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RESUMO

Objetivou-se com essa pesquisa detectar a ocorréncia de anticorpos IgG contra T. gondii
em coelhos, identificar os fatores de risco associados a infec¢do por T. gondii e detectar
0 DNA de T. gondii em 6rgdos de coelhos. Foram coletadas amostras de sangue de 150
coelhos e fragmentos de cérebro, coragdo e diafragma de 54 coelhos no estado de
Pernambuco. Os dados obtidos em questionarios foram submetidos a analise dos fatores
de risco. As amostras de soro foram submetidas a teste sorologico (MAT) e as amostras
de tecido aos exames molecular (PCR) e histopatolégico. Foi evidenciada a presenca de
anticorpos contra T. gondii em 6,7% (10/150) dos coelhos e DNA de T. gondii em
9,25% (5/54). Na histopatologia foram detectadas lesdes teciduais associadas a T.
gondii caracterizadas principalmente por granuloma, infiltrado inflamatorio
mononuclear, areas de degeneracdo e necrose em cérebro e coragdo. Este € o primeiro
estudo sobre a deteccdo de Toxoplasma gondii em coelhos naturalmente infectados na
regido Nordeste do Brasil. Os fatores de risco identificados foram: alimentacdo a base
de vegetais crus (Odds ratio: 39,00) e contato entre gatos e coelhos (Odds ratio: 52,00);
sendo esta deteccéo relevante na implementacdo de medidas preventivas eficazes contra
a Toxoplasmose e sua prevaléncia nessas e em outras espécies. A deteccdo de T. gondii
em coelhos demonstra a importancia do risco da infeccdo e manutencdo deste agente

nesses animais e no ambiente, sendo um risco para a Saude Publica.

Palavras-chave: Coelho, MAT, PCR, Toxoplamose, Saude Publica.



ABSTRACT

This research aimed to detect the occurrence of 1gG antibodies against T. gondii in
rabbits, identify risk factors associated with T. gondii infection and detect T. gondii
DNA in rabbit organs. Blood samples from 150 rabbits and tissue fragments (brain,
heart and diaphragm) from 54 rabbits were collected in the state of Pernambuco. Data
obtained in questionnaires were submitted to analysis of risk factors. The serum samples
were submited to serological test (MAT) and the tissue samples to molecular (PCR) and
histopathology tests. Results indicated the presence of antibodies against T. gondii in
6.7% (10/150) of the rabbits and T. gondii DNA in 9.25% (5/54). On histopathology
were detected lesions associated with T. gondii mainly characterized by granuloma,
mononuclear cell infiltrates, areas of degeneration and necrosis in brain and heart. This
is the first study of Toxoplasma gondii detection in naturally infected rabbits in
northeastern. The identified risk factors were: feeding based on raw vegetables (Odds
ratio: 39.00) and contact between cats and rabbits (Odds ratio: 52.00); being this
detection relevant to the implementation of effective preventive measures against
toxoplasmosis and its prevalence in these and in other species. The detection of T.
gondii in rabbits demonstrates the importance of the infection risk and maintenance of

this agent in these animals and in the environment, beeing a public health risk.

Keywords: Rabbit, MAT, PCR, Toxoplasmosis, Public Health.
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1. INTRODUCAO

A cunicultura é o ramo da zootecnia que corresponde a criacdo comercial do
coelho domeéstico, podendo esta ser direcionada para a producédo de carne, pele ou pelos
e seus subprodutos, para genética e melhoramento genético, venda de matrizes e
reprodutores, animais de laboratorios ou de companhia (FERREIRA et al., 2012). A
criacdo de coelhos tem sua importancia social na atualidade devido a facilidade de
criacdo, podendo ser realizada em pequenas propriedades, entretanto ainda é um ramo
muito escasso no cenario nacional com poucos incentivos e pesquisas na area (SOUZA
et al., 2007; RODRIGUES, 2007).

A toxoplasmose € uma zoonose de distribuicdo mundial causada pelo
protozodario Toxoplasma gondii. Esse protozoario pode ser encontrado em praticamente
todos os mamiferos e aves, tendo como hospedeiros definitivos osfelideos (DUBEY,
1988).

O estado higiénico-sanitario inadequado de uma criacdo de coelhos tem uma
influéncia notavel sobre a incidéncia e gravidade de certas enfermidades
(RODRIGUES, 2007). A infeccdo de coelhos por Toxoplasma gondii se da através de
alimentos contaminados com oocistos do parasito, infeccdo transplacentaria e convivio
desses animais com gatos domésticos infectados com T. gondii (QUINTON 2005;
MOORE, 2005; DUBEY, 1988). Liu et al. (2006) relataram a infec¢dopor via sexual
nesta espécie em um estudo realizado na China.

A toxoplasmose em coelhos geralmente ocorre de forma assintomatica, porém a
infeccdo latente pode ocasionar uma doencga crénica com sintomas nervosos, sinais de
paralisia de membros, miosite e adenite, além desses ainda podem ser observadas febre,
convulsdo e morte em poucos dias (QUINTON, 2005; MOORE, 2005).

O consumo da carne de coelho infectada por T. gondii demonstra um grande
risco a saude publica, sendo esta transmissdo ja relatada no México por Alvarado-
Esquivel et al. (2011) e Figueroa-Castillo et al. (2006), na Espanha por Almeria et al.
(2004) e no Egito por Harfoush & Tahoon (2010).

Beverley et al. (1954) relataram, em um estudo em pacientes humanos na
Inglaterra, uma maior frequéncia de soroprevaléncia para toxoplasmose em cagadores,
criadores e manipuladores de coelhos do que inclusive médicos veterinarios e

trabalhadores de matadouros, ja Ishikawa et al. (1990) relataram um caso de



linfandenite toxoplasmica em humano transmitida através de um coelho. Neste
seguimento, Mecca et al. (2011) detectaram a presenca de 1,35% (1/74) de Toxoplasma
gondii em carnes de coelho para consumo no Brasil, demonstrando a importancia desse
animal na cadeia epidemioldgica da transmissdo desse parasita.

O diagnostico de toxoplasmose em coelhos pode ser realizado por meio de
técnicas que evidenciam a presenca do parasito como a Reacdo em Cadeia Polimerase
(PCR), por técnicas que demonstram a presenca de anticorpos como a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e pela impressdo de esfregacos de Orgdos em
laminas para deteccdo de cistos teciduais (DINIZ 2006; KOMPALIC-CRISTO et al.,
2005; QUINTON, 2005; ALBUQUERQUE et al., 2002).

A cunicultura no Brasil ainda é uma atividade pouco difundida, principalmente
na Regido Nordeste, onde as criacGes geralmente sdo de subsisténcia, com pouco ou
nenhum incentivo por parte dos 6rgdos publicos e mercado consumidor (RODRIGUES,
2007). No Estado de Pernambuco, em especial, exitem poucos dados referentes ao
namero de cria¢Oes, origem e quantidade de animais nos plantéis, sendo necesséria a
realizacdo de estudos sobre a sanidade desses animais para implementar medidas que

contribuam com o desenvolvimento desta atividade no Estado.



2. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose é uma doenca de grande preocupacdo para a saude publica e
pesquisas nesta area sdo realizadas desde aspectos da ciéncia basica até estratégias de
controle e prevencdo nos animais e homem.

Esta enfermidade € indicada como uma das causas principais de prejuizos
econdmicos as criacdes comerciais de animais com casos de abortos, crias fracas e baixa
fertilidade. Além disso, pouco se sabe sobre a real gravidade desta enfermidade e
ocorréncia nas criagdes de coelhos.

A cunicultura no Brasil, principalmente na Regido Nordeste, possui um perfil
ainda atrasado em relacdo a outros paises no que diz respeito a tecnificacao e sanidade
das criagdes, onde sdo registrados surtos de doencas que representam risco para 0sS
animais e para o homem.

O estudo da infeccdo por Toxoplasma gondii em coelhos € relevante para evitar
perdas econdmicas provocadas por este agente, além do risco a saude publica pelo
consumo de carne infectada. Além disso, ainda ha poucos estudos na literatura nacional

sobre esta enfermidade, principalmente sobre os aspectos epidemioldgicos.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Diagnosticar a infeccdo natural por Toxoplasma gondii em coelhos domésticos
(Oryctolagus cuniculus) no Estado de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil.

