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RESUMO

Os rotavirus (RVs) sao a principal causa de diarréia aguda em criancas de baixa
idade, como também em animais jovens de vérias espécies. S8o excretados nas
fezes e transmitidos pela via fecal-oral. Estudos demonstram que é de suma
importancia para investigacdes epidemiologicas a caracterizacdo das amostras de
RVs isoladas a partir de animais. As enteroparasitoses também constituem um grave
problema de saude publica, sendo um dos principais fatores de morbimortalidade na
populacdo infantil e de desnutricdo protéico-energética advinda dos quadros de
diarréia cronica. Este estudo teve por objetivo identificar RVs e endoparasitos que
circulam em caninos, felinos e galinAceos da Comunidade Quilombola do Abacatal,
Ananindeua, Para. Nos anos de 2008 e 2009 foram colhidos 202 espécimes fecais,
provenientes de caninos (96/2002, 47,5%), felinos (8/2002, 4%) e galindceos
(98/2002, 48,5%). Todas as amostras foram submetidas a imunocromatografia e
eletroforese em gel de poliacrilamida para a identificacdo de RVs, porém em ambas
obteve-se 100% de negatividade. Para a identificacdo de endoparasitos as amostras
foram submetidas a técnica de centrifugo-flutuacdo com solucdo de sacarose, 0s
parasitos mais freqientemente encontrados em caninos foram o Ancylostoma sp,
Spirocerca sp, Toxocara sp/ Toxascaris sp, Trichuris sp e Coccidio, e em felinos
foram Ancylostoma sp (5/8, 62,5%), Toxocara sp/ Toxascaris sp (2/8, 25%) e
Trichuris sp (1/8, 12,5%). Em galinaceos foram Ascaridia sp/ Heterakis sp (33/62,
53,23%), Capillaria sp (39/62, 62,9%), Cocidio (6/62, 9,68%), Dispharynx sp (15/62,
24,19%) e Trichostrongyloidea sp (11/62, 17,74%). Pelos resultados obtidos,
concluiu-se que o local oferece risco para infestacdo parasitaria humana, havendo a
possibilidade de contaminagéo do solo por meio das fezes e o desenvolvimento de

Zoonoses.

Palavras-chave: Rotavirus; Endoparasitos; Quilombolas; Animais.



ABSTRACT

Rotaviruses (RVs) are the leading cause of acute diarrhea in children of low age, but
also in young animals of various species. Are excreted in faeces and transmitted the
fecal-oral route. Studies show that it is very important for epidemiological
investigations to characterize samples of RVs isolated from animals. Intestinal
parasites also pose a serious public health problem, being a major factor of morbidity
and mortality in children and protein-energy malnutrition arising frameworks of
chronic diarrhea. This study aimed to identify and endoparasites RVs circulating in
dogs, cats and chickens Community Quilombola of Abacatal, Ananindeua, Para. For
the years 2008 and 2009 were collected 202 fecal samples, from dogs (96 / 2002,
47.5%), cats (8 / 2002, 4%) and chickens (98 / 2002, 48.5%). All samples were
subjected to electrophoresis on immunochromatography and polyacrylamide gel for
the identification of RVs, but in both cases we obtained 100% negativity. For the
identification of endoparasites samples were subjected to a flotation technique with
sucrose solution, the parasites most frequently found in dogs were Ancylostoma sp
Spirocerca sp, Toxocara sp / Toxascaris sp, Trichuris sp and coccidio, and cats were
Ancylostoma sp (5/8, 62,5%), Toxocara sp / sp Toxascaris (2/8, 25%) and Trichuris
sp (1/8, 12,5%). In chickens were Ascaridia sp / sp Heterakis (33/62, 53,23%),
Capillaria sp (39/62, 62,9%), Coccidio (6/62, 9,68%), Dispharynx sp (15/62, 24,19%)
and Trichostrongyloidea sp (11/62, 17,74%). From the results, we concluded that the
site poses a risk to human parasitic infestation, with the possibility of sail

contamination by faeces and the development of zoonoses.

Keywords: Rotavirus; endoparasites; Quilombos; Animals.
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1 INTRODUCAO

A mortalidade infantil permanece como um importante problema de saude
publica em escala mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento. No
Brasil, por meio do programa de Monitorizacdo das Doencas Diarréicas Agudas do
Ministério da Saude, foram registrados quase um milhdo e 200 mil casos de diarréia
entre menores de cinco anos, em 2004 (BRASIL, 2006). Globalmente, o rotavirus
(RVs) é associado com um numero estimado de 611.000 6bitos de criancas todos 0s
anos (PARASHAR et al., 2006).

As rotaviroses possuem distribuicdo cosmopolita e sdo consideradas a
principal causa de gastrenterite virGtica aguda em criancas e neonatos, sendo
associadas tanto a manifestacbes de carater endémico como epidémico,
acometendo principalmente criancas com idades inferiores a cinco anos (KONNO et
al., 1982; ESTES; KAPIKIAN, 2007).

As consequéncias da infeccdo causada pelos RVs séo diversas,
dependendo do perfil s6cio-econémico de cada pais. H&A maior impacto em paises
em desenvolvimento, representando a segunda causa mais relevante de mortalidade
(BOSCHI-PINTO; VELEBIT; SHIBUYA, 2008). Nos Estados Unidos, por exemplo, a
cada ano, os RVs ocasionam cerca de 20 mortes em criangas com idade inferior a
cinco anos, enquanto que na Africa, 110.000 a 150.000 criancas menores de cinco
anos vao a oObito em consequéncia da infeccdo por esses agentes (MOLBAK;
FISHER; MIKKELSEN, 2000; PARASHAR et al., 2003).

Estudos demonstram que animais jovens de varias espécies, incluindo
bezerros, equinos, suinos, caninos, felinos e aves tém sido acometidos por

infeccbes por RVs, mostrando que a diversidade genética de tais virus parece ser



18

mais freqlente nos paises em desenvolvimento, provavelmente devido aos baixos
niveis de higiene, defesas imunoldgicas deprimidas, infeccbes parasitarias
concomitantes, desnutricdo, além do estreito relacionamento entre o homem e
animais domeésticos (caninos, felinos, suinos e aves) (KAPIKIAN; YASUTAKA;
CHANOCK, 2001; HART; CUNLIFFE; BRESEE, 2002; GABBAY et al., 2003; VAN
DER HEIDER et al.,, 2005; PARASHAR et al.,, 2006; MULLER; JOHNE, 2007;
GILLES, 2008). Isso corrobora para o surgimento de infeccGes mistas e,
consequentemente, rearranjos genémicos, como demonstrado em Belém, onde se
registrou a circulacdo de amostras de origem suina em fezes de neonatos e criancas
com quadro de diarréia aguda (MASCARENHAS et al., 2007a, 2007b).

As enteroparasitoses também constituem um grave problema de saude
publica, sobretudo nos paises em desenvolvimento, sendo um dos principais fatores
de morbimortalidade na populacdo infantil e de desnutricdo protéico-energética
advinda dos quadros de diarréia crbnica, comprometendo, desta forma, o
desenvolvimento fisico e intelectual das criancas, repercutindo em danos a saude
futura. A elevada prevaléncia desses agravos esta relacionada, na maioria das
vezes, a situacdo social, econémica e cultural da populacao (FREITAS et al., 2005).

A prevaléncia das enteroparasitoses é muito variada ao redor do mundo,
no pais e mesmo em comunidades de um mesmo municipio, pois o principal
determinante sdo as condi¢cdes de higiene e saneamento basico, bem como dos
niveis socio-econdmicos e de escolaridade da populacdo analisada. As maiores
prevaléncias ocorrem onde estas condicbes sdo mais precéarias, 0 mesmo ocorrendo
com o poliparasitismo (OKYAY et al., 2004; FERREIRA; ANDRADE, 2005).

Ademais, além de serem considerados agentes de zoonoses, 0s parasitos

gastrintestinais possuem um papel relevante dentre as endoparasitoses caninas e
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felinas, constituindo-se em um dos principais fatores que interferem no
desenvolvimento do animal (SILVA et al., 2001).

As enfermidades parasitarias, causadas por helmintos, provocam,
sobretudo em animais jovens, gastrenterites, infeccdes respiratérias, perda de peso,
emagrecimento, retardo no desenvolvimento, podendo evoluir para caquexia e morte
(HOFFMANN et al., 2000). Os helmintos tais como Toxocara sp e Ancylostoma sp
devido ao potencial zoonoético, sdo considerados um problema de saude publica
(SANTAREM et al., 2004).

As comunidades quilombolas tiveram origem com a fuga de escravos
para as matas, que acabavam por refugiar-se em lugares de dificil acesso
(MEEGEN-SILVA, 1999). Os quilombos constituiram a base da resisténcia do
escravo, pois neles os descendentes de africanos podiam expressar a sua
identidade cultural (MOURA, 1993). Varias dessas comunidades nunca foram
descobertas pelos seus perseguidores e, depois da abolicdo da escravatura, muitos
dos habitantes dos quilombos continuaram a morar no mesmo local, formando-se
assim os atuais remanescentes de quilombos (MEEGEN-SILVA, 1999).

Segundo Lima, Vieira e Zeferino (2004), as comunidades remanescentes
de quilombos sdo sbécio economicamente desfavorecidas, e necessitam de
intervencdes comunitarias urgentes que venham a promover uma acao efetiva na
melhoria do processo de educacédo e da qualidade de vida.

Devido a escassez de dados relacionados aos problemas de saude
publica enfrentados pelas popula¢gdes quilombolas no Estado do Para, pretendeu-se
com este estudo identificar a circulagdo de rotavirus e enteroparasitoses na
populacdo animal. Deste modo, esta pesquisa visou o0 estudo laboratorial dos

animais residentes da Comunidade Quilombola do Abacatal, principalmente no que
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tange as doencas diarréicas, correlacionando a participagdo do rotavirus e
parasitoses intestinais (helmintos e protozoarios) como responsaveis por esses

episodios.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ROTAVIRUS

2.1.1 Historico

A primeira descricdo de um virus como agente etioldgico de doencas
diarréicas agudas em humanos foi no inicio dos anos 70, quando foram conduzidos
diversos estudos pela microscopia eletrénica (ME) em amostras fecais provenientes
de surto ocorrido em 1968, entre estudantes e professores de uma escola primaria
na cidade de Norwalk, Ohio, Estados Unidos. Em um dos estudos, foram
visualizadas particulas virais medindo 27nm (KAPIKIAN et al., 1972), atualmente
denominadas Norovirus.

Em 1973, foram observadas pela primeira vez, particulas virais medindo
entre 67 e 87 nm de diametro, em células da mucosa intestinal obtidas por biépsia
de duodeno de criangcas com diarréia de origem nao-bacteriana, em Melbourne,
Australia (BISHOP et al., 1973). Estas particulas primeiramente foram denominadas
de Duovirus.

Este agente foi posteriormente denominado Rotavirus (RVS) por Flewett;
Bryden e Davies (1974), por apresentar na ME o aspecto de uma “roda”. Desde
entdo, esses virus tém se configurado como os mais importantes agentes etiolégicos

de gastroenterite grave entre criancas, tanto em paises de clima tropical como
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temperado, denotando a distribuicAo cosmopolita desses agentes (KAPIKIAN;
YASUTAKA; CHANOCK, 2001).

No Brasil, esses agentes foram detectados pela primeira vez em 1976 por
Linhares e colaboradores (1977), em fezes de criancas atendidas em um hospital
publico em Belém, Para. Outras investigacdes de carater epidemiolégico tém sido
realizadas em varias regides do pais (RACZ et al., 1988; PEREIRA et al., 1993;

MASCARENHAS et al., 1999; LINHARES, 2000; CARDOSO et al., 2003).

2.1.2 Etiologia

Os RVs pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus (RAMING et al.,
2000). A particula viral é ndo envelopada, com aproximadamente 100 nm de
diametro e apresenta simetria icosaédrica (HYSER; ESTES, 2009). E constituida por
trés camadas protéicas concéntricas e pelo genoma viral composto por 11
segmentos de &cido ribonucléico, fita dupla, denominado de dsRNA. Os seus 11
segmentos gendmicos podem ser visualizados em gel de poliacrilamida (EGPA),
classificando-se os perfis eletroforéticos em longo, curto e supercurto (TANIGUCHI;
URASAWA, 1995; ALAM et al., 2008).

Cada segmento codifica uma proteina, com excecao das proteinas NSP5
e NSP6, que sao codificadas pela regido de sobreposicdo de um Unico segmento
(Figura 1). No total, sdo doze proteinas, sendo seis ndo estruturais (NSP1, NSP2,
NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6), e seis estruturais (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VP7)

(ESTES; KAPIKIAN, 2007).
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Figura 1. Caracteristicas arquitetbnicas do RVs. (A) Segmentos de dsRNA de RVs
que compdem o genoma. Os segmentos de genes sdo numerados a esquerda e as
proteinas que eles codificam estdo indicadas a direita. (B) Reconstru¢cdo da particula
de RVs, demonstrando a proteina VP4 (vermelho) e a VP7 (amarelo). (C)
Visualizacdo da VP6 (azul) e VP2 (verde). (D) Organizacdo esquematica do genoma
do RVs. Os segmentos do genoma sdo representados como espirais cbnicas
invertidas que cercam as enzimas de transcricdo, mostrado como bolas vermelhas,
no interior da VP2 (Adaptada de JAYARAM; ESTES; PRASAD, 2004).

