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Resumo

Hammondia heydorni, Neospora caninum e Toxoplasma gondii sao
protozoarios coccidios que parasitam diferentes espécies animais domesticas e
silvestres. Enquanto a infeccdo por H. heydorni parece ser assintomatica, N.
caninum e T. gondii podem provocar altera¢des reprodutivas em ruminantes. N.
caninum € um importante causador de abortamentos em bovinos, ao passo que
T. gondii induz a abortamentos em caprinos e ovinos. O presente trabalho teve
como objetivo investigar a frequéncia desses coccidios em caprinos por meio
de uma reacdo de polimerase em cadeia (PCR) nested especifica para o
espaco interno transcrito 1 (ITS1) do DNA ribossébmico da subfamilia
Toxoplasmatinae. Esses resultados foram comparados com a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (IFl) para anticorpos anti-N. caninum e anti-T.
gondii em uma tentativa de investigar reacbes cruzadas entre esses
protozoarios. Apds sequenciamento das amostras positivas, freqiéncias de
3,92% (4/102), 1,96% (2/102) e 7,84% (8/102) foram obtidas para H. heydorni,
N. caninum e T. gondii, respectivamente. Embora anticorpos anti-N. caninum
tenham sido encontrados em 9,8% (10/102) dos animais e anticorpos anti-T.
gondii em 21,6% (22/102), ndo houve evidéncia de reacdes sorologicas
cruzadas com o soro dos animais positivos na PCR para H. heydorni. Essa é a
primeira confirmacdo molecular de H. heydorni em tecidos de um hospedeiro
intermediario naturalmente infectado pelo parasita.
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Introducéo

Caprinos sdo hospedeiros intermediarios de Neospora caninum,
Hammondia heydorni e Toxoplasma gondii. Enquanto N. caninum e T. gondii
podem causar abortos, natimortalidade, doenca neurologica congénita e
diminuicdo da produtividade em rebanhos, a infeccdo por H. heydorni parece
nao estar associada com nenhum sinal clinico nessa espécie animal (Blagburn
et al., 1988; Barr et al., 1992; Dubey et al., 1992; Dubey et al., 1996 Figliuolo et
al., 2004). Como a caprinocultura representa uma importante fonte de recursos
econdmicos para o Brasil, especialmente para o estado da Bahia, que



concentra cerca de 40% de todos os caprinos do pais (IBGE, 2008), é
importante conhecer e monitorar as doengas que ocorrem nesses animais e
estabelecer um diagndstico diferencial eficiente entre esses coccidios.

Estudos epidemiologicos sobre H. heydorni sédo raros, ja que nao
existem testes soroldgicos disponiveis para Hammondia sp (Mugridge et al.,
1999). O uso de técnicas moleculares de diagnostico parece ser a melhor
forma de diferenciacdo entre Hammondia sp e protozoarios relacionados
(Slapeta et al., 2002a; Slapeta et al., 2002b; Sreekumar et al., 2003; Eleni et al.,
2004; Monteiro et al., 2008). Assim, o objetivo desse trabalho foi investigar H.
heydorni, N. caninum e T. gondii em tecidos caprinos por meio de uma reacao
polimerase em cadeia (PCR) nested e comparar esses resultados com a
reagdo de imunofluorescéncia indireta (IFl) para anticorpos anti-N. caninum e
anti-T. gondii.

Materiais e Métodos

Amostras de sangue, cérebro, lingua e coracao foram coletadas de 102
caprinos, imediatamente ap6s o abate, na cidade de Feira de Santana, Bahia,
entre Janeiro de 2007 e Fevereiro de 2008.

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI) foi conduzida para a
deteccdo de anticorpos IgG anti-T. gondii e anti-N. caninum, empregando-se
como pontos de corte, 1:16 e 1:50, respectivamente. Foram utilizados
taquizoitos de T. gondii da cepa RH mantida em camundongos e de N.
caninum da cepa NC-1 mantida em cultivo de células VERO, além de um
anticorpo secundéario IgG de caprino conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (Sigma, St. Louis, MO, USA). Todas as reacdes positivas foram
testadas até a maxima diluicao possivel.