3.2 Especificos

- Detectar a ocorréncia de anticorpos IgG contra T. gondii em coelhos naturalmente
infectados através do Teste de Aglutinacdo Modificada (MAT)

- ldentificar os fatores de risco associados a infeccdo por T. gondii em coelhos

naturalmente infectados

- Detectar a presenca do DNA de T. gondii em 6&rgdos (cérebro, coracdo e
diafragma) de coelhos naturalmente infectados coletados ao abate por meio da

Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR)

- Contribuir com dados epidemioldgicos sobre a ocorréncia da Toxoplasmose em

coelhos na Regido estudada.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Cunicultura

O coelho (Oryctolagus cuniculus) €é classificado como um mamifero da Ordem
dos Lagomorfos, Familia dos Leporideos e Género Oryctolagus (RODRIGUES, 2007).
Essa espécie é nativa da Peninsula Ibérica e ja tem sido encontrada em todo o mundo
(ALMERIA et al., 2004).

Entre as aptiddes relacionadas a criagdo de coelhos podem ser citadas a
exploracdo de carne e pele, utilizacdo em laboratério para culturas de tecidos, testes de
toxicidade, experiéncias oftalmologicas, producdo de anticorpos, bem como para a
confeccdo de pecas de vestuario (OKERMAN, 1994).

A criagdo de coelhos vem se tornando destaque em muitos paises,
principalmente na Europa, pela alta capacidade de producgédo de carne em curto espaco
de tempo (SOUZA et al., 2007). Segundo Brum-Junior (2012), o coelho € capaz de
converter alimentos de baixa qualidade em proteina de origem animal de qualidade
devido ao seu ceco funcional, tornando-se uma alternativa para a populacdo de baixa
renda, uma vez que pode ser criada com dietas a base de forrageiras.

Segundo Machado & Ferreira (2002), a cunicultura é uma atividade pouco
difundida no Brasil, mas esta em constante crescimento devido a excelente qualidade da
carne, facilidades de manejo e alimentacéo, alta prolificidade, dentre outras. Ferreira et
al. (2012) descrevem que o grande desafio consiste em superar os habitos culturais brasileiros,
resistente ao consumo de carnes diferenciadas, somado a pouca oferta de carne de
coelho, elevando o custo de producdo e a restricdo de mercado.

A cunicultura possui seu papel no desenvolvimento social nacional, pois é uma
atividade que necessita de pouco espaco fisico e a mao-de-obra utilizada geralmente €
familiar, diminuindo o custo de produgdo. Em razdo da qualidade nutricional, a carne
atinge precos vantajosos no mercado consumidor, mas a cadeia de producdo ainda nao
estd bem estruturada, havendo sazonalidade e escassez de abatedouros especializados
(SOUZA et al., 2007; RODRIGUES, 2007).

A questdo da sazonalidade no Brasil é de grande importancia, pois se deve
considerar as diferencas entre as épocas do ano de acordo com cada regido, em destaque
a Regido Nordeste que apresenta climas caracterizados por temperaturas elevadas, em

especial o clima semi-arido, o que torna muito importante o estudo de medidas
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adaptativas para amenizar tal problema nesta Regido afim de promover um maior
conforto aos animais (MACHADO & FERREIRA, 2002).

Em condigdes fisiologicas normais, sem gasto de energia, o coelho mantém sua
temperatura corporal em torno de 38,5°C. Caso a temperatura ambiente se eleve, o
consumo de racdo diminui sempre na ordem de 1 a 2% para cada grau acima de 27 a
28°C (BARBOSA et al., 1992; ROCA, 1998). Alguns autores descrevem que a zona de
conforto para uma criacdo de coelhos seria entre 15 e 20°C (MULLER, 1982), 13 e
20°C (DUARTE & CARVALHO, 1979) e 14 a 24°C (ROCA, 1998).

Segundo Roca (1998) as altas temperaturas também podem acarretar problemas
de ordem reprodutiva como a saida precoce dos laparos dos ninhos, alteracdo da
espermatogénese nos machos e nas mudas de pélo, enterite nos reprodutores,
decréscimo da fertilidade e fecundidade das matrizes, morte embrionaria, déficit de
crescimento e diminuicdo do ganho de peso.

A Regido Nordeste do Brasil apresenta atrasos no desenvolvimento da
cunicultura, onde a quase totalidade das criacdes sdo de carater rustico e de subsisténcia,
ndo havendo incentivos por parte dos oOrgdos publicos e mercado consumidor
(RODRIGUES, 2007). No Estado de Pernambuco pouco se sabe dos dados referentes a
totalidade das criagdes, origem e quantidade de animais nos plantéis.

O estado higiénico-sanitario de uma criacdo de coelhos tem sua influéncia sobre
a incidéncia e gravidade de certas enfermidades como parasitores, problemas
respiratérios e de ordem alimentar (RODRIGUES, 2007). Entre as mais importantes
doencas que podem acometer esses animais estd a toxoplasmose (AHMMED et al.,
2011).

4.2 Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma doenca infecciosa causada pelo protozoario Toxoplasma
gondii, pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina,
Ordem Eimeriorina, Familia Toxoplasmatidae, Género Toxoplasma (DUBEY, 1988),
sendo este unico agente responsavel pela toxoplasmose em todos os hospedeiros
(SPRINGER, 1997).

E um parasito intracelular que acomete a maioria das espécies de aves e
mamiferos, tendo como hospedeiros definitivos os felideos. Nestes, a infeccdo é muitas

vezes assintomatica, porém em outras espécies e nos humanos podem ocorrer sinais
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clinicos como febre, quadros neuroldgicos, oftdlmicos e problemas de ordem
reprodutiva como ma formacdo fetal e abortos, sendo esta uma das doencas mais
difundidas no mundo (MITSUKA et al., 1998; ELMORE et al., 2010; DARABUS et al.,
2011; BOBIC et al., 2012).

Toxoplasma gondii foi inicialmente identificado por Nicolle & Manceaux (1908)
em um roedor silvestre (Ctenodactylus gundi) na Tunisia e por Splendore (1908) em um
coelho no Brasil. O primeiro isolamento do parasito viavel em um animal foi realizado
por Sabin & Olitsky (1937) e o primeiro isolamento em humanos foi feito por Wolf et
al. (1939). Sabin (1941) comprovou pela primeira vez que este protozoario infecta
humanos e animais e Frenkel & Friedlander (1951) descreveram a patogenia da
toxoplasmose.

T. gondii possui trés estagios infectantes: os taquizoitos (tachos = réapido), os
bradizoitos (bradys = lento) e os oocistos; possui um ciclo de vida heteréxeno (Figura
1). Os felideos liberam os oocistos no ambiente apds a ingestdo de qualquer uma das
trés formas infectantes de T. gondii (Figura 2) (DUBEY, 1988). O periodo pré-patente e
a frequéncia de oocistos liberados irdo variar de acordo com o estagio de T. gondii
ingerido (DUBEY, 2005). O periodo pré-patente é de 3 a 10 dias apés a ingestdo de

cistos teciduais e mais de 18 dias ap0s a ingestdo de oocistos (DUBEY, 2001).
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Figura 1: Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii. Fonte: Dubey, 1988.
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Figura 2: Ciclo de T. gondii em felideos. Fonte: Dubey, 1988.

Toxoplasma gondii € um dos parasitas mais bem estudados no mundo devido a
sua importancia médica e veterindria (DUBEY, 1988). Esse parasita pode acometer
varios Orgdos e estruturas como ganglios linfaticos do hospedeiro, olhos, sistema
nervoso central, figado e coracdo (ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2011), embora essa
enfermidade ocorra de forma assintomatica na maioria dos casos humanos infectados
apos o nascimento (DUBEY & JONES, 2008).

Estudos soroldgicos indicam que mais de 80% das infec¢bes primérias por T.
gondii em humanos sdo de carater assintomatico, devido a efetividade do sistema
imunoldégico, podendo o grau dessa enfermidade variar nos individuos
imunossuprimidos (LUFT & REMINGTON, 1992).

Acredita-se que uma vez infectados, os seres humanos permanecem nessa
condigdo por toda a vida de forma assintomatica, a menos que um caso de
imunossupressao ocorra e o0 organismo reative a infeccdo (DUBEY & JONES, 2008).

A infeccdo por Toxoplasma gondii é frequente em humanos e em varias espécies
de animais de sangue quente, incluindo os coelhos domeésticos (DUBEY, 1988;
PATTON et al., 2000).