As proteinas estruturais sdo designadas VPs de Viral Protein seguidas
por numero sequencial na ordem decrescente da massa molecular. O core é
composto pelas proteinas VP1, VP2 e VP3, codificadas pelos genes um, dois e trés,
respectivamente. Essas proteinas representam, em conjunto, aproximadamente

18% das proteinas virais. O capsideo intermediario € formado pela proteina VP6, a
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qual circunda o core e onde se situam o0s determinantes antigénicos grupos-
especificos (A-G), comuns a diversas espécies animais suscetiveis a infec¢do por
RVs (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

No capsideo externo se encontram as proteinas VP4 e VP7. A VP4 define
0s genotipos P, de sensivel a Protease; e a VP7 determina os sorotipos G, relativo a
Glicoproteina, sendo esta codificada pelos segmentos sete (Rhesus sp), oito (RVs
bovino, isolado UK, Bos taurus) ou nove (RVs simio, isolado SA-11, Chlorocebus
pygerythrus), dependendo da amostra viral. Ambas atuam induzindo,
separadamente, a producdo de anticorpos neutralizantes, sendo que a VP4 possui
propriedades adicionais como viruléncia e hemaglutinacdo (ESTES; KAPIKIAN,
2007).

As proteinas nao-estruturais, encontradas nas particulas virais maduras,
recebem a denominacdo NSPs de Non-Structural Protein: NSP1, NSP2, NSP3,
NSP4 e NSP5/NSP6 que sdo codificadas pelos segmentos gendmicos cinco, oito,
sete, dez e onze, respectivamente (ESTES; KAPIKIAN, 2007). A NSP1 possui
funcdes na modulacdo da resposta imune do hospedeiro, a NSP3 na regulacédo da
expressado génica, a NSP2 e NSP5 na replicagdo do genoma viral, e a NSP4
participa da maturagdo viral e determina o aumento dos niveis de Ca™"
intracelulares, caracterizando-se como primeira enterotoxina viral capaz de induzir
diarréia em camundongos jovens (BALL et al., 1996; TROJNAR; OTTO; JOHNE,
20009).

Sao conhecidos sete grupos de RVs (A — G), os RVs do grupo A (RV-A)
sao classificados em quatro subgrupos (I, Il, I+ll e ndo-l1 e nao-Il), sendo que o
subgrupo 1l é o mais prevalente entre os humanos, enquanto o subgrupo | é mais

detectado entre as amostras de origem animal (HOSHINO; KAPIKIAN, 2000; RAO;
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GOWDA; REDDY, 2000; KAPIKIAN; YASUTAKA; CHANOCK, 2001; ESTES;
KAPIKIAN, 2007).

Os RVs dos grupos A, B e C sédo observados em infeccbes humanas e
em varias espécies de mamiferos, sendo o RV-A, a principal causa de gastroenterite
infantil e neonatal e de animais jovens de varias espécies (MARTELLA et al., 2007,
GILLES, 2008). Os grupos designados de D a G compreendem amostras que
infectam aves e suinos, conforme demonstrado na Figura 2 (KAPIKIAN; YASUTAKA;

CHANOCK, 2001; MULLER; JOHNE, 2007).
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Figura 2. Perfis eletroforéticos do genoma viral dos RVs (Adaptada de KAPIKIAN;
YASUTAKA; CHANOCK, 2001).

A designacéo de sorotipos G (VP7) coincide com a designagdao de
genodtipos G, sendo respeitada a letra “G” acompanhada do numero do
sorotipo/genadtipo correspondente. O mesmo ndo ocorre para 0s sorotipos/genotipos

P (VP4). Assim sendo, uma nomenclatura dual foi adotada para a classificacéo
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genética e antigénica com base na proteina VP4. Os sorotipos sdo descritos com a
letra “P” acompanhada do numero do sorotipo e/ou numero do gendétipo
correspondente entre colchetes (P1A[8]G1). Foram descritos até o momento 31
genadtipos P e 23 genodtipos G (MATTHIINSSENS et al.,, 2008; ABE et al., 2009;
SOLBERG et al., 2009; URSU et al., 2009).

Dentre os genotipos que infectam os seres humanos descrevem-se dez
tipos G e onze P em diferentes combinacées (HOSHINO; KAPIKIAN, 2000;
KHAMRIN et al., 2007). As combinacdes G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], GIP[8] e
G9P[6] demonstraram ser as mais importantes epidemiologicamente em seres
humanos (KHAMRIN et al., 2007).

A transmissdo de RV-A entre os seres humanos e animais tem sido
descrita com freqUéncia. Estudos anteriores com base na hibridizacdo RNA-RNA
identificou possiveis rearranjos entre as cepas humanas (WARD et al., 1990) ou
entre humanos e cepas de animais (NAKAGOMI; NAKAGOMI, 2002).

Recentemente, o sequenciamento do genoma levou a deteccdo de um
virus de origem animal em seres humanos (MATTHIINSSENS et al., 2006) ou da
deteccdo do segmento de algum gene de RVs de animais com semelhanca com
RVs de origem humana, indicando um evento de rearranjo entre os dois tipos de
virus (KHAMRIN et al., 2006; MASCARENHAS et al. 2007a; RAHMAN et al., 2007).

Do ponto de vista evolutivo, a transmissdo entre espécies contribui
constantemente para a variabilidade genética do RVs humano (MULLER; JOHNE,
2007). O elevado numero de gendtipos compartilhando uma origem comum com
cepas humanas e de animais serviu de base para a proposta da nova classificacéo

dos RVs utilizando os 11 genes (MATTHIIJNSSENS et al., 2008).
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2.1.3 Epidemiologia

Estudos realizados em escala global demonstram a importancia que os
RVs assumem na etiologia das diarréias graves na infancia (DOAN et al., 2003;
SANTOS et al.,, 2003; MOTA-HERNANDEZ et al., 2003). Mesmo nos paises
desenvolvidos, onde prevalecem condicbes de saneamento e higiene satisfatorias,
0s RVs estdo associados a extensas epidemias, porém com um numero limitado de
Obitos (GLASS, 2006; GLASS; PARASHAR, 2006).

Estima-se que em todo o mundo ocorram anualmente 138 milhdes de
casos de gastroenterites por RV-A, principalmente em criancas menores de cinco
anos, com uma média de dois milhdes de hospitalizacbes e mais de 500 mil 6bitos
(PARASHAR et al., 2003; WHO, 2007), onde os paises em desenvolvimento somam
mais de 80% dos casos fatais (GLASS et al., 2005). Nos paises industrializados
estima-se o total de 223 mil hospitalizagdes anuais, decorrentes da infec¢cdo por
RVs, enquanto que nos paises em desenvolvimento, cerca de 1,9 milhfes de
criancas sao hospitalizadas (PARASHAR et al., 2003).

Estudos conduzidos na América Latina, Africa e Asia, indicaram
nitidamente a magnitude que assumem 0s RVs na etiologia das gastroenterites
moderadas e graves, associando-as a até 71% dessas situacbes (O’RYAN et al.,
2001; STEELE et al., 2003; BRESEE et al., 2004).

Os RVs do grupo B estdo associados as epidemias primeiramente
descritas na China (HUNG et al., 1984) e, a casos de diarréia em adultos na india
(KRISHNAN et al., 1999; BARMAN et al., 2004). Os do grupo C foram descritos em

casos esporadicos e surtos em adultos e criancas em diversos paises
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(PENARANDA et al., 1989; OISHI; YAMAZAKI; MINEKAWA,1993; JIANG et al.,
1995, RAHMAN et al., 2005).

Estudos conduzidos no Brasil demonstraram que a frequéncia das
diarréias associadas aos RVs em criancas tratadas em ambito ambulatorial ou
hospitalar, variou de 12 a 42% (LINHARES, 2000). Em Belém, esses agentes sao
responsaveis por cerca de 10% dos casos de diarréia aguda na populacdo e por
pelo menos 30% dos episddios de gastroenterite relacionados com internacdes e
infeccdes nosocomiais (LINHARES et al., 1983; LINHARES et al., 1989; GUSMAO et
al., 1995).

InvestigacBes conduzidas por Stewien e colaboradores (1994) em Séo
Luis, Maranhdo, associaram os RVs a 25% dos quadros de diarréia moderada e
grave em ambulatorios e hospitais. Ainda no Maranhado, os RVs foram identificados
em 32% dos pacientes diarréicos e 9,8% dos nao diarréicos, hospitalizados com até
dois anos de idade, caracterizando o sorotipo G1 em 66,7%, e 0 G2, em 2,4% das
amostras testadas (LUZ et al., 2005).

Ha notdéria diferenca quanto a distribuicdo temporal dos RVs, se
comparadas as regides de clima temperado onde se observa um padrao tipicamente
sazonal, caracterizado pela ocorréncia de extensas epidemias durante os meses
mais frios do ano, enquanto que em regides de clima tropical, os RVs ocorrem ao
longo de todo o ano (KAPIKIAN; YASUTAKA; CHANOCK, 2001). No entanto,
observacdes oriundas de intensiva vigilancia dos episodios diarréicos, sugerem
predominéncia das rotaviroses ao longo dos meses mais secos do ano (LINHARES
et al., 1996).

A distribuicdo sazonal das gastrenterites por RV-A no Brasil assume duas

configuracbes bem distintas, em consonancia com os padrées registrados no
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mundo. Regides de clima temperado apresentam um padréo de distribuicdo sazonal
bem marcante e, em regibes tropicais esta sazonalidade ndo € tdo expressiva
(COOK et al., 1990; PEREIRA et al., 1993; LINHARES, 1997). Assim, as regifes
Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil exibem marcante perfil sazonal, observando-
se maior prevaléncia nos meses com menores indices pluviométricos no ano (maio a
setembro) (GOMES et al., 1991; TEIXEIRA et al., 1991; STEWIEN et al., 1993). Nos
estados das regibes Norte e Nordeste tal sazonalidade parece ndo se revelar tao
evidente, havendo ocorréncias de rotaviroses durante todo o ano (LINHARES et al.,
1983; STEWIEN et al., 1991).

Os RVs de suinos sédo reconhecidos como importantes patdgenos
animais devido ao seu impacto econdmico na criacdo e ao seu potencial enquanto
fonte de infeccdo heteréloga para humanos, fato esse, que vem se comprovando ao
longo dos anos, visto que os estudos vém demonstrando uma relacdo de homologia
muito proxima entre amostras de RVs isoladas de humanos-suinos e vice-versa
(HOSHINO et al., 2005; MARTELLA et al., 2005; MASCARENHAS et al., 2007a, b).

Ha poucos relatos sobre o isolamento de RVs a partir de cdes acometidos
por gastroenterite, embora estudo sorolégico tenha demonstrado que
aproximadamente 80% dos cées apresentavam anticorpos para RVs, sugerindo que
a maioria das infec¢des pode ser assintomatica (MCNULTY et al., 1978).

Até o momento, trés cepas foram isoladas nos Estados Unidos, CU-1,
A79-10 e LSU79C-36 (também referido como K9) (FULTON et al., 1981; HOSHINO
et al., 1982, 1983). No Japéao foi registrado o isolado RS15 (MOCHIZUKI; HSUAN,
1984). Assim, os dados sobre os tipos G e P entre as cepas de RVs canino sao
baseadas em um numero limitado de amostras e relativas a apenas dois paises,

Estados Unidos e Japdo. Em Belém, Para, em estudo conduzido com amostras
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fecais de caninos detectou RVs em 3% das amostras, pela técnica imunoenzimatica,
onde as particulas virais foram posteriormente visualizadas por microscopia
eletrbnica direta e seus onze segmentos de RNA revelados por eletroforese em gel

de poliacrilamida (GABBAY et al., 2003).

2.1.4 Transmissdao e Sintomatologia

Geralmente a via de transmissdo dos RVs é a fecal-oral, embora haja
evidéncias do envolvimento do trato respiratorio, a partir de aerossoéis e fomites
(KAPIKIAN; YASUTAKA; CHANOCK, 2001; ESTES; KAPIKIAN, 2007). Séo
eliminados cerca de um trilhdo de particulas virais por mililitro de fezes, durante a
fase aguda do quadro diarréico, sendo que a dose infectante é de apenas dez
particulas virais (MULLER; JOHNE, 2007).

O periodo de incubacado varia de um a trés dias, e 0 pico maximo de
excrecao ocorre entre o terceiro e o quarto dias apdés o aparecimento dos primeiros
sintomas e sinais. Tais parametros, associados a sua estabilidade fisico-quimica,
séo os determinantes da elevada transmissibilidade deste virus, principalmente onde
ha freqlente contato inter-humano como creches e enfermarias pediatricas (ESTES;
KAPIKIAN, 2007).

Entre os RVs de mamiferos existe similaridade genética em relacdo a
transmissdo entre espécies do virus, dando margem a novos estudos sobre o papel
desses como infectante para o cdo, animal doméstico muito préximo do homem,
ambos convivendo no mesmo ambiente (NAKAGOMI; NAKAGOMI, 1991,

HOSHINO; KAPIKIAN, 2000). Desta maneira, a contaminacdo do ambiente com
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fezes de cées portadores do virus constitui um sério problema sanitario na maioria
das cidades e areas suburbanas (GABBAY et al., 2003).

Estudos genéticos usando as técnicas de polimorfismo de fragmento de
restricdo e hibridizacdo de RNA-RNA identificaram RVs proprios de caes e de gatos,
isolados a partir de fezes humanas (NAKAGOMI; NAKAGOMI, 1991; VONSOVER et
al., 1993).

Os relatos de autores ainda sdo muito controversos no sentido de admitir
a transmissdo entre espécies do RVs em condi¢cdes naturais. No entanto, Shif;
Silberstein; Mendelson (1994) ressaltam que a barreira de transmissdo entre
espécies ndo é absoluta, visto que muitos provaveis RVs de felinos, suinos, caninos
e bovinos vém sendo recuperados em criancas.

