0,46 NR*
150 2,06 84,31
151 2,36 91,79
152 1,83 68,31
153 0,72 NR*
154 0,30 NR*
155 0,40 NR*
156 0,45 NR*
157 1,36 47,32
158 0,45 NR*
159 0,32 NR*
160 0,57 NR*
161 0,66 NR*
162 0,57 NR*
163 0,52 NR*
164 0,45 NR*
165 0,29 NR*
166 1,78 61,46
167 0,57 NR*
168 0,61 NR*
169 0,48 NR*
170 0,38 NR*
171 0,88 NR*
172 0,17 NR*
173 1,92 >100
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174 0,18 NR*
175 0,57 NR*
176 0,29 NR*
177 0,26 NR*
178 2,18 >100
179 0,12 NR*
180 0,29 NR*
181 0,39 NR*
182 0,15 NR*
183 0,14 NR*
184 0,11 NR*
185 0,26 NR*
186 0,26 NR*
187 0,22 NR*
188 0,34 NR*
189 0,22 NR*
190 0,36 NR*
191 0,26 NR*
192 0,22 NR*
193 0,27 NR*
194 0,45 NR*
195 0,17 NR*
196 0,20 NR*
197 0,23 NR*
198 0,24 NR*
199 0,24 NR*
200 0,41 NR*
201 0,20 NR*
202 0,37 NR*
203 0,45 NR*
204 0,05 NR*
205 0,21 NR*
206 0,25 NR*
207 0,43 NR*
208 0,28 NR*
209 0,40 NR*
210 0,35 NR*
211 0,18 NR*
212 0,17 NR*
213 0,26 NR*
214 0,23 NR*
215 0,38 NR*
216 0,24 NR*
217 0,28 NR*
218 0,37 NR*
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219 0,24 NR*
220 0,23 NR*
221 0,20 NR*
222 0,09 NR*
223 0,22 NR*
224 0,27 NR*
225 2,36 95,97
226 0,36 NR*
227 2,17 80,35
228 222 93,63
229 2,58 91,81
230 0,28 NR*
231 0,31 NR*
232 0,13 NR*
233 0,20 NR*
234 0,26 NR*
235 0,10 NR*
236 0,19 NR*
237 0,24 NR*
238 0,24 NR*
239 0,21 NR*
240 0,39 NR*
241 0,37 NR*
242 0,12 NR*
243 1,94 81,75
244 0,18 NR*
245 0,77 NR*
246 0,37 NR*
247 0,41 NR*
248 0,18 NR*
249 1,88 86,24
250 0,40 NR*
251 0,34 NR*
252 0,22 NR*
253 0,73 NR*
254 0,33 NR*
255 0,56 NR*
256 0,43 NR*
257 0,24 NR*
258 0,50 NR*
259 0,50 NR*
260 0,33 NR*
261 0,17 NR*
262 0,52 NR*
263 0,61 NR*
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264 0,13 NR*
265 0,22 NR*
266 0,53 NR*
267 0,48 NR*

117

Propriedade 1: ovinos 1 a 68; propriedade 2: ovinos 69 a 116; propriedade 3: ovinos 117 a 171; propriedade 4:

ovinos 172 a 267.

*NR: Nao Realizado. O animal néo tinha anticorpos especificos anti—7. gondii.

**indice de avidez de IgG inferior a 50%.