A infeccdo nos coelhos por T. gondii ocorre pela ingestdo de alimentos
contaminados com oocistos do parasito ou através da infeccdo transplacentéria
(DUBEY, 1988; MOORE, 2005; QUINTON, 2005). A transmissdo via sémen ja foi
comprovada em coelhos em estudo experimental por Liu et al. (2006) na China.



A toxoplasmose em coelhos ocorre geralmente de forma assintomatica. Porém, a
infeccdo latente pode ocasionar uma doenca crénica com sinais nervosos, paralisia do
membro pélvico em "posicdo de foca”, além de miosite e adenite (QUINTON, 2005).
Segundo Moore (2005), os principais sinais clinicos nesses animais sdo febre,
convulsdo, paralisia de membros e morte em poucos dias. Além desses, a presenca de
sinais como anorexia, letargia, descarga nasolacrimal e respiratoria, tremores, andar
descoordenado e diarréia ja foram relatados nessa espécie (HAZIROGLU et al., 2003).
Casos de aborto e dbito também foram relatados em estudos experimentais em coelhas
gestantes por Engracia-Filho (2001).

Dubey et al. (1992) relataram trés casos de toxoplasmose em coelhos
domésticos, onde os animais vieram a ébito apds a doenca aguda caracterizada por
sinais de febre, letargia e diarreia em um animal e auséncia de sinais clinicos em outros
dois.

As espécies de coelhos selvagens ja foram indicadas como mais sensiveis a
infeccdo por Toxoplasma gondii que as espécies domesticas, sendo na maioria dos casos
de caréter fatal como demonstram estudos realizados por Gustafsson et al. (1997a,b) em
Lebres-da-Montanha (Lepus timidus) e por Frolich et al. (2003) em Lebres-comuns
(Lepus europaeus). Entretanto, Smith & Frankel (1995) relataram uma baixa frequéncia
de animais soropositivos (2/12) para anticorpos contra Toxoplasma gondii em Coelhos-
da-Florida (Sylvilagus floridanus) em amostras coletadas entre os anos de 1974 e 1987
nos Estados Unidos, ja Hejlicek et al. (1997) detectaram indice ainda mais baixo em
lebres-comuns (Lepus europaeus) na Republica Tcheca, com 4% (6/164) de
positividade.

O papel do coelho doméstico na epidemiologia da toxoplasmose em humanos
ainda ndo foi bem estabelecido, mas é considerado de provavel importancia (AGHWAN
et al., 2010). Sroka et al. (2003) detectaram a presenca do Toxoplasma gondii viavel no
sistema nervoso de coelhos de fazenda na Poldnia através de técnicas soroldgicas e
histologicas, bioensaio e PCR, sugerindo o coelho (O. cuniculus) como uma potencial
fonte de infecgéo.

A infecgéo por T. gondii em humanos transmitida por coelhos ja foi descrita por
Berverley et al. (1954) onde foi realizado um levantamento soroldgico de pessoas de
diversas areas de atuacdo e obtiveram como maior frequéncia de positivos, as pessoas
que tiveram contato com coelhos (manipuladores e cacadores). Ishikawa et al. (1990)

relataram um caso de linfadenite toxoplasmica em um homem residente com coelhos
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sorologicamente positivos para T. gondii apresentando nddulos cérvico-faciais com
presenca do parasito confirmado através de técnicas de imunofluorescéncia.

A infeccdo de coelhos por T. gondii representa uma preocupacdo para a saude
publica, pois esse parasita pode ser transmitido ao homem por meio do contato durante
a caca e esfola e atraves do consumo de carne mal cozida, sendo essa descrita como a
fonte mais provavel de infeccdo (AHMMED et al., 2011). Alvarado-Esquivel et al.
(2011) associaram o consumo de carne de coelho com infeccdo por T. gondii em seres
humanos em Durango, México.

Segundo Hejlicek & Literak (1995), o coelho possui um comportamento de
reservatorio de T. gondii e a infeccdo é mantida gracas a transmissao intra-uterina do
protozoario.

A toxoplasmose em coelhos ja foi descrita por diversos outros autores como
Waller & Bergquist (1982) na Suica, Dubey et al. (1992) nos Estados Unidos, Almeria
et al. (2004) na Espanha, Stutzin et al. (2006) no Chile, Figueroa-Castillo et al. (2006)
no Meéxico, Aghwan et al. (2010) no Iraque, Ashmawy et al. (2011), Ahmmed et al.
(2011) no Egito e Dubey et al. (2011) nos Estados Unidos.

No Brasil, ha relatos na literatura da infeccdo experimental por T. gondii em
coelhos como descrito por Mitsuka et al. (1998) onde dois coelhos foram inoculados
com 108 taquizoitos vivos e, apds dois a quatro dias, apresentaram sinais clinicos com
evolucdo para o 6bito mesmo apos tratamento; por Engracia-Filho et al. (2001) que
infectaram nove coelhas gestantes com oocistos de T. gondii e foi possivel a observagédo
de sinais clinicos da doenca, principalmente o aborto; e Albuquerque et al. (2002) que
inocularam 10° e 10° taquizoitos de T. gondii em 15 coelhas e se observou sinais
clinicos da doenca e alteracdes histopatoldgicas.

Ainda existem poucos dados na literatura referentes a prevaléncia da
toxoplasmose em coelhos naturalmente infectados no Brasil. Porém, Nobrega et al.
(1952) relataram um surto de toxoplasmose que provocou 6bito de 319 coelhos em um
plantel no Instituto Biolégico em Sdo Paulo e mais tarde, Santos et al. (1968)
observaram a doenca em seis coelhos no estado do Rio de Janeiro. Dubey et al. (2011)
também relataram a presenca de coelhos naturalmente infectados no Estado de Minas
Gerais.

A toxoplasmose também foi descrita em infecgdes naturais em coelhos nos
Estados Unidos (DUBEY et al., 1992; LELAND et al., 1992), na Republica Checa
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(HEJLICEK et al., 1997), na Poldnia (SROKA et al., 2003), no México (FIGUEROA-
CASTILLO et al., 2006) e no Irague (AGHWAN et al., 2010).

4.3 Diagnostico da Toxoplasmose

O diagnostico de toxoplasmose em coelhos pode ser realizado por meio de
técnicas que evidenciam a presenca do parasito como a Reacdo em Cadeia Polimerase
(PCR), por técnicas que demonstram a presenca de anticorpos como o Teste de
Aglutinacdo Modificada (MAT) e pela impressdo de esfregacos de 6rgdos em laminas
para deteccdo de cistos teciduais (ALBUQUERQUE et al., 2002; KOMPALIC-CRISTO
et al., 2005; DINIZ, 2006; AGHWAN et al., 2010; DARABUS et al., 2011; MUNHOZ
et al., 2002). T. gondii pode ainda ser isolado em pacientes por meio da inoculacéo de
secrecdes e fluidos corporais em animais de laboratorio pela técnica de bioensaio e
cultura de tecidos (DUBEY, 1988).

A técnica de deteccdo de cistos teciduais de T. gondii em coelhos ja foi relatada
por Engracia-Filho et al. (2001), Albuquerque et al. (2002), Sroka et al. (2003), Barakat
(2007) e Aghwan et al. (2010).

4.3.1 Diagnostico Soroldgico

Classicamente, o diagndstico da toxoplasmose é baseado na pesquisa de
anticorpos contra o parasita (CANTOS et al., 2000).

Na fase aguda da toxoplasmose, primeiro ocorre a produgédo de imunoglobulina
M (IgM), seguida da producdo de imunoglobulina G (IgG) (fase crénica). A producao
de anticorpos IgM e 1gG contra T. gondii em coelhos ocorre cerca de uma semana apos
a infeccdo (GUSTAFSSON et al., 1997 a,b; BARAKAT et al., 2007). Cantos et al.
(2000) relataram a presenca de anticorpos da classe IgA em infecgdes toxoplasmicas
transmitidas por via oral.

Muitas técnicas sdo empregadas no diagnostico sorologico da toxoplasmose
como a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), o Teste Imunoenzimatico
(ELISA), imunoblotting e reagdes de aglutinacdo como o Teste de Aglutinacédo
Modificado (MAT) e o Teste de Hemaglutinacdo indireta (IHAT) (PARTANEN et al.,
1984; SUZUKI et al., 1990; GROSS et al., 1992; CANTOS et al., 2000).
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O Teste de Aglutinacdo Modificada (MAT) é um dos testes mais utilizados para
a deteccdo de anticorpos contra Toxoplasma em coelhos (SROKA et al., 2003;
ALMERIA et al., 2004; AGHWAN et al., 2010; DUBEY et al., 2011; ALVARADO-
ESQUIVEL et al., 2013), principalmente pela facilidade de realizacdo j& que ndo
necessita de um conjugado especifico para esta espécie.