Segundo Jain e colaboradores (2001) espera-se que a transmissdo do
RVs animal para os humanos ocorra com maior freqiéncia nos paises em
desenvolvimento onde a populagdo teria uma maior proximidade com 0s animais
(principalmente bovinos, suinos e aves), baixas condi¢cdes sanitarias, defesas
imunoldgicas limitadas, infec¢cbes parasitarias concomitantes, desnutricao,
proporcionando maior possibilidade de rearranjos gendmicos.

O fator que promove a transmissdo entre espécies ndo € bem
compreendido. Especula-se que o contato préximo de seres humanos com animais
pode, as vezes, resultar nessas infeccdes com RVs animal e/ou co-infeccdo com
RVs humano e animal (MULLER; JOHNE, 2007).

As rotaviroses de animais sdo vistas como potencial reservatorio para a
diversidade genético-antigénica das rotaviroses humanas; consequientemente, o
estudo de RVs animal € considerado a chave para adquirir um maior entendimento

da evolucado e ecologia do RVs. Diversos estudos vém sendo desenvolvidos nesta
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area, baseados principalmente no sequenciamento genético das amostras, abrindo
um leque de discussfes sobre a ocorréncia ou ndo de infeccao heterdloga (ITO et
al., 2001; CATALOLUK; ITURRIZA; GRAY, 2005; MARTELLA et al.,, 2006;
MASCARENHAS et al., 2007a; TROJNAR; OTTO; JOHNE, 2009).

Os RVs apos ultrapassarem as barreiras do trato gastrointestinal (TGI),
penetram nas células epiteliais maduras que revestem as microvilosidades do
intestino delgado (ID), principalmente o jejuno e, posteriormente, pelo processo de
replicacédo viral, atingem o ileo (CRAWFORD, et al., 2006; WARD, 2008).

O mecanismo fisiopatoldgico da gastroenterite associada a esses agentes
é claramente multifatorial. Sabe-se que o processo diarréico € de natureza osmotica,
provocado pelo acumulo de dissacarideos no liumen intestinal, resultando em ma-
absorcao dos carboidratos (ESTES; KAPIKIAN, 2007). Contudo, estudos conduzidos
em modelos murinos demonstraram o papel da NSP4 no que tange ao seu potencial
enterotoxigénico (BALL et al., 1996).

As manifestacdes clinicas mais frequentemente observadas em humanos
durante a infeccdo por RVs sdo a triade classica diarréia, febre e vémito podendo
ser seguida por desidratacdo e Obito. No entanto, a infeccdo pode também se
apresentar de forma assintomatica ou resultar numa diarréia mais branda. Os
neonatos e as criangas com até quatro meses de idade sdo 0s que mais apresentam
esse tipo de infeccdo, provavelmente devido a protecdo conferida pelos anticorpos
maternos (KAPIKIAN; YASUTAKA; CHANOCK, 2001).

Eventualmente, o quadro clinico envolve outros sintomas tais como
nauseas, inapeténcia e dor abdominal. Outras condi¢cfes clinicas atipicas ocorrem,
incluindo as diarréias sanguinolentas. Também tem sido registrado o

comprometimento respiratorio, evoluindo com otite média e broncopneumonia,
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registrando-se deteccdo dos RVs, a partir das secrecdes respiratorias (ZAHN;
MARSHALL, 2006).

As infeccbes por RVs em animais podem ser assintomaticas ou se
expressarem por diarréia de forma moderada ou grave. O periodo de incubacéo é
curto (um a trés dias), evoluindo para o aparecimento de diarréia e vomitos
acompanhados de febre, nauseas, anorexia e colicas, podendo levar a desidratacao
e culminar com o 6bito (KAPIKIAN; YASUTAKA; CHANOCK, 2001; WARD, 2008).

Em muitos mamiferos e espécies aviarias, os distarbios entéricos que
ocorrem principalmente nas primeiras semanas de vida, sdo frequentemente de
etiologia viral e podem ser isolados do conteudo intestinal de animais assintomaticos
ou com sinais clinicos, sendo que a possibilidade de diagndstico positivo para RVs
aumenta consideravelmente na analise de amostras pastosas e diarréicas
(TAMEHIRO et al., 2003; OTTO et al., 2006).

Em caninos, raramente o RVs causa diarréia ou doenca clinica.
Anticorpos anti-RVs séo detectados em cées normais, indicando infeccdo subclinica
disseminada. Em caes adultos, a infec¢cdo geralmente é subclinica, enquanto que
em filhotes e cées jovens, nota-se, ocasionalmente enterite aguda, falta de apetite e
letargia (KANG et al., 2007). A diarréia, aquosa a mucéide, geralmente é auto-
limitante e passageira (cinco a sete dias). Contudo, ha relatos de mortes raras
atribuiveis a desidratacdo. A privacao do colostro predispde o animal a diarréia mais
grave (SHERDING, 2008).

A semelhanca dos caninos, isolou-se RVs em fezes de felinos
assintomaticos e com diarréia, especialmente filhotes. Entretanto, sua importancia
enteropatogénica néo foi esclarecida. Os filhotes e os felinos neonatos, quando

infectados, podem desenvolver diarréia discreta durante um a dois dias. A infeccao
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subclinica em felinos adultos provavelmente é frequiente, como indicam estudos que
constataram anticorpos anti-RVs em 26 de 94 felinos da raca Britisht, clinicamente
sadios, e em 23 de 50 felinos, na Lousiana (SHERDING, 2008).

Os disturbios provocados pelos RVs em aves incluem enterite, diarréia,
desidratacdo, fraqueza, anorexia, reducdo na taxa de conversdo alimentar e do
ganho de peso, depressdo da taxa de crescimento, perda de uniformidade do
rebanho e aumento de susceptibilidade a outras doencas (LEGROTTAGLIE; RIZZI,
AGRIMI, 1997; TAMEHIRO et al., 2003). Cumulativamente, o custo das medicacoes,
a taxa de mortalidade e a queda na producdo de ovos, geram Sérios prejuizos

econdmicos aos produtores (McNULTY, 2003; VILLARREAL et al., 2006).

2.1.5 Profilaxia

Devido ao elevado indice de morbi-mortalidade associada a diarréia por
RVs, ficou evidente a necessidade de medidas urgentes como o desenvolvimento de
vacinas contra esse virus, cujo objetivo principal € a atenuacdo da gravidade da
doenca diarréica (VRANJAC, 2004; WARD, 2008).

Os meétodos de desenvolvimento de vacinas empreendidos com a
utilizacdo de virus de origem animal foram denominados Jennerianos (Quadro 1),
baseados na estratégia pioneira do cientista inglés Edward Jenner, que utilizava
virus de origem animal na expectativa de conferir protecdo heterotipica contra esses
virus.

Uma segunda estratégia foi proposta, designada de “Jenneriana

modificada”, envolvendo o co-cultivo de RVs de origens animal e humano,
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proporcionando o desenvolvimento de preparacdes polivalentes contendo amostras
geneticamente reestruturadas. Em geral, nesse tipo de vacina, preserva-se 0 gene
associado a proteina viral VP7 e/ou VP4, de origem humana (Quadro 1). Os dez ou
nove genes adicionais provem de RV-A bovinos ou simios, garantindo-se o potencial
de replicacdo da amostra em cultura de células.

Uma terceira estratégia engloba as vacinas “nao Jennerianas’,
empregando virus de origem humana atenuados ou isolados a partir de fezes de
neonatos assintomaticos. Outras preparacfes isentas de particulas virais
infecciosas, obtidas através da biologia molecular, estdo em fase inicial de testes e
representam alternativas futuras no contexto da imunizacdo (BRESEE et al., 2005;

MASCARENHAS; LINHARES, 2005).
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Quadro 1. Estratégias utilizadas para o desenvolvimento de vacinas contra RVs.

Método de desenvolvimento | Vacinas: Caracteristicas:

Estratégia Jenneriana RIT 4237 Derivada do isolamento de

Monovalente RVs bovino NCDV de
genotipo P[1]G6.

WC3 Isolada de fezes diarréicas
de bezerro recém-nascido,
gendtipo P[2]G6.

RRV ou | De origem simia, foi isolada

MMU18006 de fezes de macaco Rhesus
sp com diarréia aguda,
pertencente ao sorotipo G3.

Estratégia Jenneriana RRV-TV Derivada de co-infecgdo em

Modificada

(Rotashield™)

culturas celulares de
amostras de RVs simio
(MMU18006, sorotipo G3) e
de RVs humano (D, sorotipo
G1; DS-1, sorotipo G2 e ST-
3, sorotipo G4).

Rotateq™

Construida a partir do
protétipo viral WC3, de
origem bovina. A WC3 é uma
preparacao pentavalente
reunindo amostras virais com
especificidades antigénicas
para G1, G2, G3 e P1A[8].

Vacina de origem Humana

Rotarix ™
(RIX4414)

E uma vacina atenuada para
manter a capacidade
imunogénica. Foi elaborada
com RVs isolados de fezes
de um bebé de 15 meses em
Cincinnati (Ohio, EUA). A
vacina € monovalente, ou
seja, a cepa utilizada possui
apenas um sorotipo em sua
composicao que € o G1[P8]
da cepa RI1X4414 (GLASS et
al., 2004).

Até o presente momento, duas diferentes preparagbes despontam como

vacinas eficazes e seguras contra RVSs,

destacando-se uma preparacao
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pentavalente de origem bovino-humana, denominada Rotateq®. Este imunizante
apresentou eficacia de até 100% contra os casos de diarréia grave por RVs
(VESIKARI et al., 2006).

Outra vacina é a Rotarix®, representada por preparacdo monovalente,
atenuada, de origem humana (especificidade P[8],G1), que induziu protecdo tanto
homologa quanto heteréloga, inclusive contra o sorotipo G9 (DE VOS et al., 2004,
LINHARES et al., 2006; RUIZ-PALACIOS et al., 2006).

O Brasil foi o primeiro pais ho mundo a introduzir a vacina monovalente
Rotarix™ no Programa Nacional de Imunizacdes (PNI). Esta vacina foi implantada no
Brasil a partir de marco de 2006, é dirigida a populacdo de menores de seis meses
de idade para proteger antecipadamente as criancas da faixa etaria de 6 a 24
meses, has quais se observa a maior carga de complicacbes decorrentes da
infeccéo por RVs.

Nos surtos de gastroenterites, a interrup¢do da transmissdo € a principal
estratégia para o controle, especialmente em hospitais e creches. A eliminacdo de
fontes comuns de infecgdo, assim como a interrup¢éo da transmissao pelo contato
pessoa a pessoa sdo medidas efetivas para o controle das infec¢cdes (ANSARI et al.,
1988).

As méos podem servir como veiculo para transmisséo do virus durante o
contato ocasional com superficies animadas e inanimadas. Portanto, é fundamental
a atencdo na higiene das méaos ap0s o0 contato com o paciente ou com objetos que
podem estar contaminados, assim como a desinfec¢éo de superficies contaminadas
(ANSARI et al., 1988; WILHELMI; ROMAN; SANCHEZ-FAUQUIER, 2003).

N&o ha disponibilidade de vacina contra RVs canino e felino. No caso de

neonatos, 0 Unico grupo significante ameacado, a melhor protecdo é assegurar a
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ingestdo adequada de anticorpos colostrais nas primeiras horas apds o0 nascimento.
Como a imunidade natural tem curta duracado, € provavel que a vacinagao seja um
procedimento justificavel (SHERDING, 2008). No entanto, o RVs canino demonstrou
perder sua viruléncia durante atenuacdo em culturas de células, portanto € possivel
gue vacinas vivas sejam desenvolvidas para prevenir a diarréia por RVs em filhotes

(MARTELLA et al., 2001a).

2.2 ENDOPARASITOS

Os cades encontram-se representados na histéria como animais
domésticos desde o inicio da civilizacdo, sendo considerados o0s animais de
estimacdo que mais convivem com o homem (LEITE et al., 2004). A ligacao
emocional proporcionada por este convivio pode trazer beneficios fisicos e
psicolégicos (MCNICHOLAS et al., 2005).

O comportamento humano converge para o favorecimento do
estabelecimento e propagacdo de zoonoses parasitarias em todo o mundo. O
crescimento da populacdo humana e canina, as preferéncias culturais, os costumes
e padrbes comportamentais do ser humano, o saneamento inadequado e outros
fatores acabam determinando a necessidade de estudos e pesquisas neste contexto
(MACPHERSON, 2005).

O crescente numero de animais de companhia tem estreitado as relacdes
entre esses e 0 homem, o que promove uma maior exposicdo humana aos agentes
de zoonoses, representando riscos a saude publica, principalmente de individuos

portadores de doencas imunossupressivas (GENNARI et al., 1999; SILVA et al.,
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2001; DOS SANTOS et al., 2002; RIBEIRO, 2004). As enfermidades parasitarias de
animais sempre constituiu um grande desafio na Medicina Veterinaria, quer seja ha
sua prevencao, controle, profilaxia ou até mesmo pelo fato de poder predispor os
animais a uma infeccéo secundaria (ANDRADE et al., 2008).

Um numero apreciavel de espécies pode parasitar e causar Sérios
problemas a saude do homem e de diferentes animais domésticos que sao criados
com fins comerciais ou simplesmente como animais de estimacédo. Pode-se citar,
entre muitas outras, Syngamus trachea (parasito da traquéia de aves, como
galinhas, perus e faisdes), Dioctophyme renale (lombriga do rim dos céaes),
Dictyocaulus viviparus (parasito dos pulmdes dos bovinos), Ancylostoma caninum
(parasito do tubo digestivo de cées e gatos), Ascaris suum (lombriga intestinal do
porco), Dirofilaria immitis (parasito do coragdo de caes e gatos) e Haemonchus
contortus, que parasitam o tubo digestivo de varios ruminantes (RIBEIRO, 2004).

