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RESUMO

A maior parte dos dados descritos na literatura sobre patdgenos de cervideos
neotropicais sao provenientes de levantamentos soroldgicos, informacdes sobre vias
de transmissao e avaliacdes clinicas ainda sédo escasos. O presente trabalho teve
como objetivos: a) estimar a prevaléncia de cervideos positivos para Toxoplasma
gondii e Neospora canium em 92 animais mantidos em cativeiro; b) Avaliar a
probabilidade de diferentes vias de transmissao do T. gondii e N. caninum; c) avaliar
a sintomatologia clinica e resposta imune humoral de machos de veados-catingueiros
(Mazama gouazoubira) infectados experimentalmente com oocistos da cepa ME49
(genotipo tipo I) de T. gondii e d) padronizar a técnica de ELISA indireta para detecgéo
de anticorpos fecais especificos para T. gondii e N. caninum. Inicialmente, foram
colhidas amostras dos animais cervideos pertencentes a dois criadouro
conservacionistas e comparados os resultados sorolégicos obtidos nos testes de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ELISA indireto pelo teste de concordancia Kappa
de Cohen. Em seguida, foram desenhadas arvores genealdgicas dos animais de cada
espécie para estimativa da taxa de transmissdo congénita de cada doenca. A
prevaléncia estimada para T. gondii foi de 20,73% pela tecnica de RIFI e 25,60%
por ELISA, apresenando uma concordancia rasoavel (v = 0,277) entre as duas
técnicas sorologicas utilizadas. Ja para N. caninum a prevaléncia estimada foi de
40,24% por RIFI e 39,02% por ELISA com uma correlacdo quase perfeita (x = 0,83)
entre as técnicas. A taxa de transmissao congénita, estimada com base em nimeros
de filhos positivos de maes positivas entre o numero total de filhos de mées positivas,
diferiu bastante entre as doencas, sendo de 0% para toxoplasmose e 81,25% para
neosporose. No capitulo 3, para a infec¢do experimental dos animais, quatro machos
da espécie Mazama gouazoubira foram infectados experimentalmente com 5000
oocistos esporulados de T. gondii da cepa ME49, enquanto um animal soronegativo
foi usado como controle. Os animais foram monitorados quanto aos parametros
clinicos de -7 a 40 dias apés a infeccao (dpi). Amostras de sangue foram coletadas
semanalmente até 49 dpi para deteccdo de anticorpos pelo teste de ELISA. A cada
15 dias os animais foram submetidos a contencédo quimica e coleta de sémen por
eletroejaculacdo e o material genético das amostras de semen foi extraido para
posterior andlise por PCR para T. gondii. Apenas dois dos quatro animais infectados
desenvolveram resposta de anticorpos detectavel no teste de ELISA, e mesmo sem
nenhum animal ter manifestado sinais clinicos da infeccdo, o material genético do
parasita foi encontrado no sémen dos animais soropositivos aos 35 e 49 dpi. A terceira
etapa do projeto visou a padronizacdo da técnica de ELISA para deteccédo de
imunoglobulinas fecais contra os dois patogenos. Amostras de fezes frescas foram
coletadas, extraidas e armazenadas em nitrogénio liquido ou processadas
imediatamente. Um pool de amostras de animais soropositivos foi utilizado como
controle positivo para N. caninum e um pool de amostras de animais
experimentalmente infectados foi usado como controle para T. gondii. Mesmo com
diversas alteracbes de protocolos nao foi possivel contornar o problema da baixa



especificidade do teste, constatada pelos altos ruidos nas leituras das placas. Foi
possivel concluir que as técnicas soroldgicas provaram ser muito Uteis para estudos
epidemiologicos em animais de cativeiro, tendo diversas aplicacdes além da simples
estimativa da prevaléncia, porém sem a padroniza¢cdo de um método ndo invasivo de
deteccdo de anticorpos, estudos epidemioldgicos em populacdes de vida-livre ainda
sdao um grande desafio. Nesses estudos foi possivel inferir que a principal via de
transmissdo do N. caninum em cervideos é a via congénita, de forma semelhante ao
gue se observa em bovinos , enquanto que o T. gondii parece utilizar da via horizontal
para a transmissdo na maioria dos casos. Além disso , a infec¢do experimental com
5000 oocistos esporulados de T. gondii ndo causou sinais clinicos nos animais
estudados, sugerindo que a espécie apresenta certa resisténcia a doenca, por outro
lado, a deteccdo do DNA do parasito no sémen dos animais sugere que a
transmissao sexual é uma possibilidade nessas espécies, o que deve ser levado em
consideracao por criadouros conservacionistas.