Almeria et al. (2004) detectaram no MAT, anticorpos contra Toxoplasma em
14,2% (65/456) dos coelhos naturalmente infectados na Espanha. JA& Aghwan et al.
(2010) relataram positividade em 86% (43/50) em amostras de soro de coelhos no
Iraque e Dubey et al. (2011) em 9,5% (2/21) no Brasil.

No MAT, os soros sdo tratados com o uso de 2-Mercaptoetanol para que haja
uma reducdo de anticorpo IgM, em seguida sdo incubados com o uso de formalina;
desta forma sdo detectados anticorpos contra Toxoplasma da classe 1gG (SROKA et al.,
2003). O soro é diluido em 1:25, 1:50 e 1:500, sendo considerado positiva a reacdo a
partir da primeira diluicio (DUBEY & DESMONTS, 1987; DUBEY, 1988; ALMERIA
etal., 2004; DUBEY et al., 2011).

Outras técnicas soroldgicas para o diagndstico da Toxoplasmose em coelhos tém
sido realizadas com éxito por diversos autores. A RIFI foi realizada por Cox et al.
(1981) onde foram analisados soros provenientes de 1697 coelhos naturalmente
infectados da Australia. Essa técnica também foi utilizada por Sedlak et al. (2000) que
detectaram anticorpos em 12 coelhos (O. cuniculus) e 12 lebres (L.europaeus) em um
estudo experimental, demonstrando que as espécies selvagens sdo mais sensiveis a
infeccdo por T. gondii que as espécies domésticas. Mitsuka et al. (1998) utilizaram essa
técnica para detectar anticorpos em coelhos experimentalmente infectados, sendo
possivel a observagdo de positividade em animais que receberam uma carga alta (10°)
de taquizoitos. Ja Waller & Bergquist (1982) utilizaram a RIFI e 0 imunoensaio para a
deteccdo dos anticorpos contra Toxoplasma em coelhos de laboratério, demonstrando
uma completa correlagéo entre os resultados dos dois testes.

O Teste de Hemaglutinacdo Indireta (IHAT) também tem sido relatado em
pesquisas de anticorpos contra T. gondii em coelhos por diversos autores como
Engracia-Filho et al. (2001) em estudo experimental com coelhas gestantes no Brasil.
No Chile, Stutzin et al. (2006) detectaram uma prevaléncia de 8% em coelhos
naturalmente infectados; ja Ashmawy et al. (2011), no Egito, detectaram prevaléncia de
15%. Também no Egito, Ahmmed et al. (2011) detectaram uma prevaléncia de 21,96%

em coelhos naturalmente infectados.
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O Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA) também é utilizado no diagnostico
da toxoplasmose em coelhos. Hassl et al. (1987), em um estudo experimental,
detectaram a presenca de anticorpos contra T. gondii em trés coelhos infectados
oralmente com 10° oocistos do parasito, apds 31-52 dias pos-infecgdo, resultado
semelhante ao encontrado por Barakat (2007), no Egito, que detectou positividade apds
14-56 dias pos-infeccdo em 17 coelhos de um experimento. JA Quan et al. (2009) na
Coréia detectaram anticorpos em cinco coelhos entre 4 a 18 dias ap0s a infeccédo
experimental. Porém, Darabus et al. (2011) ndo encontraram positividade em um coelho
em um Zooldgico na Roménia utilizando esta técnica.

No Brasil, Mecca et al. (2011) detectaram positividade e titulagbes semelhantes
de anticorpos contra Toxoplasma gondii no sangue e em tecidos de coelhos em estudo
experimental. Além disto, nesse mesmo estudo tambem foi detectada positividade em
1,35% (1/74) das amostras.

No México, Figueroa-Castillo et al. (2006) utilizaram o ELISA para a detec¢do
de articorpos contra T. gondii onde foram analisadas amostras de soro de coelhos
naturalmente infectados com positividade em 26,9% (77/286). Luptakova et al. (2009),
por sua vez, utilizaram a Fixacdo de Complemento para a deteccdo de anticorpos em
coelhos na Eslovaquia, observando-se positividade em 71,4% (15/21). Por fim, Smith &
Frenkel (1995) nos Estados Unidos utilizaram o Teste do Corante de Sabin-Feldman
Modificado e detectaram uma prevaléncia de 17% (2/12) em Coelhos-da-Florida
(Sylvilagus floridanus).

Mesmo com todos os testes soroldgicos disponiveis, o resultado do exame de
uma amostra de soro positiva estabelece somente que o hospedeiro foi infectado em
algum momento no passado e o titulo do anticorpo ndo tem correlacdo com a gravidade
dos sinais (DUBEY, 1988).

4.3.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Apesar do diagndstico da toxoplasmose se basear classicamente no uso da
sorologia e na demonstragdo do protozoario em amostras de animais doentes, a PCR
também é considerada uma alternativa valiosa (HOMAN et al., 2000; MORENO et al.,
2012). Os recentes avancos no conhecimento do genoma desse parasito tornaram
possivel a utilizacdo da PCR para sua deteccdo (KOMPALIC-CRISTO et al., 2005;
FERREIRA et al., 2011).
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A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica de diagndstico que
possibilita a amplificacdo de pequenas amostras de DNA até um nivel suficiente que
permita sua identificacdo (CURY et al., 2005). Para a identificacao de DNA especifico
de T. gondii se analisa a amplificacdo de fragmentos do gene B1 de Toxoplasma (BIN
DAJEM & ALMUSHAIT, 2012; HASSANAIN et al., 2013).

A anélise genética de T. gondii vem assumindo posicao de destaque no estudo da
epidemiologia da Toxoplasmose, fatores envolvidos na transmisséo e no mecanismo da
doenca (FERREIRA et al., 2011). A confirmacgao da presenca de T. gondii em técnicas
mais sensiveis e especificas como a PCR tem se tornado de grande relevancia nos mais
diversos estudos envolvendo espécies animais, principalmente os voltados para casos de
quadros reprodutivos (MORENO et al., 2012).

Sendo a técnica molecular de maior sensibilidade para detectar T. gondii, esta
tem sido bastante indicada em estudos em associacdo com outros testes diagnosticos
com o objetivo de confirmar a presenca do parasito quando outro teste ndo for
suficiente, principalmente em casos de infec¢bes recentes (BIN DAJEM &
ALMUSHAIT, 2012; MORENO et al., 2012; HASSANAIN et al., 2013).

Em humanos, o diagnéstico molecular da toxoplasmose pode ser realizado com
amostras de sangue, fluidos corporais, urina, lavados brénquio-traqueais e do LCR do
recém-nascido. A PCR tem sido também realizada no liquido amnio6tico para
diagnostico da infeccdo intra-uterina (KOMPALIC-CRISTO et al., 2005; DINI1Z, 2006).
Além disso, esta técnica tem sido bastante utilizada no diagndstico pré-natal e na
prevencao da infeccdo toxoplasmica em humanos (COSTA et al., 2013).

Em coelhos, alguns autores utilizaram com éxito essa técnica para detectar T.
gondii. Sroka et al. (2003) na Poldnia detectaram a presenca do T. gondii em cérebros
de quatro coelhos naturalmente infectados e os fragmentos sequenciados foram de
262pb. Dubey et al. (2011) no Brasil utilizaram com éxito essa técnica para detectar T.
gondii em amostras de cérebro de um coelho naturalmente infectado no estado de Minas

Gerais.

4.3.3 Exame Histopatolégico

As alteracBes histopatologicas associadas a Toxoplasmose como a presenca de
cistos teciduais, também sdo importantes fontes de diagndstico para essa enfermidade

(BARAKAT, 2007), porém o encontro de cistos ou taquizoitos na coloragéo especifica
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vai depender se o fragmento coletado contém as referidas formas evolutivas, tornando
dificil muitas vezes uma confirmacéo neste teste diagnostico (GIRALDI et al., 2002).