No caso da espécie humana, cerca de 70 espécies ja foram relatadas
como parasitos. Pode-se citar, entre elas, Enterobius vermicularis, Trichuris trichiura
e Strongyloides stercoralis (intestino), Trichinella spiralis (musculatura), Wuchereria
bancrofti (sistema linfatico, causando a conhecida elefantiase), Onchocerca volvulus
(oncocercose ou “cegueira dos rios”) e Loa loa (larvas na conjuntiva ocular).
Algumas séao de ocorréncia mais restrita, constituindo problemas apenas em areas
geograficas bem definidas; outras sdo cosmopolitas, representando verdadeiros
flagelos a humanidade ha muitos séculos. Nesta categoria, incluem-se Ascaris
lumbricoides, agente causal da ascaridiase, e Ancylostoma duodenale e Necator
americanus, responsaveis pela ancilostomose ou "amareldo", duas das verminoses

mais comuns no Brasil e no mundo (SILVA, 2003).
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As endoparasitoses sao infec¢des intestinais ocasionadas por vermes que
vivem no interior do corpo do hospedeiro se alimentando e reproduzindo. As
doencas parasitarias acometem tanto filhotes quanto adultos de cédes e gatos e
merecem destague na clinica veterinaria e na saude publica, pois 0 manejo correto e
a higiene dos animais sao fundamentais para a saude humana (NOLETO, 2009).

As helmintoses constituem um grave problema na clinica de céaes e gatos
pela sua alta prevaléncia e por serem, algumas delas, consideradas zoonoses. Os
principais helmintos de interesse médico veterinario podem ser divididos em dois
Filos — o Filo Nemathelmintes, que compreende o0s nematédeos, e o Filo
Platyhelminthes, formado pelos cestddeos e trematddeos, demonstrado no Quadro 2

(KATAGIRI; OLIVEIRA-SIQUEIRA, 2007).



Quadro 2. Principais helmintos de interesse médico veterinario.
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FILO CLASSE FAMILIA GENERO
Platyhelminthes Cestoda Diphyllobothriidae Diphyllobothrium
Taeniidae Echinococcus
Hymenolepididae Hymenolepis
Davaineidae Davainea
Railletina
Dilepididae Dipylidium
Nemathelminthes Nematoda Strongyloididae Strongyloides
Strongylidae Strongylus
Ancylostomatidae Ancylostoma
Trichostrongylidae Trichostrongylus
Metastrongylidae Dictyocaulus
Angiostrongylus
Aelurostrongylus
Syngamidae Stephanurus
Ascaridae Ascaris
Neoascaris
Toxocara
Toxascaris
Ascaridia
Heterakidae Heterakis
Spiruridae Tetrameres
Spirocerca
Ascarops
Gongylonema
Physalopteridae Physaloptera
Trichuridae Trichuris
Capillaria
Rhabditea Oxyuridae Enterobius

Fonte: Adaptado de FORTES, 2004.

A prevaléncia dessas parasitoses tem sido avaliada em varias cidades por

meio de exames coproparasitologicos e contagem direta dos parasitos apos

necropsia dos hospedeiros. Os resultados indicam que esses parasitos sao

amplamente distribuidos no mundo (ZOCCO, 2009).

No Brasil, foram realizados

levantamentos em diversas regidées com o0 uso de exames coproparasitolégicos e
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necropsias de caninos e felinos revelando diferentes composicbes da fauna
parasitaria, mostrando valores de prevaléncias bastante variadas, conforme

sumariados na Tabela 1.

Tabela 1. Prevaléncia de helmintos em caninos e felinos em diversas regides do

Brasil nos anos de 2006 a 2007.

LOCAL ESPECIE PARASITOS PREVALENCIA AUTOR
Sao Paulo Caninae  Ancylostoma sp 12,7 FUNADA et al.
felina (2007)

Toxocara canis 2,6

Trichuris vulpis 1,8

Dipylidium sp 0,06

Physaloptera sp 0,06
Santa Canina Ancylostoma sp 69,6 SILVA et al. (2007)
Maria (RS)

Toxocara canis 15

T. vulpis 11,25

D. caninum 3,75
Laguna Caninae  Ancylostoma sp 69 BLAZIUS et al.
(SC) felina (2006)

Toxocara sp 93

Strongyloides sp 34

Trichuris sp 8

Spirometra sp 24
Aracatuba Felina Ancylostoma sp 76,67 ISHIZAKI et al.
(SP) (2006)

D. caninum 25

Physaloptera sp 20

Platynosomum sp 28,33
Rio de Canina A. caninum 34,8 VASCONCELLOS
Janeiro et al. (2006)

T. canis 8.8

D. caninum 3,4

T. vulpis 2,5

Taenia canis 0,5

E. granulosus 0,5

Capillaria sp 0,5




A prevaléncia de pasaritoses em aves,

43

tanto silvestres quanto

domésticas, tém sido registrada em diversos estados do Brasil (Tabela 2).

Tabela 2. Prevaléncia de helmintos em aves silvestres e domésticas no estado do

Para, Rio de Janeiro, Bahia e Minas Gerais, nos anos de 2007 a 2009.

LOCAL PARASITOS PREVALENCIA AUTOR
Para Fasciola hepatica 5,2 MESQUITA et al.
(2009)
Ancilostomideos 4,16
Balantidium coli 3,12
Capillaria 3,12
Ornithobilharzia sp 1,04
Rio de Janeiro Hadjelia neglecta 53,3 MATTOS JUNIOR
et al. (2008)
Capillaria spp 30
Capillaria phasianina 20
Tetrameres fissispina 13,3
Eucoleus cairinae 6,6
Lateriporus sp 3,3
F. fasciolaris 3,3
E. revolutum 3,3
Bahia Platynosomun illiciens 8,8 CARVALHO et al.
(2007)
Diplotriaena bargusinica 8,8
Aprocta caudata 8,8
Tetrameres 11,8
Rio de Janeiro e  Baruscapillaria 72,5 FIGUEIREDO
Minas Gerais obsignata (2007)
Capillaria anatis 22,5
Heterakis gallinarum 70
Hymenolepis 5
cantaniana
Oxyspirura mansoni 7,5
Hymenolepis sp 15
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Os helmintos podem, na sua fase adulta, estar localizados em diferentes
orgaos de acordo com a sua biologia ou podem migrar para diversos 6rgados durante
seu ciclo evolutivo. Sua distribuicdo, apesar de cosmopolita, concentra-se mais em
ambientes pobres, com menor higiene. Esses ambientes constituem os maiores
riscos de infec¢cdes humanas por esses agentes (DOS SANTOS et al., 2002).

As infecgbes parasitarias podem ocasionar anemias (Ancylostoma sp),
convulsbes (Toxocara sp) e prurido anal (cestdodeos). Nestes casos, além da acao
direta do parasita, o0 hospedeiro pode adquirir enterites graves e pneumonias devido
a infeccao bacteriana secundaria. Geralmente, animais adultos mantém a parasitose
assintomatica, mas passiveis de transmissdo aos filhotes (via transplacentéria e
transmamaria) e ao homem (GEORGI; GEORGI, 1994).

No Quadro 3, demonstra-se 0s hospedeiros definitivos e intermediarios, a
via de infeccdo e os principais sintomas das helmintoses de maior interesse na
medicina veterinaria.

Helmintos como Toxocara sp e Ancylostoma sp, sdo considerados um
problema de salde publica, devido ao seu potencial zoonoético (SANTAREM;
GIUFFRIDA; ASIN, 2004). Infestacbes por Trichuris vulpis em caninos e felinos
podem causar anemia e diarréia e as lesdes provocadas por esses helmintos podem
levar a infec¢des secundarias por bactérias (HOTEZ, 2000; VASCONCELLOS et al.,
2006). Parasitismo macico por Dipylidium caninum pode causar irritacdo anal,
perturbacdes digestivas e mal-estar em cdes e gatos (THOMPSON; SUTON;
CHANDLER, 1989).

Toxocara e Ancylostoma, parasitos de cées e gatos, quando infectam o
homem n&o conseguem se desenvolver até a fase adulta e migram pelos tecidos até

a morte. A contaminacdo do meio ambiente se da pelas fezes de cdes e gatos
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infectados. Os ovos de Toxocara podem contaminar alimentos e solo. A infec¢ao por
Toxocara em humanos se da pela ingestao de ovos larvados enquanto que as larvas
de Ancylostoma spp penetram ativamente pela pele. As criangas que brincam em
terra ou areia contaminadas sao as mais acometidas por estes parasitos (NOLETO,
2009).

A toxocariase ou “larva migrans visceral” (LMV) se caracteriza pela
migracdo do estadio larval L3 de T. canis ou T. cati pelas visceras humanas
causando processos patolégicos hipereosinofilicos crénicos, que podem ser
acompanhados por leucocitose e lesées granulomatosas (OVERGAAUW; KNAPEN,
2000). A “larva migrans cutanea” (LMC) é uma dermatite causada pela migracao de
larvas L3 de nematddeos, no estrato epitelial da pele humana, sendo que no Brasil,
A. braziliense e A. caninum, constituem 0s principais nematédeos envolvidos

(GUIMARAES et al., 2005).
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Quadro 3. Sintomatologia, via de transmissao, localizacao e hospedeiros das principais helmintoses de animais e de humanos.

HOSPEDEIROS

VIA DE

ESPECIES ‘ LOCALIZACAO x SINTOMAS
DEFINITIVOS INTERMEDIARIOS ¢ INFECCAO
OVinos. bovinos Geralmente ndo ha sinais clinicos, mas
. Caninos e N Lo Ingestdo de pode ocorrer diarréia catarral
Echinococcus caprinos, suinos - . L N
raramente ID visceras cruas de hemorragica. O HI* apresenta quadro
granulosus . equinos, coelhos, A " o T
felinos fimatas € humanos HI* com hidatides  clinico de acordo com a localizacédo da
Y hidatide
Insetos (Stomoxys ~
Hymenolepis calc(itrans ’ IngEsie® 612
yr P Galinaceos ! ’ ID** com larvas Tristeza, perda de apetite e diarréia
carioca coprofagos e oy L
terricolas) cisticercoides
Pulex irritans Inflamacédo da mucosa intestinal, diarréia,
L Caninos, . Ingestéo de HI* cOlica, alteracdo do apetite e
Dipylidium . Ctenocephalides - ; < .
. felinos e . ID com larvas emagrecimento exagerado. As vezes ha
caninum canis e - e : ~ a
humanos Trichodectes canis cisticercoides manifestacdes nervosas e o de “andar
sentado”
Penetracio das Perturbacdes gastrintestinais (febre,
. Caninos, A6a0 | célicas intestinais, diarréia, timpanismo,
Strongyloides ; - larvas filarioides . : :
: felinos e — ID disenteria mucossanguinolenta),
stercoralis pela pele ou por :
humanos : ~ broncopulmonares (febre e pneumonia) e
ingestéo R )
cutaneas (dermatite)
Caninos, : . .
) o Via oral ou Fezes escuras, anemia, palidez das
Ancylostoma spp felinos e — ID R ;
HUMANOS cuténea mucosas, edemas e apatia
Artéria
Angiostrongylus Caninos Moluscos pulmonar e Ingestéo de HI* Dispnéia com evolugéo para asfixia e
Stro S Si Sci
vasorum astropode raramente arasitado ascite
coracgao direito
Geralmente ndo ha manifestacao clinica,
Aelurostrongylus Felinos Moluscos Parénquima Ingestéo de HI* mas pode causara dispnéia, tosse,
abstrusus gastropodes pulmonar parasitado diarréia e emagrecimento




Quadro 3. Sintomatologia, via de transmissdo, localizagdo e hospedeiros das principais

(continuacao).
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helmintoses de animais e de humanos

. HOSPEDEIROS ~ VIA DE
ESPECIES DEFINITIVOS  INTERMEDIARIOS -CCALIZAGAS  \\reccio ITehs
Ingestéo de ovos .
: ~ - Semelhantes aos produzidos pelos
Toxocara canis Caes e gatos — ID com larva NS
infectante (L2) PP
Toxascaris ~ Animais de pequeno - Ingestdo de HI*  Emagrecimento, abdémen proeminente e
: Cées e gatos porte (ratos, ID : SN : )
leonina parasitado disturbios digestivos
camundongos)
Ascaridia gall Gallfo_rmes e . ID** Ing_estao de ovos Apatia, perqa d_e apetite, ema_gre,c_lmento,
anseriformes infectantes sonoléncia, anemia e diarréia
. Galinha, peru, ~
Heterakis faisdo, ganso — Cecos e ID** Ingestéo de ovos Anemia e eosinofilia
gallinarum 9.9 infectantes
e passaros
Tetrameres Pombo, I ortopteros, Glandulas do Ingestéo de HI* . A :
: microcrustaceos, . : Apatia, sonoléncia e emagrecimento
confusa galinha e peru proventriculo parasitado

Spirocerca lupi

Trichuris spp

Capillaria spp

Caes e gatos

Humanos,
ruminantes,
suinos, caes e
gatos
Ruminantes,
roedores,
caes, gatos,
galinha e
pombo

minhoca e peixes

Coleopteros
coprofagos

Nédulos no
esbfago e
estbmago

Intestino grosso

Intestino

Ingestéo de HI*
parasitado

Ingestéo ovos
infectantes

Ingestéo de ovos
infectantes

Vomitos, anorexia, emagrecimento,
disfagia, eructacdes, peritonite, dispnéia,
tosse e perturbacdes neuroldgicas

Anemia e baixa de hemoglobina, vémito,
diarréia persistente, fezes com catarro
sanguinolento e emagrecimento

Pouco estudados. Nos roedores a
infecc@o é marcada por cirrose hepética

— Na&o hé relatos de hospedeiros intermediarios.
* Hospedeiro intermediario.
** Intestino delgado.
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2.2.1 Género Ancylostoma sp

Os cées podem se infectar por Ancylostoma sp. por via oral, percutanea,
por via lactogénica ou colostral e transplacentaria (PROCIV; CROESE, 1990). A
infeccdo oral, a mais comum devido os habitos alimentares dos cées, se da pela
ingestdo de larvas de terceiro estadio (L3) presentes no solo ou em insetos, como
baratas (FORTES, 2004).