DNA foi extraido das amostras de tecido por meio de um kit comercial
(Easy-DNA ™ Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Em seguida, uma PCR nested
foi conduzida usando-se dois pares de primers especificos para as sequéncias
conservadas do espaco interno transcrito 1 (ITS1) de Hammondia sp, N.
caninum e T. gondii. Na primeira reagdo foram usados 0s primers externos JS4
(Slapeta et al., 2002a), e CT2b (Monteiro et al., 2007), e na segunda
amplificagcéo, os primers CT1 e CT2 (Sreekumar et al., 2003). As amplificagbes
foram realizadas em volume total de 25 pl com um mix comercial (Master Mix,
Promega, Madison, WI). A programacédo do termociclador foi de 40 ciclos de
94°C por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min na primeira amplificacdo e 40
ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min na segunda
amplificacdo, ambos precedidos por um passo de desnaturacéo inicial de 94°C
por 5 min e seguidos por uma extensao final a 72°C por 7 min. O tamanho
esperado do amplicon foi de aproximadamente 500 pares de bases (pb) na
primeira reagéo e de 400 pb na segunda.

Foram utilizados como controles positivos DNA de oocistos de H.
heydorni obtidos a partir de cdo naturalmente infectado (Monteiro et al., 2007),
taquizoitos de N. caninum (cepa NC-1) e de T. gondii (cepa RH), e como
controle negativo, agua ultra-pura. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1% e depois corados com brometo de etidio
para visualizacao sob luz ultravioleta. As amostras positivas foram extraidas do



gel com kit comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,
Madison, WI, USA).

Os produtos de PCR purificados foram sequenciados utilizando-se o Big
Dye terminator system, versdo 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
em sequenciador ABI 3100 (AME Bioscience). Os cromatogramas foram
editados com o programa BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.0.9.0
(Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, USA) e utilizados em pesquisas no BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) para a comparacao das seqiéncias
com aqguelas depositadas no banco de dados publico.

Resultados e Discussao

Infeccdes por H. heydorni, N. caninum e T. gondii foram confirmadas em
caprinos por meio de uma PCR nested seguida pelo sequenciamento da regiao
ITS1 do rDNA dos parasitos (Tabela 1). A maior parte dos estudos
epidemioldgicos disponiveis sobre a infec¢cdo por N. caninum ou T. gondii em
caprinos foi conduzida por meio de testes sorologicos; estudos moleculares
foram realizados, mas geralmente com analise de natimortos ou fetos
abortados (Dubey & Schares, 2006; Dubey et al., 2007). Até a realizacdo do
presente estudo, ndo foram observados dados epidemiolégicos sobre a
prevaléncia/frequiéncia molecular desses coccidios em tecidos de caprinos.

Estagios teciduais de N. caninum e T. gondii s&o encontrados com maior
freqiéncia no sistema nervoso central, mas tém sido registrados também em
outros tecidos como musculo esquelético e cardiaco, pulmao e rins (Dubey et
al., 2002a; Dubey & Schares, 2006). No presente trabalho, embora todas as
amostras positivas na PCR para N. caninum tenham sido oriundas de cérebro,
50% (4/8) das amostras positivas para T. gondii e 75% (3/4) das amostras
positivas para H. heydorni consistiram de amostras de lingua ou de coracéo.
N&do se sabe quais os tecidos de predilecdo para cistos teciduais de H.
heydorni (Mohammed et al., 2003), mas nesse estudo, DNA de H. heydorni foi
encontrado principalmente no coracgdo, sugerindo que estudos posteriores
sobre esse parasito devem incluir esse tecido.

Tablela 1. Parasitos toxoplasmatineos em tecidos de caprinos detectados por
meio de uma PCR nested seguida pelo sequenciamento dos produtos de PCR

Freqliéncia (%) N° de N° de N° de linguas
cérebros coragdes positivas (%)
positivos (%)  positivos (%)

Hammondia 4/102 (3,92) 1(0,98) 3(2,94) 0
heydorni
Neospora caninum 2/102 (1,96) 2 (1,96) 0 0
Toxoplasma gondii 8/102 (7,84) 4 (3,92) 1(0,98) 3(2,94)
Total 14/102 (13,72) 7/102 (6,86) 4/102 (3,92) 3/102 (2,94)

Anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii foram encontrados em 9,8%
(10/102) e 21,6% (22/102) dos caprinos. Pela comparacdo dos resultados da
PCR nested e sequenciamento, com as frequéncias de anticorpos anti-N.
caninum e anti-T. gondii (Tabela 2), ndo foi possivel inferir sobre a
possibilidade de reacdes cruzadas entre os coccidios analisados. Apenas um
animal positivo na PCR para H. heydorni apresentou evidéncia sorolégica de



infeccdo por T. gondii e, como o0s animais analisados foram infectados
naturalmente, deve-se considerar a possibilidade de infec¢cdes mudltiplas
(Slapeta et al., 2002b; Monteiro et al., 2007). A analise de amostras de soro
anti-H. heydorni de animais infectados experimentalmente deve ser conduzida
no futuro para o esclarecimento da possibilidade de reatividade cruzada entre
H. heydorni e coccidios relacionados.