Os cistos contendo bradizoitos nos tecidos sdo a forma de resisténcia do T.
gondii que podem permanecer viadveis pelo resto da vida do hospedeiro (DUBEY &
FRENKEL, 1976; DJURKOVIC-DJAKOVIC & MILENKOVIC, 2001). Os bradizoitos
podem estar presentes em todos os tecidos, porém, os principais sitios de infeccdo
latente ocorrem no miocéardio, cérebro e tecido musculo-esquelético (REMINGTON &
CAVANAUGH, 1965; DJURKOVIC-DJAKOVIC & MILENKOVIC, 2001).

A infeccdo por T. gondii estd tradicionalmente associada & presenca de lesdes
necréticas do sistema nervoso central, sendo a presenca dessas lesdes quase que em sua
totalidade, correlacionadas a presenca do DNA do parasito confirmada através de
exames moleculares (MORENO et al, 2012). As principais lesdes observadas na
Toxoplasmose sdo infiltrados inflamatorios mononucleares multifocais, focos de
necrose principalmente em sistema nervoso central e gliose (MORENO et al., 2012).
Em casos de comprometimento do sistema reprodutivo ja foram descritas lesdes
caracterizadas por areas de necrose, congestdo e infarto em tecido placentario
(CASTANO et al., 2014). Em coelhos, lesdes teciduais associadas a infeccdo por T.
gondii ja foram descritas por Gustafsson et al. (1997a), Haziroulu et al. (2003) e
Ahmmed et al. (2011).

4.4 Prevencéo e Controle

Para prevenir a toxoplasmose, algumas atitudes de higiene pessoal e
biosseguranca sdo propostas, como a lavagem das méos antes de manipular a carne e
vegetais e a lavagem de todos 0s materiais que entraram em contato com a carne crua.
Além desses, um dos fatores para a prevencdo dessa enfermidade é o cozimento e
lavagem correta dos alimentos além de obter alimentos e 4gua de boa procedéncia.
Pessoas imunodeprimidas como gestantes devem evitar também o contato com felideos
(DUBEY, 1988).

Em criagdes de coelhos e de outros animais, deve-se evitar fornecer carnes cruas
e/ou de ma procedéncia, vegetais mal lavados e agua de fontes duvidosas. Deve-se
também evitar o estresse e superpopulacdo uma vez que nessas condi¢bes algumas
espécies animais podem realizar canibalismo. As criacdes também devem ser mantidas

longe de outros animais como gatos e outros felideos (DUBEY, 1988).
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Ocorréncia de Toxoplasma gondii em coelhos domésticos na regido Nordeste do

Brasil

RESUMO - Objetivou-se  neste estudo realizar um levantamento
soroepidemioldgico da toxoplasmose em coelhos domésticos na Regido Nordeste do
Brasil. Foram coletadas amostras de sangue de 150 coelhos e fragmentos de cérebro,
coracédo e diafragma de 54 coelhos de criagOes de subsisténcia. As amostras de soro
foram submetidas ao teste soroldgico (MAT) e as amostras de tecidos a andlise
molecular (PCR) e exame histopatoldgico. Os dados obtidos em questionarios foram
submetidos a analise dos fatores de risco. 6,7% (10/150) dos coelhos examinados foram
positivos no MAT e 9,25% (5/54) das amostras foram positivas na PCR. Na
histopatologia foram detectadas lesdes associadas ao T. gondii caracterizadas
principalmente por granuloma, infiltrados inflamatério mononuclear, &reas de
degeneracdo e necrose no cérebro e coracdo. Os fatores de risco identificados foram:
alimentacéo a base de vegetais crus — Oddsratio: 39,00 e contato entre gatos e coelhos —
Oddsratio: 52,00. Esta é a primeira descricdo de toxoplasmose em coelhos na regido
Nordeste do Brasil e os problemas de manejo identificados neste estudo devemser

corrigidos para reduzir a frequéncia de animais positivos nos planteis.

Palavras-chave: Toxoplamose, MAT, PCR, Saude Publica.

ABSTRACT - This study aimed to hold a serosurvey of toxoplasmosis in domestic
rabbits in the Northeastern of Brazil. Blood samples from 150 rabbits and tissue
fragments (brain, heart and diaphragm) from 54 rabbits were collected in the state of
Pernambuco. Serum samples were submitted to serologic testing (MAT) and tissue

samples for molecular (PCR) and histopathological analysis. Data obtained in
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questionnaires were submitted to analysis of risk factors. 6.7% (10/150) of the
examined rabbits were positive in MAT and 9.25% (5/54) of the samples were positive
in PCR. On histopathology were detected lesions associated with T. gondii mainly
characterized by granuloma, mononuclear cell infiltrates, areas of degeneration and
necrosis in brain and heart. The identified risk factors were: feeding based on raw
vegetables - Odds ratio: 39.00; and contact between cats and rabbits - Odds ratio:
52.00. This is the first report of toxoplasmosis in rabbits in Northeastern Brazil and the
identified management problems in this study should be corrected to reduce the

frequency of positive animals in herds.

Keywords: Toxoplasmosis, MAT, PCR, Public Health.

1. Introducéo

O sucesso em uma criagdo econdmica de coelhos depende diretamente do estado
higiénico-sanitario e da incidéncia e gravidade de certas enfermidades, principalmente
as de carater reprodutivo (Rodrigues, 2007), dentre as quais se destaca a toxoplasmose
(Ahmmed et al., 2011).

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicio mundial causada pelo
protozoario Toxoplasma gondii, sendo os mamiferos e as aves considerados hospedeiros
intermediarios e os felideos os Unicos hospedeiros definitivos (Dubey, 1988).
Toxoplasma gondii foi inicialmente identificado por Nicolle e Manceaux (1908) em um
roedor silvestre africano (Ctenodactylus gundi) na Tunisia, do qual o seu nome deriva, e
em coelhos (Oryctolagus cuniculus) de laboratorio por Splendore (1908) no Brasil.

A transmissdo nos coelhos ocorre por meio de alimentos contaminados com
oocistos do parasito, transmissao transplacentaria e convivio desses animais com gatos

domésticos infectados com T. gondii (Quinton, 2005; Moore, 2005).
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O consumo da carne de coelho infectada e o convivio com esses animais sao
caracterizados como um risco a saude publica, sendo a transmissdo para humanos ja
relatada na Inglaterra, (Beverley et al., 1954), no Japédo (Ishikawa et al.; 1990), no
México (Figueroa-Castilloet al., 2006; Alvarado-Esquivel et al., 2011), na Espanha
(Almeria et al., 2004) e no Egito (Harfoush e Tahoon, 2010). No Brasil, Mecca et al.
(2011) detectaram a presenca de Toxoplasma gondii em 1,35% das carnes de coelho
para consumo, demonstrando a importancia desse animal na cadeia epidemiolégica da
transmisséo da toxoplasmose.

No Brasil existem poucos relatos sobre a infeccdo natural em coelhos, sendo
descrita por Nobrega et al. (1952) que relataram um surto com evolugédo para o 6bito em
46,5% (319/685) dos animais em um plantel no Instituto Biol6gico em S&o Paulo.
Santos et al. (1968) detectaram T. gondii em seis coelhos naturalmente infectados no
estado do Rio de Janeiro e mais tarde, Dubey et al. (2011) relataram a presenca de
9,52% (2/21) de coelhos positivos no Estado de Minas Gerais.

Na regido Nordeste do Brasil ndo ha dados sobre a ocorréncia da toxoplasmose
em coelhos. A auséncia de estudos recentes e abrangentes compromete o
estabelecimento de medidas preventivas para o controle desta enfermidade. Neste
sentido, objetivou-se neste trabalho estudar a ocorréncia de T. gondii em coelhos

domésticos na Regido Nordeste do Brasil e os fatores de risco associados a doenca.

2. Material e Métodos

2.1 Amostragem

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais

(CEUA), Universidade Federal Rural de Pernambuco, Licenca n° 080/2014.
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Este estudo foi realizado em estabelecimentos de criagdo domeéstica e/ou
destinadas ao abate de coelhos no estado de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil, no
periodo de 2013 a 2014. As propriedades incluiam duas criagbes comerciais e seis
criagcBes domésticas, totalizando oito propriedades e cinco municipios (Tabela 1).

Para analise soroldgica, apds a contencéo fisica dos animais eanti-sepsia foram
coletadas amostras de sangue de 150 coelhos, da espécie Oryctolagus cuniculus, por
meio de puncéo da veia auricular. Nas propriedades destinadas ao abate foram coletadas
amostras de tecidosde 54 coelhos (cérebro, coracao e diafragma) para analise molecular
(PCR) e histopatoldgica.