A Figura 3 também demonstra a penetracdo da larva L3, por meio da via
percutanea, principalmente pela pele dos coxins (amortecedores que ficam entre a
pele e os 0ssos, na extremidade dos membros anteriores e posteriores), atingindo
os capilares e migrando pela circulacdo sanguinea ou linfatica até os pulmdes onde
mudam para L4, migram pelas vias respiratérias, com auxilio dos movimentos
ciliares, até a faringe, sdo deglutidos e chegam ao ID onde terminam seu

desenvolvimento para vermes adultos (CARVALHO, 2004).
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Figura 3. Ciclo biologico do Ancylostoma sp. 1) Verme adulto fixado na mucosa do
ID. 2) Eliminagédo de ovos no ambiente por meio das fezes. 3) Evolugcao para larva
infectante (L3). 4) Penetracdo da larva infectante L3 por via percutanea. 5) Ingestao
de larvas L3 presentes no solo.

Fonte: http://mx.geocities.com/tepahtiani/ancylostoma.jpg

Os vermes adultos vivem fixados na mucosa do ID. Os ovos sdo postos
na luz do ID e séo eliminados para o meio exterior com as fezes. As fémeas
ovipdem diariamente milhares de ovos morulados; as de A. caninum pdem em
média 16.000 e as de A. braziliensis, 4.000 ovos diariamente (URQUHART et al.,
1990; RIBEIRO, 2004).

Em cées, a partir de seis meses de idade e sensibilizados por infec¢oes
anteriores, as larvas infectantes que penetram na pele ou mucosa ndao chegam ao
intestino, ficando em laténcia na musculatura. Em cadelas no periparto, devido a

acdo provavel dos esterdides sexuais ou de substancias protéicas, do tipo
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albumindide de peso molecular elevado, as larvas em laténcia podem reativar e
atravessar a barreira placentaria e a glandula mamaria, infectando os fetos e os
neonatos, respectivamente (CURY; LIMA, 2002; RIBEIRO, 2004).

Estes vermes fixam suas pecas bucais na mucosa do ID e sugam o
sangue, deixando Ulceras hemorragicas puntiformes durante sua alimentagcdo. O
quadro € mais grave em cées jovens e caracteriza-se por diarréia sanguinolenta e
anemia. Os animais parasitados emagrecem, ficam anoréxicos, podem ficar
desidratados, deprimidos e menos ativos (RIBEIRO, 2004). A morte geralmente
ocorre em filhotes de cées e gatos (FORTES, 2004).

O homem adquire Ancylostoma sp principalmente pela pele que entra em
contato com a L3, mas, pode também se infectar por via oral. As areas publicas,
como parques e pracgas, sao 0s principais locais de infeccdo humana, sendo as
criancas as mais acometidas por estarem mais expostas, ao brincarem com o solo
que pode estar contaminado (McCARTHY; MOORE, 2000; SANTAREM;
GIUFFRIDA; ASIN, 2004).

No homem, A. braziliensis e A. caninum s&o responsaveis pela patologia
denominada "larva migrans cutanea”, caracterizada por erupcbes lineares
serpiginosas e progressivas que se prolongam pelo tecido subcutaneo, causada pela
migracéo das L3 destes vermes (ARAUJO et al., 2000; BRENNER, PATEL, 2003). O
periodo de incubacéo varia de horas até meses para o aparecimento das lesdes
cutaneas tipicas (FLORES et al., 2004). As erupcdes cutaneas sédo encontradas
principalmente nos membros inferiores, nadegas e nas méaos (ARAUJO et al., 2000).
Como o homem € um hospedeiro acidental, a doenca € normalmente auto-limitante,
porém a larva pode migrar na epiderme por alguns meses e sdo acompanhados por

intenso prurido, podendo apresentar complicagbes como infeccdo bacteriana
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secundaria e reacao alérgica local ou geral (HEUKELBACH; WILCKE; FELDMEIER,

2004; FLORES et al., 2004).

2.2.2 Género Toxocara e Toxascaris

Os ascarideos estdo entre os maiores nematoides e ocorrem na maior
parte dos animais domésticos, tanto os estadios larvais quanto os adultos
(URQUHART et al., 1990). Estes helmintos séo citados com frequiéncia, pela ampla
distribuicdo geografica e pelos danos causados aos hospedeiros (NEVES, 2003).
Com algumas excecdes, 0s géneros tém algumas peculiaridades em comum.

S&o vermes opacos brancos, grandes, que habitam o ID. O modo comum
de infeccdo é por ingestdo do ovo de casca espessa contendo a larva de estadio
dois (L2). Entretanto, o ciclo pode envolver hospedeiros de transporte ou
paraténicos, que servem de refugio temporario e de veiculo para aceder ao
hospedeiro definitivo. O parasita ndo evolue nesse hospedeiro e portanto, ndo €
imprescindivel para completar o ciclo vital, ainda que geralmente aumenta as
possibilidades de sobrevivéncia e transmissédo (FORTES, 2004).

Para que se tornem infectantes os ovos de Toxocara canis necessitam de
um periodo de incubacgéo que varia de duas a seis semanas (CARVALHO, 2004).

Os caes adquirem Toxocara canis, por via oral, pela ingestdo de ovos
contendo L2 ou predando roedores, répteis e passaros que podem se infectar e
servir como hospedeiro paraténico (Figura 4). Pode também ocorrer a transmissao

transplacentaria e lactogénica (CURY; LIMA, 2002).
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No ID, a larva eclode, penetra na parede intestinal e alcanca a circulacao
sanguinea (Figura 4). Atinge o sistema porta hepatico e migra posteriormente para
os pulmdes. Alcanca os bronquios, é expectorada, deglutida e no ID evolui para a
forma adulta. Os ovos séo eliminados ndo segmentados junto as fezes, sendo que
uma fémea pode produzir mais de 100.000 ovos/dia (CURY; LIMA, 2002; RIBEIRO,

2004). O ciclo biolégico de Toxocara canis esta demonstrado na Figura 4.

Figura 4. Ciclo biologico de Toxocara canis. 1) Ingestdo de larvas infectantes
presentes no solo. 2) Hospedeiro paraténio. 3) Ingestdo de hospedeiro paraténio. 4)
Degluticdo do verme. 5) Verme penetra a mucosa intestinal e alcanca a circulagcéo
sanguinea. 6) Verme em laténcia em tecidos e transmisséo via transplacentéria. 7)
Transmissdo via lactogénica. 8) Eliminacdo de ovos morulados nas fezes. 9)
Evolucdo do ovo morulado para larva infectante (L2).

Fonte: www.difossombrone.it/images/parassitologia/toxocara.gif
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Com o crescimento do animal, ocorre também o desenvolvimento da
imunidade, impossibilitando as larvas de atigirem a maturidade sexual no meio
intestinal. Desta forma, a maioria das larvas ingeridas por cdes acima de seis meses
migrardo de forma erratica pelo organismo e ficardo em laténcia em varios tecidos,
como musculos, glandulas mamarias, rins, sistema nervoso (RIBEIRO, 2004).

Em fémeas gestantes, a partir do 42° dia, por acdo hormonal, as larvas
em laténcia sdo reativadas e, por via transplacentaria, infectam o feto. Neste, as
larvas ficam no figado e apds o nascimento, pela rota hepatopulmonar, alcangcam o
ID onde se desenvolvem para vermes adultos (CURY; LIMA, 2002).

Normalmente os cdes apresentam infeccdo inaparente, entretanto, os
sinais podem ser de moderados a graves em animais jovens, nos quais 0s vermes
adultos no ID podem causar diarréia, distensdo abdominal, desidratacdo e retardo
do crescimento, pela acéo espoliadora, alimentando-se de aminoacidos, vitaminas e
sais minerais (CARVALHO, 2004).

Ocasionalmente, grandes infestacBes podem levar a morte por obstrucao,
intussuscepgcdo ou perfuracdo intestinal. A pneumonia associada a migracao
traqueal pode causar a morte de filhotes, 48 a 72 horas ap6s o nascimento. Podem
ocorrer sinais neurolégicos, como crises convulsivas, provalvemente relacionadas
com lesdes focais no sistema nervoso central produzido por toxinas parasitarias
(CURY; LIMA, 2002).

O homem se infecta com Toxocara sp por meio da ingestdo de ovos
larvados presentes no solo, principalmente em pracas publicas e caixas de areia de
escolas (CHAVEZ et al., 2000; NUNES et al., 2000). O consumo de carnes frescas

ou mal cozidas também pode representar um risco de infec¢do, pois, muitos animais
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podem servir de hospedeiros paraténicos, entre eles os frangos, porcos e cordeiros
(SALEM; SCHANTZ, 1992; TAIRA et al., 2004).

No homem, as larvas de Toxocara sp migram pelos tecidos causando
uma doenca conhecida por "larva migrans visceral®, na qual os individuos
apresentam  febre, leucocitose com eosinofilia, hipergamaglobulinemia,
hepatomegalia e sinais respiratérios e oculares com granulomatose retinal
(REOBERTSON; THOMPSON, 2002).

Os sinais e sintomas variam de leve a graves dependendo de diversos
fatores como o numero de ovos infectantes ingeridos, quantidade de larvas
migrantes, tecidos e 6rgaos afetados, frequéncia de infeccao e resposta imunologica
induzida pelo organismo, podendo apresentar-se em semanas a meses depois da
infeccdo (GUARDIS et al., 2002).

As criancgas constituem o grupo de maior risco, pela ingestdo de solo que
pode estar contaminado com ovos larvados (CHAVEZ et al., 2000). Quando
infectadas, as criancas podem apresentar hiperatividade, incoordenagdo motora,
epilepsia e outras altera¢cdes neurocomportamentais (SCHANTZ, 1991).

O género Toxascaris ocorre em caninos e felinos domésticos e selvagens,
sua distribuicdo € cosmopolita e, embora comum, tem menos importancia que
Toxocara, porque sua fase parasitaria € ndo-migratéria, localiza-se no ID e alimenta-
se de substancias liquidas do quimo intestinal. A infeccéo € por ingestéo da larva L2
no ovo ou como larvas nos tecidos de camundongos (URQUHART et al., 1990;

FORTES, 2004).
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2.2.3 Géneros Trichuris e Capillaria

As formas adultas do género Trichuris vivem no ceco e colén de caninos,
felinos, ovinos, caprinos, bovinos, suinos e de humanos (URQUHART et al., 1990;
FORTES, 2004). Possuem distribuicdo cosmopolita e vivem com a extremidade
anterior fixada a mucosa do intestino grosso (IG) e alimentam-se de liquidos
tissulares, células epiteliais e sangue (RIBEIRO, 2004).

O ciclo é direto e milhares de ovos séo eliminados diariamente nas fezes.
No meio ambiente, no interior dos ovos evoluem larvas infectantes de terceiro
estadio. Os cées se infectam ao ingerir ovos contendo larvas infectantes. As larvas
eclodem dos ovos e terminam seu desenvolvimento na mucosa intestinal (FORTES,
2004).

A infeccdo humana por Trichuris vulpis € muito rara e na sua razéo
poucos relatos tém sido registrados nas ultimas quatro décadas. Em criancas e
adultos, as formas adultas desse parasita também podem desencadear infeccbes
intestinais, Ulceras duodenais acompanhadas por vOmitos, nauseas, dores
abdominais e diarréia crénica com muco ou sanguinolenta (DUNN et al., 2002).
Foram descritos dois casos de desenvolvimento atipico de LMV em seres humanos
ocasionada por T. vulpis (LEITE et al., 2007).

Os parasitos do género Capillaria, quando adultos, apresentam-se muito
delgados e pequenos, sendo morfologicamente semelhantes aos parasitos do
género Trichuris (FORTES, 2004). Parasitam bovinos, caprinos, ovinos, roedores,
caninos, felinos, galinha, pombo, suinos, coelhos, lebres e primatas ndo humanos e
podem se localizar no ID ou figado dos animais parasitados (FOLHARI; VAGULA;

NEVES, 2008).



56

No ambiente externo, na presenca de oxigénio, os ovos evoluem e se
tornam embrionados e infectantes num periodo de 28 a 30 dias (ILHA; BARROS,
2000; RUAS et al., 2003). Os hospedeiros se infectam ao ingerirem esses ovos, que
posteriormente irdo eclodir e determinar a liberacdo do primeiro estadio larval
(FOLHARI; VAGULA; NEVES, 2008).