ABSTRACT

Most of the data on neotropical deer pathogens come from serological surveys, little is
known about transmission routes and clinical evaluations.The present study aimed to:
a) estimate the prevalence of positive cervids for Toxoplasma gondii and Neospora
canium in animals kept in captivity; b) Assess different routes of infection of T. gondii
and N.caninum on these deer populations; c) Evaluate the clinical symptomatology
and humoral immune response of male brocket deer (Mazama gouazoubira)
experimentally infected with T. gondii (ME49 strain) oocysts; and d) Standardize an
indirect ELISA technique for non-invasive detection of specific fecal antibodies to T.
gondii and N. caninum. Initially, deer serum samples collected from animals from two
conservation breeding centers were tested by both techniques making it possible to
compare the results obtained in the indirect immunofluorescence tests (IFAT) and
indirect ELISA by the Cohen's Kappa concordance test. Furthermore, family trees were
drawn for each species to estimate the congenital transmission rate of both diseases.
The T. gondii prevalence were 20,73% by IFAT and 25,60 by ELISA, with , with an fair
agreement of ¥ = 0.277 between the two serological techniques. For N. caninum, the
antibody prevalence was 40,24% by IFAT and 39,02% by ELISA, with a almost perfect
correlation of x = 0.83 between techniques. The congenital transmission rate,
estimated by the number of positive offspring from positive mothers by the total of
positive mother offspring, differed significantly between diseases, resulting in 0% for
Toxoplasmosis and 81,25% for Neosporosis. In Chapter 3, four Mazama gouazoubira
males were inoculated with 5000 sporulated T. gondii oocysts (ME49), while one
seronegative animal was used as a control. Animals were monitored for clinical
parameters from -7 to 40 days post-infection (dpi). Blood samples were collected
weekly up to 49 dpi for antibody detection by the previously standardized ELISA test.
Once every 15 days, the animals were chemical restraint for semen collection by
electroejaculation. DNA of the semen samples was extracted for T. gondii PCR
analysis. Only two from four infected animals developed an antibody response
detectable in the ELISA test, and despite the animals didn’t manifest any clinical signs,
the parasite's genetic material was found in the semen of the seropositive animals at
35 and 49 dpi. In the third step, the standardization of ELISA technique for detection
of fecal immunoglobulins against the two pathogens was carried out, aiming to apply
the methodology to epidemiological studies in free-living animals. Fresh stool samples
were collected, extracted and stored in liquid nitrogen or processed immediately. A
pool of samples from seropositive animals was used as a positive control for N.
caninum and a pool of samples from experimentally infected animals was used as a
control for T. gondii. Even with several protocol changes, it was not possible to
overcome the problem of the low specificity evidenced by the high background at plate
readings. Finally, it was possible to conclude that serological techniques have proved
very useful for epidemiological studies in captive animals, having several applications
beyond the simple estimation of prevalence, but without the standardization of a non-
invasive method of detection of antibodies, epidemiological studies in free-living
populations are still challenging. Whith these studies it was possible to infer tha the
congenital transmission is the major route of infection os N. caninum in neotropical
deer, in the other hand, horizontal transmission seem to be more important to T. gondii
epidemiology in these species. Furthermore, the experimental infection with 5000 T.
gondii oocysts did not caused clinical signs in Mazama gouazoubira, implying that the
specie present some resistance to the disease, still, the detection of the parasite in
semen samples indicate the possibility of sexual transmission of T. gondii in cervids,
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and breeding centers should take this into account for better reproductive performance
of the animals.
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CAPITULO 1- Consideracdes gerais

1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O mundo estad sofrendo uma rapida mudanga em seus ecossistemas, e
diversos patdgenos, vetores e hospedeiros acompanham essas mudancas
rapidamente. Patégenos introduzidos podem causar doencas graves em animais
selvagens, e em alguns casos 0s animais selvagens podem servir de reservatorios
para agentes patogénicos sem desenvolverem sinais clinicos, exercendo um
importante papel na epidemiologia de diversas doencas emergentes (Bengis et al.,
2002).