Cada fragmento dos érgdos foi dividido em duas partes, onde a primeira foi
fixada em formol tamponado a 10% para exame histopatoldgico e a segunda congelada
a -80°C para analise molecular.

A escolha dos locais e 0 nimero de amostras foram realizados de forma ndo

probabilistica por conveniéncia (Thrusfield, 2004).

Tabela 1: Amostras bioldgicas coletadas de coelhos de acordo com o municipio e

propriedades de origem no Estado de Pernambuco, Brasil.

o ) Total de Amostras coletadas
Municipio Propriedade o _
Animais Sangue Orgaos
A 37 X X
Camaragibe B 16 X X
C 8 X -
_ D 16 X -
Recife
E 40 X -
Séo José da
Coroa F 14 X -
Grande
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Fernando de

G 18 X -
Noronha
Vitéria de
H 1 X X
Santo Antdo

* X: coletado; - : ndo coletado.

2.2 Sorologia (MAT)

As amostras de sangue foram centrifugadas a 1500 rpm durante 10 minutos para
a obtencdo dos soros e esses foram armazenados a -20°C para posterior realizagdo do
teste soroldgico. Os soros dos 150 animais coletados foram testados para anticorpos 1gG
de T. gondii utilizando a técnica do Testede Aglutinacdo Modificado (MAT), com

diluicdes de 1:25, 1:50 e 1:500 e ponto de corte 1:25 (Dubey e Desmonts,1987).

2.3 PCR

Para a analise molecular, os fragmentos de cérebro, coracdo e diafragma foram
inicialmente submetidos a extragdo de DNA com kit comercial “Quiagen DNA Easy
Blood and Tissues Kit” (Quiagen®), seguindo o protocolo do fabricante.

Foram utilizados 0S primers TOX4
(CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) e TOX5
(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) para deteccdo do gene B1, amplificando
uma regido de 529 pares de base (pb), seguindo protocolo de reagdes descrito por
Homan et al. (2000). Apo6s a amplificacdo do DNA, os produtos de PCR foram
analisados e quantificados em gel de agarose a 2%, com marcador de peso molecular 1

kb, corado com bluegreen, visualizado em luz ultravioleta e fotografado.

2.4 Exame Histopatoldgico
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Para o estudo histopatoldgico, as amostras de cérebro, coracdo e diafragmados
animais positivos na PCR foram desidratadas com alcoois antes de serem embebidos em
parafina. Os blocos foram cortados em sec¢des de Spum, desparafinizados, reidratados,
corados com Hematoxilina-Eosina e examinados em microscopia Optica. Os 0rgdos
foram examinados para a deteccdo de lesGes associadas a infeccdo por Toxoplasma

gondii (Moreno et al., 2012).

2.5 Analise estatistica

Para o0 estudo dos fatores de risco foram aplicados questionarios
epidemioldgicos para a obtengdo de dados individuais e gerais dos animais e das
propriedades. Inicialmente foi realizada uma andlise estatistica descritiva,
determinando-se medidas de dispersdo para as frequéncias absolutas e relativas. Para
andlise dos fatores de risco associados a infeccdo por Toxoplasma gondii foi realizada
inicialmente uma andlise univariada das variaveis de interesse através do teste qui-
quadrado de Pearson ou Exato de Fisher, quando necessério. Posteriormente foi
realizada a regressdo logistica considerando como varidvel dependente o exame
sorologico (positivo e negativo). As varidveis independentes ou explanatorias
consideradas no modelo foram aquelas que apresentaram significancia estatistica <0,20.
Essa probabilidade foi estipulada para que possiveis fatores de risco do evento nado
fossem excluidos da andlise (Hosmer e Lemeshow, 1989), sendo consideradas no
modelo final as variaveis com p<0,05. O programa Epilnfo™ 7 foi utilizado para a

execucao dos calculos estatisticos.

3. Resultados
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3.1 Sorologia e PCR

A frequéncia de coelhos positivos na sorologia foi de 6,7% (10/150) e a deteccéo de
DNA de T. gondii na PCR foi de 9,25% (5/54) (Tabela 2). O titulo de anticorpos
observado foi de 1:500 em todos os coelhos e apenas um animal foi positivo
simultaneamente na sorologia e PCR. A distribuicdo da frequéncia de animais

sorologicamente positivos por municipio encontra-se na Tabela 3.

Tabela 2: Coelhos positivos para T. gondii no estado de Pernambuco, Brasil.

Animais Positivos Titulag&o Orgéos Positivos
(N°)* (MAT) (PCR)
24 Negativo Cérebro
25 Negativo Cérebro
33 1:500 Cérebro/Diafragma
36 Negativo Cérebro
37 Negativo Diafragma
78 1:500 -
80 1:500 -
81 1:500 -
84 1:500 -
86 1:500 -
87 1:500 -
88 1:500 -
142 1:500 -
196 1:500 -

*Numero de identificacdo dos animais.

Tabela 3: Distribuicdo da frequéncia de anticorpos de T. gondii em coelhos por

municipio no estado de Pernambuco, Brasil.

Municipio Total (n) Positivo Negativo
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FA.  FR (%) FA F.R. (%)

Camaragibe 61 1 1,6 60 98,4
Recife 56 - - 56 100,00
Séo José da Coroa 14 7 50,0 7 50,0
Grande
Fernando de 18 2 111 16 88,9
Noronha
Vitoria de Santo 1 - - 1 100,0
Antéo

3.2 Exame Histopatologico

Foram encontradas lesdes associadas ao T. gondii em algumas amostras de tecidos
dos coelhos positivos na PCR (Figura 1). As lesdes cerebrais foram caracterizadas por
inflamacdo multifocal, edema, necrose, presenca de granuloma circundado por células
com nucleo picnético e células grandes com aspecto epitelidide, areas de endotélio
reativo nos vasos ao redor com marginacdo leucocitaria, manguito perivascular e
microglia reativa.

O coracédo foi o tecido que apresentou maior frequéncia de alteracdes com presenca
de infiltrados inflamatorios perivasculares mononucleares multifocais, invasdo e
necrose segmentar de fibras musculares, miocardite multifocal granulomatosa,
hemorragia multifocal do miocardio e de regido subepicardica, degeneracao
mixomatdide caracterizada por vacuolizacdo do miocéardio, presenca de macréfagos,
infiltrado neutrofilico, edema, endocardite e leséo valvular, &reas com endotélio reativo
e evidenciacdo de espagamentos de fibras musculares. No diafragma foram observadas
degeneragbes do tecido muscular, além de discreto infiltrado de células

polimorfonucleares. N&o foi observada a presenca de cistos de Toxoplasma gondii em
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nenhuma amostra analisada. Os animais negativos no MAT e na PCR ndo apresentaram

alteragdes significativas no exame histopatologico.

Figura 1: Amostras de tecido de coelhos positivos para Toxoplasma gondii. Laminas
coradas através de Hematoxilina-Eosina (HE). a: Granuloma em tecido cerebral. Area
apresentando maior vascularidade com centro de carater eosinofilico acelular indicativo
de necrose (seta grande), circundado por células com nucleo picndtico (seta pequena) e
células grandes com aspecto epitelidide (63x). b: Lesdo vascular com hemorragia de
miocardio (seta grande), infiltrado neutrofilico (setas pequenas) e aspecto edematoso.
Presenca de endocardite valvular, células mononucleadas e degeneracdo mixomatoide
(aspecto vacuolizado) (63x). c: infiltrado inflamatdrio perivascular mononuclear
multifocal (seta grande) com focos hemorragicos em miocéardio (seta pequena). Invasdo

e necrose segmentar de fibras musculares (160x).