Tabela 2. Resultados da PCR nested e sequenciamento para deteccao de
parasitos toxoplasmatineos e IFl para deteccdo de anticorpos anti-Neospora
caninum e anti-Toxoplasma gondii

Amostra  Tecido IFI para IFI para Resultado do
N. caninum T. gondii sequenciamento
53 Coracéo Negativo Negativo Hammondia heydorni
54 Coracgao Negativo Negativo Hammondia heydorni
64 Cérebro Negativo 1/16 Hammondia heydorni
137 Coracéo Negativo Negativo Hammondia heydorni
59 Cérebro Negativo Negativo Neospora caninum
91 Cérebro 1/3200 Negativo Neospora caninum
66 Cérebro Negativo Negativo Toxoplasma gondii
83 Coracéo Negativo Negativo Toxoplasma gondii
87 Lingua Negativo Negativo Toxoplasma gondii
88 Cérebro Negativo Negativo Toxoplasma gondii
89 Lingua Negativo Negativo Toxoplasma gondii
111 Lingua Negativo Negativo Toxoplasma gondii
127 Cérebro Negativo Negativo Toxoplasma gondii
139 Cérebro Negativo 1/16 Toxoplasma gondii

H. heydorni e N. caninum compartiiham uma série de caracteristicas
biolégicas e morfoldgicas e sdo considerados préoximos filogeneticamente (Ellis
et al.,, 1999b). Foi sugerido que poderiam representar uma Unica espécie
(Heydorn & Mehlhorn, 2002a), mas estudos conduzidos com o emprego de
técnicas moleculares provaram o contrario (Ellis et al., 1999b; Mugridge et al.,
1999; Monteiro et al., 2007). Muitas informac¢des foram publicadas sobre H.
heydorni, mas na maioria das vezes nao é possivel ter certeza sobre a
identidade do parasito, pois ndo ha confirmacdo molecular (Dubey et al.,
2002a).

No presente trabalho é confirmada, pela primeira vez, a presenca de H.
heydorni em tecidos de animais naturalmente infectados, além de ser o
primeiro estudo epidemiolégico com confirmacédo molecular da frequéncia de N.
caninum e T. gondii em caprinos. A frequéncia molecular registrada da infeccéo
por H. heydorni em caprinos foi maior do que por N. caninum, o que é
sugestivo de uma maior susceptibilidade desses animais a infeccdo por H.
heydorni.

Os animais analisados pertenciam a uma regido de clima quente e seco
do Brasil, a Caatinga, associada com frequéncias menores de infec¢ao por T.
gondii, provavelmente devido a um ambiente menos contaminado com oocistos
(Gondim et al., 1999b). Um clima moderado e Umido pode favorecer a
esporulacdo e sobrevivéncia de oocistos de coccidios (Dubey et al., 2007) e é
possivel, assim, que outras regides do pais, com climas mais apropriados para



0 desenvolvimento de oocistos, possam apresentar frequiéncias ainda maiores
por H. heydorni.

Poucas informagfes estdo disponiveis sobre a infec¢do por H. heydorni
em hospedeiros intermediarios e definitivos e, embora algumas investigacdes
epidemioldgicas tenham sido realizadas pela deteccéo de oocistos em fezes de
hospedeiros definitivos (Slapeta et al.,, 2002a; Schares et al., 2005), muitos
aspectos da biologia, epidemiologia e ciclo de vida de H. heydorni ainda sao
desconhecidos. Mais estudos devem ser conduzidos com caprinos e outras
espécies animais, especialmente com o0 uso de técnicas moleculares, para
aquisicdo de mais informacOes sobre esse parasito e para investigar a
possibilidade de reatividade cruzada entre coccidios relacionados.
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