No homem foram relatadas infec¢des por Capillaria hepatica, que parasita
o parénquima hepético, e Capillaria philippinensis, parasito intestinal que infecta
populacdes humanas nas Filipinas, Tailandia, no Japao e Egito (NEVES, 2003).
Existem poucos casos de infeccdo humana registrados, porém a evolucdo da

infeccdo geralmente é grave, e as vezes, fatal (NEVES, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a etiologia viral e parasitaria em caninos, felinos e galinaceos,
com e sem diarréia, residentes na Comunidade Quilombola do Abacatal, Municipio

de Ananindeua, estado do Para.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) ldentificar os agentes endoparasitarios circulantes em caninos, felinos e

galinaceos;
b) Identificar RVs dos grupos A a G circulantes em caninos, felinos e galinaceos;

c) Determinar a freqiiéncia e distribuicdo etaria das infec¢des causadas pelos RVs e

agentes endoparasitarios na populagcédo de animais de ambos 0s sexos.

d) Pesquisar os eletroferotipos de RVs;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Aspectos éticos

O presente estudo € um subprojeto e faz parte de um estudo maior
intitulado: “Avaliacdo clinica, epidemiolégica e molecular das diarréias por agentes
virais e parasitarios entre criancas da comunidade quilombola do Abacatal, municipio
de Ananindeua, Para”, aprovado junto ao programa de pesquisa para o SUS: gestao
compartilhada de saude (PPSUS) do Estado do Para, tendo o apoio financeiro da
Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Estado do Pard (FAPESPA). O mesmo foi
aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa com seres humanos e animais do
Instituto Evandro Chagas (IEC) sob os nimeros, 009/2007 (APENDICE A) e 002/2009

(APENDICE B), respectivamente.

4.1.2 Area de estudo

A Comunidade Quilombola de Abacatal esta localizada a sete quildmetros
do centro do Municipio de Ananindeua, sob as coordenadas geograficas de 1°
25'11,44” de latitude e 48° 21°10,17” de longitude e uma altitude de 17,0 m, regido

metropolitana de Belém/ PA, (MARIN; CASTRO, 2004) (Figura 5). Possui uma area
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de aproximadamente 309 hectares, regulamentadas e legalizadas pelo Instituto de

Terras do Para (UFPA/NAEA, 2005).
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E constituida por 60 familias, sendo que a populacdo é estimada em 301
habitantes, incluindo 117 criancas entre 0 e 13 anos de idade. A populacdo de
animais totalizou 1.107 e 1.089, nos anos de 2008 e 2009, respectivamente,
incluindo galinaceos (galinha caipira, galinha d’angola, codornas, patos), caninos e

felinos (Figura 6).
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Figura 6. Populacdo de animais da Comunidade Quilombola do Abacatal, nos anos
de 2008 e 2009.

A populacdo humana, que hoje se encontra na sétima geracao, é fruto da
heranca de uma comunidade negra e escrava que vive sob precéarias condigbes
sécio econdmicas (MARIN; CASTRO, 2004). E marcada por uma populacio

assalariada, que retira sua subsisténcia da prépria terra através do cultivo e
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comercializacdo de produtos agricolas (mandioca, tucupi e tapioca) e/ou criacdo de
aves e suinos, para subsisténcia (MARIN; CASTRO, 2004).

A Figura 7, item A, demonstra a estrada do Aura, principal via de acesso a
comunidade, no periodo mais chuvoso do ano, que também € o mais critico para os
moradores, ja que o principal meio de transporte dos mesmos € a bicicleta, que eles
utilizam, também, como meio para transportar as mercadorias que eles produzem.
Ainda na Figura 7, item C, demonstra-se como grande parte da populacédo alocada
nesta comunidade adquire agua, que em quase totalidade dos casos € agua nado
tratada, proveniente de poco artesiano unico, coberto, situado no quintal da casa. Os
moradores fazem uso de instalacdo sanitaria externa, com fossas inadequadas,
fonte majoritaria de provavel contaminacdo de lencgodis freaticos. Ndo possuem

colheita de lixo, sendo os mesmos incinerados. Alguns moradores se beneficiam de

energia elétrica.
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Figura 7. Caracteristicas da comunidade. A e B: Estrada de acesso a comunidade

Quilombola do Abacatal no periodo mais chuvoso do ano; C e D: Tipo de moradia
predominante; E e F: Fonte de agua utilizada pela maioria dos moradores; G e H:
Cées sem raca definida predominantes na comunidade.
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As familias possuem animais domeésticos (cachorro, gato, galinha, pato,
porco), dos quais poucos sdo vermifugados e vacinados contra raiva e outras
doencas virais e bacterianas. Além disso, algumas familias utilizam as fezes dos
animais como adubo nas plantacbes, sem a utilizacdo de materiais de protecao
pelos manipuladores e tratadores de animais.

Para um conhecimento prévio da area do estudo e a exposicdo dos
objetivos da pesquisa, foram realizadas visitas a comunidade em questdo, apos
contato prévio, em reunibes com o lider comunitario e alguns moradores. Também
foram realizadas palestras, a fim de orientar os moradores a respeito das principais
doencas parasitarias (carrapatos, acaros, pulgas e verminoses), seus riscos para

humanos, cuidados e higiene de animais, bem como vacinacédo e vermifugacao.

4.1.3 Colheita de amostras fecais de animais

O estudo realizado envolveu tanto os animais diarréicos como 0s nao-
diarréicos residentes na comunidade Quilombola do Abacatal, Ananindeua, Para,
nos anos de 2008 e 2009.

Foram incluidos no estudo caninos, felinos e galinaceos (aves de
pequeno a médio porte, como galinhas, codornas e patos). A colheita das amostras
fecais foi realizada por meio de busca ativa nas casas dos moradores.

Em caninos e felinos as amostras foram coletadas por estimulo na
ampola retal, evitando-se assim contamina¢des com impurezas do solo e urina. Foi

realizada massagem anal com o auxilio de uma sonda uretral n°® 10 lubrificada com
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vaselina estéril. As fezes colhidas foram armazenadas em recipiente de plastico
descartavel (coletor universal).

Para os galinaceos foi colhido um pool de material fecal (amostras fecais
depositadas nos galinheiros ou locais onde os mesmos costumavam dormir), o que
correspondeu a uma amostra, sendo representativa da populacdo de galinaceos

criados por uma familia (Figura 8).

Figura 8. A e B: Locais onde os galinaceos costumavam dormir e se alimentar.

Foi aplicado ainda questionario proprio e individual (APENDICE D) com
perguntas referentes a dados pessoais, nimeros e espécies animais criadas,
histéricos de diarréia, endoparasitoses, vermifugacdo e vacinag¢do, principais
problemas enfrentados e tratamento, origem da agua consumida, utilizacdo de

materiais de protecéo dos tratadores/moradores e destino dos dejetos animais.
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4.1.4 Andlise estatistica

Os resultados obtidos neste estudo foram organizados em planilhas no
programa EXCEL. As medidas de frequiéncia foram analisadas usando o Programa
BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2008). Para a analise estatistica foi aplicado o teste do
Qui-Quadrado (x%), cuja hipétese foi: os dois anos apresentam a mesma
positividade. As varidveis analisadas pelo ¥ que apresentaram valores de p
menores que 5% (p<0,05) proporcionaram aderéncia ao nivel de significancia

estatistica.

4.1.5 Andlise de riscos e beneficios

O presente estudo ndo apresentou riscos aos animais, uma vez que a
forma de colheita dos espécimes fecais ndo agrediu os mesmos. Em relacdo aos
beneficios, essa investigacdo proporcionou uma melhor compreensdo acerca da

circulacao do RVs e de endoparasitos, além do auxilio na vermifugacédo dos animais.

4.2 METODOS

A colheita de amostras fecais foi realizada de acordo com a espécie
animal e seguidas das normas de biosseguranca, e, ainda, com a utilizacdo de
equipamentos de prote¢cdo individual, utilizando recipiente para manter a

temperatura. Apos a chegada dessas amostras ao laboratorio de Virologia do IEC,
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as mesmas foram aliqguotadas em dois frascos, sendo um encaminhado para o Setor
de Parasitologia do IEC e outro estocado a — 20°C na sec¢éo de Virologia, até o seu
processamento. Na parasitologia foi realizada a técnica de centrifugo-flutuacéo a fim

de pesquisar helmintos e protozoarios.

4.2.1 Pesquisa de Rotavirus

4.2.1.1Imunocromatrografia

As amostras fecais foram inicialmente testadas para RVs pela técnica de
imunocromatografia com o kit comercial Rota-Strip (CORIS, Bioconcept), conforme o
protocolo descrito pelo fabricante. O teste objetivou a deteccdo de RV-A e consistiu
na diluicio da amostra fecal em solugcdo tampdo com a imersdao de uma fita
sensibilizada com anticorpos dirigidos contra RV-A em um tubo de ensaio
previamente identificado. O resultado negativo foi determinado pelo aparecimento de
apenas uma linha na fita (Figura 9, seta vermelha do lado esquerdo, indicando
controle positivo), e o resultado positivo pelo aparecimento de duas linhas, a
primeira indicando que o controle funcionou e a segunda de cor vermelho-laranja
(Figura 9, seta vermelha lado direito), indicando que a espécie foi positiva para RV-

A.
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Figura 9. Técnica de imunocromatografia para identificacdo de RV-A.

4.2.1.2 Preparo da suspensao fecal com antibiético

Foram preparadas suspensfes fecais acrescidas de antibiético, pois os
espécimes fecais colhidos requeriam tratamento, a fim de remover bactérias, fungos,
lipidios e citotoxicos, e, também dissociar agregados de virus.

Toda manipulacdo de material fecal e suspensdes fecais, foram
realizadas dentro de uma cabine de protecdo classe Il, de acordo com o
procedimento descrito por Boom e colaboradores (1990).

a) Para cada amostra foi identificado um microtubo cénico com capacidade

de 2 mililitro (mL);

b) Em cada tubo foi adicionado 1,6 mL de solucdo salina tamponada com

fosfato (PBS) acrescido de penicilina e estreptomicina (propor¢cdes de 60
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mL, 60 uL e 60 pL, respectivamente), 0,25 g de pérola de vidro (uma
pérola pequena) e 166 pL de cloroformio.

c) Foi transferido aproximadamente 0,5 g de cada amostra fecal para o tubo
correspondente.

d) Os tubos foram agitados vigorosamente por 20 minutos usando um
agitador mecanico;

e) As amostras foram centrifugadas a 3.000 rotacbes por minuto (rpm)
durante 10 minutos a 4°C;

f) O sobrenadante foi coletado e estocado a -20°C para a realizacdo da

extracdo do acido ribonucléico (RNA).

4.2.1.3 Extracdo do RNA viral

Apbs o preparo das suspensdes, o dsRNA viral foi extraido, segundo o
método descrito por Boom e colaboradores (1990), conforme descrito a seguir:

a) Para cada amostra foi identificado um microtubo conico com
capacidade de 1,5 mL, sendo transferidos 300 pL da suspensao fecal com
antibiotico.

b) Foram adicionados nos tubos 20 uL de Proteinase K (20mg/mL) e 800
pL de Tampdao L6 e agitados em vortex.

c) As amostras foram incubadas em banho-maria a 56°C por 10 minutos,
em seguida foram adicionados 200 pL de Etanol Absoluto (96%) gelado e

20uL de silica.
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d) Os tubos foram homogeneizados em agitador de Kline por 20 minutos
a temperatura ambiente e posteriormente centrifugados a 14.000 rpm por 40
segundos.

e) O sobrenadante foi descartado em frasco contendo NaOH 10N. Foram
adicionados 500 pL de Tampéo L2, homogeneizados em vortex e centrifugados a
14.000 rpm por 40 segundos.

f) O sobrenadante foi descartado em frasco contendo NaOH 10N e
adicionado de 500 pL de Etanol 70%, homogeneizado em vortex e centrifugado a
14.000 rpm por 40 segundos.

g) O sobrenadante foi descartado em frasco contendo NaOH 10N e
adicionado de 500 pL de acetona, homogeneizado em vortex e centrifugado a
14.000 rpm por 40 segundos.

h) O sobrenadante foi descartado em frasco contendo NaOH 10N e
secado o sedimento em banho-maria 56°C por 15 minutos, com a tampa do
banho-maria e dos tubos abertas. Logo apos esta etapa, foram adicionados 60pL
de agua Rnase free e os tubos foram homogeneizados em vortex e incubados
em banho-maria a 56°C por 15 minutos, com a tampa do banho-maria e dos
tubos fechadas.

i) ApOs a incubacdo as amostras foram homogeneizadas em vortex e
centrifugadas a 14.000 rpm por 4 minutos. Em seguida foi coletado
cuidadosamente o sobrenadante (30 a 40uL) e transferido para um tubo

previamente identificado e armazenado a -20°C.
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Durante o processo de extracdo todas as medidas de controle de
contaminacdo foram realizadas, inclusive com a utilizacdo de controles positivo

(amostra positiva para RVs) e negativo (agua ultra pura).

4.2.1.4 Determinacdo dos eletroferotipos por eletroforese vertical em gel de

poliacrilamida (EGPA)

O dsRNA viral extraido foi submetido a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA). Tal metodologia visou detectar todos os grupos de RVs de A-
G, bem como a andlise dos perfis eletroforéticos. A EGPA foi realizada segundo o
procedimento elaborado por Pereira e colaboradores (1983), a seguir:

a) Foi preparada a mistura do gel (APENDICE C), e reservada a
temperatura ambiente (TA);

b) A cuba (placas de vidro e espacgadores) foi montada e vedada com
silicone nas laterais e no fundo. Foi inserido na parte superior o pente
para aplicacdo das amostras separadamente e a polimerizacao ocorreu
em cerca de 15 minutos;

c) O tampéo de eletroforese foi preparado e adicionado no reservatorio
superior para verificar se ndo havia vazamento (APENDICE C);

d) Foi aplicado 2uL de azul de bromofenol juntamente com 10uL da

amostra a cada orificio do gel (Figura 10);
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e, 351

Figura 10. Gel de poliacrilamida com amostras aplicadas e preparadas para corrida.

e)

9)

h)

Os plugs (vermelho e preto) foram conectados na cuba e
posteriormente conectados na fonte. A corrida foi realizada com 100
Volts, 21miliamperes, 100 W de poténcia, por duas horas;

O gel foi retirado de entre as placas ap6s o tempo de corrida e colocado
em um recipiente de plastico;

Para corar o gel foram preparados os seguintes reagentes: fixador,
corante, revelador e solugédo para parar a reagio (APENDICE C);

O fixador juntamente com o gel foi incubado em agitador orbital a TA
por 20 minutos, e depois foi desprezado;

Apb6s descartado o fixador foi adicionado o corante de nitrato de prata

sob agitador orbital a TA por mais 20 minutos;
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j) O corante foi desprezado e lavado duas vezes com agua destilada, e
adicionado de 50mL do revelador, para tirar o excesso do corante e
posteriormente desprezado.

k) O restante do revelador foi adicionado e o gel foi levado ao
negatoscopio de luz branca para visualizacdo do perfil eletroforético de
RVs;

) Apdés o aparecimento das bandas, desprezou-se o revelador e

adicionou-se a solucéo para parar a reacao.