Doencas infecciosas sdo citadas como uma das causas de declinio de
populacdes de cervideos neotropicais entre elas o cervo-do-pantanal (Blastocerus
dichotomus) (Duarte et al., 2012a) e do veado-mateiro (Mazama americana), como
consequéncia da perda do habitat e maior contato com animais domésticos que
podem transmitir febre aftosa (Araujo Junior et al., 2010), leptospirose (Mathias et al.
1999, Gallli et al. 2014), toxoplasmose (Ferreira et al. 1997), tuberculose (Luna et al.
2003), hemoparasitos (Grazziotin et al., 2011; Sacchi et al., 2012), ectoparasitas
(Szabo et al., 1999; Szabé et al., 2003) e endoparasitas diversos (Tiemann et al.,
2005; Duarte et al., 2012b). As enfermidades comuns a animais domésticos também
sdo citadas como possivel causa de declinio de populacfes de veado-de-mao-curta
(M. nana), porém ha uma caréncia de estudos epidemioldgicos com essas espécies
(Duarte et al., 2012c). Mesmo com esses relatos, ainda pouco se sabe sobre a
dindmica das doencas infecciosas em cervideos neotropicais. A maior parte dos
estudos é proveniente de levantamentos sorolégicos de populacdes em cativeiros e
de espécies de cervideos que ocorrem em zonas temperadas.

A forma como uma doenca se dissemina em um ecossistema depende de
varios fatores, incluindo espécies envolvidas, o nicho ecoldgico e a estrutura social
dos animais. Para a realizacdo de um estudo epidemiolégico € necessaria colheita
de dados e amostras de varios individuos. Em um estudo envolvendo animais
selvagens de vida-livre, a colheita de amostras geralmente requer que 0s animais
sejam capturados, o que frequentemente é um manejo problemético. Isso faz com
que experimentos de larga escala sejam prejudicados devido a maior parte dos

estudos serem realizados com numero de amostras insuficientes, levando a uma



dificuldade de extrapolacdo desses dados, o que pode conduzir a erros de
interpretacdo (Caley et al. 2009). Dentre os animais selvagens, os cervideos séo
animais reconhecidamente sensiveis aos efeitos do estresse, sendo comum advirem
acidentes traumaticos, sérios problemas cardiorrespiratorios e distirbios
metabdlicos graves como a acidose e a miopatia de captura (Nunes et al., 2007).
Portanto, procedimentos de captura de cervideos requerem muita cautela e
habilidade da equipe e podem representar um grande risco a vida desses animais
(Duarte et al., 2010). Por esse motivo, técnicas ndo invasivas de diagndstico de
enfermidades representariam um grande avanco no estudo de patologia e
epidemiologia em cervideos neotropicais.

Parasitas que causam problemas reprodutivos em ruminantes domésticos
também representam um fator de risco em potencial para o sucesso na reproducao
de cervideos em cativeiro. O conhecimento das manifestagfes clinicas e como a
doenca € introduzida e se mantém em populacdes de cervideos é muito importante
para programas de conservacdo de espécies silvestres. Tendo isso em vista, 0
presente trabalho teve como objetivo utilizar técnicas sorolégicas, especialmente o
teste de ELISA para avaliar a prevaléncia, vias de transmisséo e susceptibilidade
clinica a toxoplasmose e neosporose de duas popula¢des de cervideos mantidos em
cativeiro. Além disso, realizar a padronizacdo do teste de ELISA indireto para procura
de imunoglobulinas fecais especificas para Toxoplasma gondii e Neospora caninum,
buscando assim uma forma de diagndstico ndo invasivo que pudesse ser utilizada

em animais de vida livre.
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5 CONCLUSION

Neotropical deer do not appear to develop clinical manifestations of infection
for T. gondii ME49 strain (genotype Il), however, the presence of the protozoa DNA
in seminal samples suggests that sexual transmission may be a viable route of
infection in deer species. We must consider the possibility that recently infected
females may have gestational complications due to infection, reducing fetal viability

and negatively impacting the fitness of captivity or free-raning populations.
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