3.3 Estudo de Fatores de Risco

O resultado da analiseunivariada dos fatores associadas a infec¢do por T. gondii em
coelhos encontra-se na Tabela 4. Na regresséo logistica foram confirmadas como fatores
de risco as variaveis: alimentacdo a base de vegetais crus (Odds ratio: 39,00) e contato

de coelhos com gatos (Odds ratio: 52,00) (Tabela 5).
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Tabela 4. Anédlise univariada dos fatores associados a infecgdo por Toxoplasma gondii em

coelhos.
Variavel N MAT OR?(1.C. 95%") Valor de p
Sexo
Macho 62 3 (4,8%)
0,58 (0,09 - 2,71) 0,343
Fémea 88 7 (8,0%)
Raca
Nova Zelandia 136 10 (7,4%)
Lion Head 14 0 (0,0%) - 0,363
Idade (dias)
<100 37 1(2,7%)
Entre 101 a 365 dias 63 0 (0,0%) - 0,278
> 365 21 1 (4,8%)
Alimentacéo
Peletizada 118 1 (0,8%) 0,02 (0,00 - 0,14) <0,000
Vegetais crus 32 9 (28,1%)
Criacéo consorciada com
outras espécies
Sim 26 2(7,7%) 1,20 (0,11 -6,59) 0,545
Né&o 124 8 (6,5%)
Fonte de agua
Agua tratada 88 9(10,2%) - 0,110
Pocos 24 0 (0,0%)
Fontes naturais * 37 1(2,7%)
Fornecimento de alimentos
Cochos coletivos 122 2 (1,6%) 0,04 (0,00 - 0,20) <0,000
No solo 28 8 (28,6%)
Gatos tém contato com coelhos
Sim 18 8 (44,4%) 52,0 (9,85 —-373,42) <0,000
Né&o 132 2 (1,5%)
Presenca de gatos na propriedade
Sim 134 10 (7,5%) - 0,311
Néo 16 0 (0,0%)
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Area geografica

Urbana 88 9 (10,2%) 6,94 (0,91 -309,49) 0,034
Peri-urbana 62 1 (1,6%)

Tipo de criacao
Gaiola suspensa 102 1 (1,0%) 0,04 (0,00 —0,27) <0,000
No solo 48 9 (18,8%)

*Riachos, rios e acudes / 20dds ratio, ° Intervalo de confianca de 95%

Tabela 5. Regresséo logistica dos fatores de risco associados a infecgéo pelo T. gondii em coelhos

no estado de Pernambuco, Brasil.

VARIAVEIS Valor de p OR? IC 95%°
Alimentacdo a base de vegetais crus 0,016 39,00 1,94- 782,51
Contato entre gatos e coelhos 0,048 52,00 9,71 - 278,36

0dds ratio, ° Intervalo de confianca de 95%

4. Discussao

Este € o primeiro relato da deteccdo de Toxoplasma gondii em coelhos
naturalmente infectados na regido Nordeste do Brasil, sendo esta uma das poucas
pesquisas realizadas no Brasil, apesar do consumo alimentar desta espécie ser frequente
no pais.

Anticorpos contra T. gondii através do MAT foram detectados em 6,7% (10/150)
dos coelhos analisados. Este resultado é semelhante aos estudos realizados por Dubey et
al. (2011) que detectaram 9,52% (2/21) coelhos positivos no Estado de Minas Gerais,
Brasil. Na Espanha, Almeria et al. (2004) obtiveram positividade em 14,2% (65/456)
dos coelhos analisados; Alvarado-Esquivel et al. (2013) obtiveram positividade em
16,3% (70/429) coelhos no México e Sroka et al. (2003) obtiveram positividade em
22,2% (2/9) coelhos naturalmente infectados na Pol6nia.
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Outros trabalhos, empregando outras técnicas sorologicas também relataram
indices semelhantes aos obtidos no presente estudo. No Teste de Hemaglutinacéo
Indireta (IHAT), Ahmmed et al. (2011) detectaram positividade em 11% (11/100) e
Ashmawy et al. (2011) em 11,34% (22/194) no Egito; Hejlicek et al. (1997) detectaram
8% (6/79) na Republica Tcheca e Stutzin et al. (2006) encontraram 8% (4/50) no Chile
na técnica do Corante de Sabin-Feldman Modificado (DT). Em estudo mais recente
realizado por Neumayerova et al. (2014) na Republica Tcheca e Eslovaquia foram
detectados anticorpos contra T. gondii em 10,1% (99/981) de coelhos naturalmente
infectados no ELISA.

Outros autores relataram indices mais elevados de soropositividade que o
observado no presente estudo, como Figueroa-Castillo et al. (2006) que detectaram
26,9% (77/286) de positividade em fazendas no Mexico e HarfousheTahoon (2010) em
37,5% dos coelhos avaliados no Egito. O estudo que detectou maior frequéncia de
coelhos sorologicamente positivos foi realizado na Eslovaquia por Luptakova et al.
(2009) com 71,4% (15/21) positivos na técnica de fixacdo de complemento.

Toxoplasma gondii foi detectado em quatro amostras de cerebro e duas de
diafragma na PCR. A presenca do parasito em coelhos naturalmente infectados ja foi
descrita por Sroka et al. (2003) na Pol6nia e por Dubey et al. (2011) no Brasil. A
maioria dos animais positivos na PCR foi negativo na sorologia (4/5) o que pode estar
relacionado com a sensibilidade das técnicas utilizadas (Silva et al., 2015; Bin
Dajeme Almushait,2012). Além disso, a producdo de anticorpos em coelhos
naturalmente infectados ainda ndo esta bem estabelecida, com descri¢cBes apenas em
estudos de carater experimental (Hassl et al., 1987; Gustafsson et al.,1997b;Barakat,

2007;Quan et al. 2009). Quan et al. (2009) ainda sugerem que a transmissdo

37


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bin%20Dajem%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22796740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bin%20Dajem%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22796740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Almushait%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22796740

transplacentaria do T. gondii em coelhos pode levar a uma produgdo deficiente de
anticorpos, sendo necessaria a associa¢ao do diagndstico molecular para sua deteccao.

Os coelhos positivos na PCR apresentaram no exame histopatoldgico lesGes
compativeis com a infecgdo por T. gondii. Em tecido cerebral foi observada, entre
outros achados, a presenca de infiltrado inflamat6rio com apresenca de leucdcitos,
manguito perivascular e necrose, sendo estes achados semelhantes aqueles relatados por
Ahmmed et al. (2011) em coelhos naturalmente infectados. A presenca de granuloma
cerebral observada j& foi anteriormente relatada em coelhos na infecgdo experimental
por T. gondii (Haziroulu et al., 2003). As lesdes no tecido cardiaco e musculo
esquelético caracterizadas por presenca de infiltrados inflamatorios perivasculares
mononucleares multifocais também foram descritas por Gustafsson et al. (1997a) em
coelhos infectados experimentalmente.

A propriedade localizada no municipio de S&o José da Coroa Grande foi a que
apresentou maior frequéncia de coelhos positivos (50%). Nesta propriedade, o
fornecimento de vegetais crus e a presenca de gatos nas proximidades da criagdo foram
observados. Segundo Harfoush e Tahoon (2010), uma alta frequéncia de coelhos
positivos indica contaminacdo do solo com oocistos e 0 contato com felinos em um
mesmo ambiente € importante na cadeia de transmissdo de T. gondii.

Neste estudo, o fornecimento de vegetais crus e a presenca de gatos nas criagdes
contribuiram para a transmissdo desse protozoario nos criatorios. Outros autores ja
identificaram os alimentos caseiros contaminados como fatores de risco para
toxoplasmose em coelhos como Almeria et al. (2004) e Alvarado-Esquivel et al. (2013).

A presenca de animais positivos para T. gondii com auséncia de sinais clinicos

demonstra que o coelho é uma importante fonte de infec¢do para o0 homem. Resultados
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semelhantes foram descritos por Cox et al. (1981), Dubey et al. (1992) e Gustafsson et
al. (1997a).

Esta é o primeiro registro de toxoplasmose em coelhos na Regido Nordeste do
Brasil e os problemas de manejo identificados neste estudo devem ser corrigidos para

reduzir a frequéncia de animais positivos nos plantéis.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da Toxoplasmose em coelhos naturalmente infectados em Pernambuco
demonstrou importancia quanto a sua deteccdo nas diferentes técnicas de diagndstico,
uma vez que esses animais podem adquirir a infeccdo sem apresentar sinais aparentes,
podendo se comportar como fonte de infeccdo para todos os hospedeiros, inclusive
ohomem.