4.2.2 Pesquisa de helmintos e protozoarios

4.2.2.1 Técnica de centrifugo-flutuacdo em solucédo de sacarose

Para pesquisa de ovos de helmintos e oocistos/ cistos de protozoérios as
amostras fecais foram submetidas a técnica de centrifugo-flutuacdo em solucdo de

sacarose, descrita a seguir:

a) Para cada amostra foi identificado dois copos descartaveis com
capacidade para 50 mL, foi tarado peso do copo e pesado 4 g de fezes.

b) As fezes pesadas foram dissolvidas em 17 mL de agua;

c) As fezes dissolvidas foram filtradas em gaze, com auxilio de uma
peneira, para o outro copo descartavel;

d) O conteudo filtrado foi transferido para um tubo de centrifuga e

centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos;
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g)

h)
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Foi desprezado o sobrenadante e acrescentou-se 10 mL de solucéo
saturada de acucar ao sedimento no tubo e ap6s homogeneizado com
auxilio de um palito, acrescentou-se solucdo até completar o volume do
tubo;

Foi centrifugado novamente a 2000 rpm por 5 minutos;

Depois de centrifugado, completou-se o volume do tubo com solucéo
saturada até forma um menisco, cobriu-se com uma laminula, sendo
obrigatoério que a laminula tenha contato com o contetdo do tubo;
Deixou-se em repouso por 3 a 5 minutos, e depois retirou-se a laminula
com movimento uniforme e a mesma foi depositada sobre uma lamina.
As analises foram realizadas com auxilio de um microscoépio éptico sob

objetivas de 10x e 40x.
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5 RESULTADOS

5.1 ROTAVIRUS

A frequéncia de RVs foi estudada em um total de 202 amostras de
animais diarréicos (n=14) e nao diarréicos (n=188), colhidas nos anos de 2008 e
2009, sendo 96 de caninos, oito de felinos e 98 de galinaceos. Todas as amostras
foram examinadas por meio das técnicas de imunocromatografia e EGPA, néo
sendo detectado nenhum caso positivo para RVs dos grupos A-G.

Foram incluidos 48 caes (19 fémeas e 29 machos), os quais foram
acompanhados durante os dois anos de estudo. Em 2008 cinco fémeas e um macho
apresentaram diarréia, e em 2009 trés machos.

Com relacao aos felinos foram incluidos na presente analise, dois machos
e duas fémeas, que também foram acompanhados nos dois anos; nenhum deles
apresentou diarréia e nédo foi identificado nenhum felino com RVs.

Em 2008 foram colhidos 34 pools de galinaceos, correspondentes a 930
animais, sendo que duas amostras apresentavam consisténcia diarréica. Em 2009
foram colhidas 64 pools, correspondentes a 892 animais (APENDICE E), sendo trés
de animais diarréicos. Nessa espécie também néo foi detectado animais positivos
para RVs em ambas as técnicas.

Vale ressaltar, que os galinaceos utilizados no estudo no ano de 2008 nao
sdo 0s mesmos utilizados no ano de 2009, uma vez que 0s animais eram criados
para alimentacdo da familia, diferente dos caninos e felinos que foram utilizados os

mesmaos animais em ambos 0S anos.
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5.2 ENDOPARASITOS

A ocorréncia de endoparasitos em caninos, felinos e galinaceos, em
amostras fecais de animais com e sem diarréia, foram examinadas por meio da
técnica de centrifugo-flutuacdo em solucdo de sacarose. O precario perfil soécio
econdbmico da populacdo estudada potencializa os riscos de doencas parasitarias,
gue se confirmou pelas taxas de enteroparasitoses encontradas: 66,3% (57/ 86) em

2008 e 55,2% (64/ 116) em 2009 (Figura 11).

B Positivos Negativos
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Figura 11. Animais positivos (caninos, felinos e galinaceos), nos anos de 2008 e

2009, Comunidade quilombola do Abacatal.
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5.2.1 Amostras de caninos

No periodo de marco a agosto de 2008 foram colhidas 48 amostras fecais
de caninos, escolhidos de forma aleatéria, no mesmo periodo do ano de 2009 foram
colhidas novas amostras dos mesmos animais, totalizando 96 amostras fecais de
caninos. Dos 48 cédes estudados, 19 eram fémeas e 29 eram machos, em 2008
cinco fémeas e um macho apresentaram diarréia e em 2009 trés machos
apresentaram diarréia.

Todas as amostras diarréicas apresentavam pelo menos um tipo de
parasita. Evidenciou-se, que no periodo estudado ndo houve surto diarréico.

Na pesquisa de endoparasitos, observou-se que 66,7% (32/ 48) e 43,7%
(21/ 48) dos caninos foram positivos, nos anos de 2008 e 2009, respectivamente. A
propor¢cdo de animais com parasitismo no ano de 2008 foi estatisticamente
significante quando comparado com o mesmo periodo do ano de 2009 (p-valor= 0,
0401). A percentagem total de caninos parasitados em ambos os anos foi de 55,2%

(53/ 96).
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Os parasitos mais frequentes foram Ancylostoma sp, Spirocerca sp,

Toxocara sp/ Toxascaris sp e Trichuris sp, como demonstrado na Figura 12.

W 2008 = 2009
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Figura 12. Parasitos encontrados em caninos estudados na Comunidade Quilombola

do Abacatal, Ananindeua, Pard, nos anos de 2008 e 2009.
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As fotos dos principais parasitos encontrados em caninos estudados na

Comunidade Quilombola do Abacatal encontram-se na Figura 13.

Figura 13. Parasitos encontrados em caninos estudados na Comunidade Quilombola
do Abacatal. A. Ovos de Toxocara sp/ Toxascaris sp (t) e Ancylostoma sp (a). B.

Ovos de Trichuris sp. C. Coccidio. D. Ovos de Spirocerca sp.
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A Tabela 3 demonstra a distribuicdo dos parasitos em caninos em ambos
0s anos de acordo com o sexo. Entre os caninos analisados no ano de 2008, 18 dos
29 machos (60,4%) e 14 das 19 fémeas (73,7%) estavam parasitados. Em 2009,
44,8% (13/29) dos machos estavam parasitados, enquanto que em 42,1% (8/19) das
fémeas foi observado pelo menos um tipo de parasita.

N&ao houve diferenca significativa quando comparado a ocorréncia de
parasitas entre machos e fémeas para cada espécie de parasito encontrado,
excluindo-se assim a possibilidade de influéncia do sexo dos animais no parasitismo.
No entanto, notou-se que Trichuris sp foi mais prevalente nas fémeas, enquanto que

Ancylostoma sp foi mais prevalente em machos (Tabela 4).

Tabela 3. Parasitos encontrados em caninos estudados na Comunidade Quilombola

do Abacatal, Ananindeua, Pard, nos anos de 2008 e 2009.

Ancylostoma sp 9 (64%) 14 (78%) 0,5963 7 (87%) 10 (77%) 0,5670
Spirocerca sp 4 (28%) 4(22%) 0,8946 3 (37%) 7 (54%) 0,4578
Strongyloides sp - - - - 1(8%) 0,6230

Toxocara sp/

_ 4 (28%) 5(28%) 0,0757 1(12%) 2 (15%) 0,4083
Toxascaris sp
Trichuris sp 8 (57%) 3(17%) 0,1571 5 (62%) 3(23%) 0,1643

Coccidio 2 (14%) - 0,2438 - 1(8%) 0,9362

Fonte: Protocolo de pesquisa
Teste Qui-quadrado



A Tabela 4 demonstra que no ano de 2009 ndo havia animais com menos
de um ano de idade, por se tratar dos mesmos animais estudados em 2008. Os
animais mais jovens com até trés anos de idade apresentaram maior indice de

parasitismo quando comparado com os mais velhos.

Tabela 4. Frequéncia de parasitismo de acordo com a idade dos caninos estudados

na Comunidade Quilombola do Abacatal, Ananindeua, Para, nos anos de 2008 e

20009.

Até 12 meses 11 8 3 0 0 0
1 ano e 1 dia - 3 anos 19 13 6 19 12 7
3 anos e 1 dia - 6 anos 14 6 8 22 8 14
6 anos e 1 dia - 9 anos 1 1 0 4 1 3
9 anos e 1 dia - 12 anos 3 3 0 1 0 1
Acima de 12 anos 0 0 0 2 0 2

Fonte: Protocolo de pesquisa

5.2.2 Amostras de felinos

Foram incluidas no presente estudo dois felinos machos e duas fémeas,
gue também foram acompanhados nos dois anos; nenhum deles apresentou
diarréia.

Observou-se que 75% (3/4) das amostras foram positivos, nos anos de

2008 e 2009. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os dois anos
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(p-valor=0,0000). Os parasitos encontrados foram Ancylostoma sp (5/8, 62,5%),
Toxocara sp/ Toxascaris sp (2/8, 25%) e Trichuris sp (1/8, 12,5%).

No ano de 2008, 100% (2/2) dos machos e 50% (1/2) das fémeas
estavam parasitados. Em 2009 foram colhidas amostras dos mesmos animais e o
indice de parasitismo foi de 50% (1/2) para os machos e 100% (2/2) para as fémeas
(Tabela 5). O parasitismo, em 2008, foi maior nos machos e, em 2009, foi maior nas
fémeas, porém néo foi estatisticamente significativo p-valor=1,0000 (Qui-Quadrado),

0 que pode ser devido ao baixo numero de animais colhidos.

Tabela 5. Parasitos encontrados em felinos estudados na Comunidade Quilombola

do Abacatal, Ananindeua, Pard, nos anos de 2008 e 2009.

Ancylostoma sp - 2 (100%) 2 (100%) 1 (100%)
Toxocara sp/ Toxascaris sp 1 (100%) - 1 (50%) -
Trichuris sp - - 1 (50%) -

Fonte: Protocolo de pesquisa

A Tabela 6 demonstra que em 2008, os animais mais jovens com até
doze meses de idade apresentavam maior indice de parasitismo, enquanto que em
2009, animais adultos, entre dois e trés anos, encontravam-se mais parasitados. A
ocorréncia de endoparasitos em felinos com menos de um ano de idade foi de 25%

(2/8), enquanto que nos mais velhos foi de 50% (4/8).
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Tabela 6. Frequéncia de parasitismo de acordo com a idade dos felinos estudados

na Comunidade Quilombola do Abacatal, Ananindeua, Para, nos anos de 2008 e

20009.

Até 12 meses 2 2 0 0 0 0
1 ano e 1 dia - 2 anos 1 1 0 2 1 1
2 anos e 1 dia - 3 anos 1 0 1 2 2 0

Fonte: Protocolo de pesquisa

5.2.3 Amostras de galinaceos

Dos 34 pools de galinaceos colhidos em 2008, dois apresentaram
consisténcia diarréica e dos 64 pools colhidos em 2009, trés foram provenientes de
animais diarréicos.

N&o foi possivel realizar uma analise sobre o parasitismo em relacdo a
idade, devido as amostras terem sido colhidas em pool, representando galinaceos
de diferentes faixas etérias, criados por uma familia.

Observou-se que 64,7% (22/34) e 62,5% (40/64) dos pools foram
positivos, nos anos de 2008 e 2009, respectivamente. Os parasitos encontrados nos
galindceos foram: Ascaridia sp/ Heterakis sp (33/62, 53,23%), Capillaria sp (39/62,
62,9%), Coccidio (6/62, 9,68%), Dispharynx sp (15/62, 24,19%) e
Trichostrongyloidea sp (11/62, 17,74%).

A Tabela 7 demonstra os parasitos encontrados em galinaceos estudados

nos anos de 2008 e 2009. Quando comparado o parasitismo entre os dois anos, a
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infeccdo por Dispharynx sp demonstrou ser estatisticamente significativo (p-
valor=0,0158). Notou-se também que a incidéncia de Ascaridia sp/ Heterakis sp,
Coccidio e Capillaria sp foi superior no ano de 2009 em comparacdo ao ano de

2008.

Tabela 7. Parasitos encontrados em galindceos* estudados na Comunidade

Quilombola do Abacatal, Ananindeua, Para, nos anos de 2008 e 2009.

Ascaridia sp/ Heterakis sp 9 40,9 21 52,5 0,8738
Capillaria sp 11 50 28 70 0,8262
Coccidio 2 91 4 10 0,4782
Dispharynx sp 3 13,6 12 30 0,0158
Trichostrongyloidea sp 7 31,8 4 10 0,1712

Fonte: Protocolo de pesquisa
* Pato, codorna e galinha

** Teste Qui-quadrado
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As fotos dos principais parasitos encontrados em galinaceos estudados

na Comunidade Quilombola do Abacatal encontram-se na Figura 14.