A identificacdo de coelhos positivos na sorologia e PCR e a identificacdo dos
fatores de risco associados ao manejo alimentar dos coelhos deve ser foco para a
implementacdo de medidas higiénico-sanitarias nas criacbes para o controle da
toxoplasmose, sugerindo-se a importancia de novos estudos que devem ser realizados

para acrescentar informacGes sobre a epidemiologia desta importante zoonose.
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8. ANEXOS

8.1 ANEXO A: Parecer de Aprovacdo na Comissdo de Etica no Uso de Animais
da UFRPE

s g

2

UFRPE

Universidade Federal Rural de Pernambuco
Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,

Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

Comissio de ética no uso de animais - CEUA

Licenga para o uso de animais em experimentagiio ¢/ou ensino

O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de

Pernambuco, no uso de suas atribuicdes, autoriza a execugdo do projeto descriminado

abaixo. O presente projeto também se encontra de acordo com as normas vigentes no

Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

“Numero da licenga

080/2014

Nuamero do processo

23082.007270/2013

Data de emissdo da licenga

07 de Julho de 2014

Titulo do Projeto

Detecgdo de DNA genémico de Toxoplasma gondii )
e Anticorpos IgG anti-Toxoplasma em coelhos
domésticos (Oryctolagus cuniculus) no estado de

Pernambuco, Brasil.

"Finalidade (Ensino, Pesquisa,

Extensdo)

Pesquisa

Responsével pela execugdo do

projeto

Rinaldo Aparecido Mota

Colaboradores

Débora Costa Viegas de Lima; José Wilton Pinheiro

Jinior.

Tipo de animal e quantidade

total autorizada

Coelhos; total de 100 animais
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Prof. Dr. Marleyne K)sé Afonso Accioly Lins Amorim = Pof* D' Matleyae Amorin

Coordenadort CEUA
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8.2 ANEXO B: Normas para submissdo ao periédico ACTA Tropica

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered

1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering).
Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to ‘the text'. Any
subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own
separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.
Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt
with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a
Calculation section represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations
and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion
section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eg. (A.2), etc.;

in a subsequentappendix,
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Eg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

 Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a
double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses
(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name and, if available, the e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with
country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the
complete postal address.

Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’)
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript
Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but IF essential, then cite the author(s) and year(s). Also,
non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must
be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

Please provide, when submitting your article, a graphical abstract. This comprises the
title, authors and affiliations, identical to the article itself, a summary of about 25 words,
and a pictogram: one figure representative of the work described. Maximum image size:

400 x 600 pixels (h x w, recommended size 200 x 500 pixels). Preferred file types:
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TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for
examples.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate
file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include
3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, ‘and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first Page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of
abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title
or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their
readers oneclick access to relevant databases that help to build a better understanding of
the described research.

Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article:
Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See

49



http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of
supported databases.

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/)
instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables
are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp.
Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the text
(if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article.
Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should
this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the
Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

* For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and
tables within a single file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate
source files.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats
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Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please
'save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics’.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of
300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum
of 500 dpi is required.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low.

« Supply files that are too low in resolution.

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS
(or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect
and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in
the printed version. For color reproduction in print, you will receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information
on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color
figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print)
please submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.
Illustration services

Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/illustrationservices) offers Illustration
Services to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality of
the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce

scientific, technical and medicalstyle images, as well as a full range of charts, tables and
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graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators take your image(s) and
improve them to a professional standard. Please visit the website to find out more.
Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not
on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations
themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase
letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.
References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a
substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal
communication’. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been
accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in
the reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages
EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager

(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages,
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authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article
and the list of references and citations to these will be formatted according to the journal
style which is described below.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can
be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted
article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof
stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they
should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the
year ofpublication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of
publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be
listed first alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).
Kramer et al. (2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically IF necessary. More than one reference from the same author(s) in the
same year must be identified by the letters a', 'b’, 'c', etc., placed after the year of
publication.

Examples:

Reference to a journal publication: Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A,,
2010. The art of writing a scientific article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book: Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth

ed. Longman, New York.
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Reference to a chapter in an edited book: Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to
prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.),
Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your
scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to
publish supporting applications, highresolution images, background datasets, sound
clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly
usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise
and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our
artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Google Maps and KML files

KML (Keyhole Markup Language) files (optional): You can enrich your online articles
by providing KML or KMZ files which will be visualized using Google maps. The
KML or KMZ files can be uploaded in our online submission system. KML is an XML
schema for expressing geographic annotation and visualization within Internet-based
Earth browsers. Elsevier will generate Google Maps from the submitted KML files and
include these in the article when published online. Submitted KML files Will also be
available for downloading from your online article on ScienceDirect. For more
information see http://www.elsevier.com/googlemaps.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending
it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of
any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address
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* Telephone

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'’

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web
(free of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge)
and in black-and-white in print

* If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also
supplied for printing purposes

For any further information please wvisit our customer support site at
http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic
documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is
assigned to a document by the Publisher upon the initial electronic publication. The
assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document,
particularly 'Articles in press' because they have not yet received their full bibliographic
information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B): http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed
never to change.

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system,
allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS
Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer

questions from the Copy Editor.
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Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to
directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors. If
preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including
alternative methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately -
please upload all of your corrections within 48 hours. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before
replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading
is solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of
your article if no response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a personalized link
providing 50 days free access to the final published version of the article on
ScienceDirect. This link can also be used for sharing via email and social networks. For
an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent
once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may
order offprints at any time via Elsevier's WebShop
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints). Authors requiring printed
copies of multiple articles may use Elsevier WebShop's ‘Create Your Own Book' service
to collate multiple articles within a single cover
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/booklets).

AUTHOR INQUIRIES

You can track your submitted article at
http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/89/p/8045/.

You can track your accepted article at http://www.elsevier.com/trackarticle. You are

also welcome to contact Customer Support via http://support.elsevier.com.
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8.3 ANEXO C: Questionario para Coleta de Amostras de Campo

Nome da Propriedade: N° N° Ficha:
Municipio: Cidade:

Proprietario: Contato:

Investigador: Data: / /

Informacdes Gerais Propriedade:

Area: Urbana: |:| Rural:|:| Peri-Urbana: |:|

Quantidade de animais (coelhos) na propriedade:

Matrizes: Machos: Fémeas: Jovens:

Raca:

Tipo de Criagdo: Gaiolas no Chdo: [ | Gaiolas Suspensas: [ | Cercados:[ |
Animais sdo criados em grupos: Sim: |:| Nao: |:|

Presenca de Gatos na Propriedade: ~ Sim: [ | Néo: [ ]

Os gatos tém contato com os coelhos:  Sim: |:| Né&o: |:|

Presenca de Animais Silvestres na Propriedade:  Sim: |:| Né&o: |:|
Presenca de Roedores na Propriedade:Sim: [ |N&o: [ |

Tipo(s) de Exploragéo:

Pet: |:| Carne: |:| Pele e Pélos: |:| Laboratorial: |:|

Origem dos Animais:

Alimentacio:
Tipo de Alimentagdo:  Caseira: |:| Racéo Peletizada: |:|

Fornecimento: Cochos: [ ] Chéo: [ ]

Animais defecam no Local do alimento:  Sim: |:| N&o: |:|
Armazenamento dos Alimentos: ~ Tambor: [ | Sacos] | Baldes: [ |
Presenca de Gatos Proximos aos Alimentos: ~ Sim{ |  Nao: [ |
Alimentos Ficam Expostos: Sim: |:| Nao: |:|

Fornecimento de Agua:  Bebedouros Suspensos: |:| Cochos: |:|
Animais defecam no local da Agua:  Sim: |:| N&o: |:|
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Fonte de Agua:

Agua Tratada: [ | Corregos e Riachos:[ ] Acudes: [ ] Pogos: [ ]

Limpeza e Higiene:
Limpeza de Cochos e Bebedouros:Diariamente: [ ] Dias Alternados: [ ]

Semanalmente:l:l Quinzenalmente:|:| Mensalmente: |:|

Limpeza das Instalagdes: Diariamente:[ | Dias Alternados: [ |

Semanalmente:|:| Quinzenalmente:|:| Mensalmente: |:|

Utiliza Desinfetante para Limpeza Geral:  Sim: |:| Nao: |:|
Realiza Sistema de Quarentena: sim [ ] Ndo: [ ]

Sanidade dos Animais:

Historico de Doencas Neuroldgicas: Sim:|:| Né&o: |:|
Historico de Doengas Reprodutivas: Sim:|:| Né&o: |:|
Historico de Diarréia: Sim:|:| Nao: I:I
Uso de Medicacdes: Sim: |:| N&o: |:|

Quiais:

Vacinagdo: Mixomatose: |:| DHV: |:| Pasteurelose: |:|
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