Figura 14. Parasitos encontrados em galindceos estudados na Comunidade

Quilombola do Abacatal. A. Ovos de Capillaria sp. B. Ovos de Ascaridia sp/
Heterakis sp. C. Ovos de Dispharynx sp. D. Ovos de Trichostrongyloidea sp.
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6 DISCUSSAO

6.1 ROTAVIRUS

Todas as amostras foram examinadas por meio das técnicas de
imunocromatografia e EGPA, ndo sendo detectado nenhum caso positivo para RVs
dos grupos A-G. Esse resultado pode refletir a grande quantidade de amostras
obtidas de animais sem diarréia (n = 188). No entanto, Buzinaro e Freitas (2002), em
estudo realizado com amostras fecais de bovinos, relataram que existe possibilidade
de detectar RVs nos animais independente da consisténcia das fezes.

Apesar de néao ter sido identificado nenhum canino infectado por RVs, o
mesmo foi detectado em amostras fecais de caninos filhotes com sintomas em
paises como Estados Unidos (ENGLAND; POSTON, 1980; FULTON et al., 1981),
Alemanha (OTTO; SCHULZE; HERBST, 1999), Japdo (MOCHIZUKI; HASHIMOTO;
ISHIDA, 2001), Itadlia (MARTELLA et al., 2001b), e Coréia do Norte (KANG et al.,
2007).

Quanto ao isolamento a partir de fezes colhidas de caes assintomaticos,
os relatos sao escassos (HOYOIS; SCHWERS; PASTORET, 1982; HOSHINO et al.
1982), o que permite especular que portadores assintomaticos € uma condicéao
possivel de cdes com infec¢do por RVs, mas também, que estes animais podem ter
baixos titulos de RVs em suas fezes. No entanto, Pimentel e Costa (2010)
detectaram uma amostra e Ruiz e colaboradores (2009) detectaram duas amostras
de caninos assintomaticos positivos para RVs, apresentando padrdo eletroforético

tipico de RVs do grupo A, onde esta inserida a maioria dos virus detectados em
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humanos. A eliminacdo assintomatica de RVs nas fezes sugere que animais
infectados podem tornar-se portadores e, consequientemente uma fonte de infeccao
para animais e humanos susceptiveis (LUCCHELLI et al., 1992).

No Brasil, a deteccdo de RVs em fezes de cées foi relatada por Gabbay e
colaboradores (2003) e Catroxo e colaboradores (2005), e o isolamento em cultivo
celular e caracterizacdo por EGPA de RV-A, a partir de amostras fecais de cées
adultos assintomaticos, foi realizada no municipio de Osasco, Sdo Paulo (RUIZ et
al., 2009). Mesmo nao tendo sido identificado RVs em nenhuma amostra de canino,
neste estudo, estes animais também sofrem de diarréia induzida por RVs, e que tém
sido relatados por muitos autores (HOSHINO et al., 1982; NAGAKOMI et al., 1989;
MOCHIZUKI; NAGAKOMI; NAGAKOMI, 1997; MARTELLA et al.,, 2001a, 2001b;
KANG et al., 2007).

No presente estudo nenhum felino foi identificado como reagente para
RVs. No entanto, Chrystie; Goldwater e Banatvala (1979), na Inglaterra, visualizaram
RVs por ME em uma amostra fecal de um gato com diarréia. Em Nova York, 32,8%
das amostras de gatos, apresentava titulos de anticorpos contra RVs felino. A
inoculagéo oral de gatos com RVs felino ndo demonstrou qualquer sintoma clinico,
mas a maioria dos gatos apresentava resposta imunoldégica ao virus apos a
inoculacdo (HOSHINO; BALDWIN; SCOTT, 1981). No Japédo, em 3,5% dos
espécimes fecais foi identificado o RVs (MOCHIZUKI; NAKAGOMI; NAKAGOMI,
1997).

Nenhum caso positivo para RVs foi identificado em galinaceos, o que
difere dos resultados obtidos por Tamehiro e colaboradores (2003) que
demonstraram que o RVs foi um importante agente etiologico de disturbios

entéricos, especialmente em frangos de corte com idade superior a um més de
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idade. No Brasil, foram detectados 48,7% de positividade para RVs em amostras de
frangos de lotes com diarréia e 30% em lotes assintomaticos, 0os espécimes fecais
foram obtidos em varios estados (VILLARREAL et al., 2006).

Por outro lado, estudo conduzido na India por Wani e colaboradores
(2003), demonstrou positividade para RV-A em (3/75) amostras de frangos adultos
com diarréia. No norte da Alemanha, 94,1% das amostras de fezes de pintos de
corte foram positivas para RVs, sendo identificados os grupos A, D, F e G (OTTO et
al., 2006). Pantin-Jackwood e colaboradores (2007) demonstraram 67,7% de
positividade para RVs em fezes de perus. A prevaléncia de infeccdo por RVs em

amostras fecais de galinhas em Bangladesh foi de 13, 81% (KARIM et al., 2007).

6.2 ENDOPARASITOS

6.2.1 Amostras de caninos

Dos 48 cées estudados, as nove amostras de animais diarréicos
apresentavam pelo menos um tipo de parasita. Evidenciou-se, que no periodo
estudado ndo houve surto diarréico.

Devido o elevado numero de amostras de animais sem diarréia, os dados
obtidos neste estudo diferem dos encontrados por Oliveira-Sequeira e colaboradores
(2002) que coletaram amostras fecais de cées sem evidéncias de diarréia, no

Hospital da Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP, Botucatu, SP, e
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verificaram que 23,62% estavam parasitados por Ancylostoma sp; 5,54% por T.
canis; 4,80% por T. vulpis; 0,74% por D. caninum; 1,85% por Spirocerca lupi.

Na pesquisa de enteroparasitos, observou-se que 66,7% (32/48) e 43,7%
(21/48) dos caninos foram positivos, nos anos de 2008 e 2009, respectivamente. A
percentagem total de caninos parasitados em ambos os anos foi de 55,2% (53/96),
que ¢é inferior as prevaléncias de 90,6%, 66,2%, 72,5%, 76,6% e 78,75%,
respectivamente, relatadas em caes errantes (SARTOR; BELLATO; SOUZA, 1993;
HOFFMANN et al.,, 2000; FISHER, 2003; BLAZIUS et al., 2005; SANTOS et al.,
2008).

Os cdes errantes possuem caracteristicas de vida similares as
encontradas nos caninos residentes da comunidade quilombola do Abacatal, pois
vivem soltos pela comunidade, porém ndo possuem contato com animais de outras
regides ou com ambientes de maior trafego de animais, consequentemente com
maior risco de contaminacdo, como por exemplo, pragcas publicas, praias e pet
shops, 0 que pode explicar a prevaléncia de parasitismo (55,2%) inferior que as
encontradas por outros autores.

A prevaléncia de caninos infectados por endoparasitas encontrada neste
estudo difere das obtidas por Alves, Gomes e Silva (2005), em Goiania, GO, tanto
para cdes domiciliados (88,5%) quanto para caes errantes (11,5%). Os parasitos
mais freqlentes para cdes errantes foram: Ancilostomideos (22,0%), Isospora spp.
(10,0%), Cryptosporidium parvum (6,0%) e Toxocara canis (4,0%). Nos caes
domiciliados foram: Ancilostomideos (9,9%), Isospora spp (2,6%), T. canis (2,34%),
C. parvum (2,08%), Giardia sp (1,6%), Sarcocystis sp (0,26%) e Dipylidium caninum

(0,26%). No presente estudo os parasitos mais frequentes foram o Ancylostoma sp
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(41, 7%), Spirocerca sp (18,5%), Toxocara sp/ Toxascaris sp (12,5%) e Trichuris sp
(19,8%).

De acordo com Palmer e colaboradores (2007), sob o enfoque
epidemioldgico, os caes errantes tém um papel importante na contaminag¢éo do meio
ambiente, pois o fato de ndo receberem tratamento antiparasitario, aliado a
facilidade com que circulam por varias areas publicas, favorece a disseminacao de
enteroparasitos. Os autores também salientam a importancia da atualizacdo de
informacdes no que diz respeito a prevaléncia de parasitos de caes e os fatores de
risco associados a infeccao.

Rolim e colaboradores (2005) realizaram um estudo coproparasitolégico
em cées domiciliados ou semidomiciliados em Dois Irméos, Recife, Pernambuco,
com o objetivo de identificar os enteroparasitos zoonéticos e analisaram amostras
fecais de 74 cées. Destes, 66,22% estavam parasitados, dos quais 75,51% estavam
infectados por espécies consideradas como potencialmente zoondticas, tais como
Ancylostoma sp., Strogyloides stercoralis, Toxocara canis, Dipylidium caninum e
Giardia sp.

Os resultados evidenciaram a importancia da realizacdo periédica de
exames de fezes em animais de estimacao e a importancia de acdes de educacao
em saude visando o controle de zoonoses parasitarias. Nos caninos da Comunidade
quilombola foram também encontrados espécies potencialmente zoondticas
destacando-se o Ancylostoma sp e Toxascaris sp/ Toxocara sp.

Leite e colaboradores (2004) detectaram em amostras de fezes de
caninos em Curitiba, Parana, uma maior porcentagem de animais positivos para
Ancylostoma spp. (29,17%), seguido por Trichuris vulpis (3,3%), Toxocara spp

(1,89%) e Dipylidium caninum (0,76%), resultados inferiores aos obtidos neste
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estudo, onde a porcentagem de amostras de caninos positivas para Ancylostoma sp
foi de 41,7%, 19,8% para Trichuris sp e 12,5% para Toxascaris sp/ Toxocara sp.

Em Rondbnia, municipio de Monte Negro, em analise de fezes de cées foi
observado infeccbes por Ancylostoma spp.(73,7%), Toxocara canis (18,9%),
Trichuris vulpis (9,5%) e Spirocerca lupi (5,3%), demonstrando, assim como outros
autores, que o género Ancylostoma é o mais frequentemente diagnosticado em cées
no Brasil (LABRUNA et al., 2006).

A percentagem de caninos parasitados por Ancylostoma sp foi de 41,7%,
gue é inferior as prevaléncias de 69,6%, 60,9%, 52,20% e 45,60%, respectivamente,
relatadas em amostras fecais de caninos, mostrando que 0s proprietarios estdo em
constante risco epidemiolégico devido ao elevado parasitismo dos cées (SILVA et al,
2007; BOTELHO; PERUCHI, 2008; SANTOS; LIMA; LESSA, 2002
VASCONCELLOS et al., 2006). No entanto, Xavier (2006) e Santos e Castro (2006)
em estudo realizado na cidade de Pelotas, RS e Guarulhos, SP, com fezes de cées
domiciliados observou incidéncia de 12,9% e 32, 53% de Ancylostoma spp,
respectivamente.

Nesse contexto, no presente estudo, foram encontrados elevados indices
de parasitos nos animais. Contudo, no ano de 2008, estudo realizado na
Comunidade Quilombola do Abacatal com fezes de criancas com e sem diarréia até
10 anos de idade, mostrou prevaléncia de 40% para Ascaris lumbricoides, 10% para
Ancylostoma duodenalis, 10% para Strongyloides stercoralis, 10% para Entamoeba
hystolitica, 20% para Giardia lamblia, 10% para Blastocystis hominis e 15% para
Trichirus trichiura (MARTINS; PEREIRA, 2008).

As prevaléncias encontradas no presente estudo em relagdo ao sexo

demonstram que ndo se observa a interferéncia deste parametro nas infecgoes,
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corroborando com trabalhos anteriores (ALTAMIRANO; CARRASCO; CABRERA,
2003; BARRIOS et al., 2004; SANTOS et al., 2007). Apesar de ndo haver diferenca
estatisticamente significativa houve maior incidéncia de parasitas nos machos
(43/96, 44,8%) do que nas fémeas (50/96, 52,1%), que difere dos dados obtidos por
Alves, Gomes e Silva (2005), em estudo realizado em Goias (GO), que obtiveram
maior numero de fémeas parasitadas. Ja Genaro e colaboradores (2004) e Funada e
colaboradores (2007) constataram que os machos estavam mais parasitados do que
as fémeas.

Quanto a idade dos cées no estudo sob analise, 47,9% (23/48) dos cées
com mais de um ano de idade no ano de 2008 estavam parasitados, enquanto que
16,6% (8/48) dos animais com menos de um ano de idade encontravam-se
parasitados, caracteristica esta, também observada nos estudos de Vasconcellos e
colaboradores (2006), no Rio de Janeiro e de Genaro e colaboradores (2004), no

municipio de Praia Grande, Baixada Santista-S&o Paulo.

6.2.2 Amostras de felinos

Observou-se que 75% (3/4) das amostras foram positivos, nos anos de
2008 e 2009. Os parasitos mais frequentemente encontrados foram Ancylostoma sp
(5/8, 62,5%), Toxocara sp/ Toxascaris sp (2/8, 25%) e Trichuris sp (1/8, 12,5%). Os
dados obtidos neste estudo diferem daqueles encontrados por Funada e
colaboradores (2007) e por McGlade e colaboradores (2003), que observaram maior

frequéncia de protozoarios em felinos em relacdo aos helmintos.
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Os resultados obtidos séo superiores aos encontrados por Serra, Uchba e
Coimbra (2003), em estudo realizado no Rio de Janeiro, com amostras fecais de
gatos domiciliados e gatos errantes, demonstrando que 0s principais enteropasitos
encontrados nos gatos foram Ancylostoma sp (43,5%), seguidos de Cystoisospora
sp (43,5%), Toxocara sp (19,1%) e Toxascaris leonina (7,6%).

Silva e colaboradores (2001) observaram que o parasito mais
frequentemente observado em gatos foi A. caninum (100%), percentagem superior a
encontrada neste estudo que foi de 62,5%. O género Ancylostoma foi o mais
prevalente nos animais estudados, corroborando com estudos anteriores (CORTES;
PAIN; FILHO, 1988; SILVA et al., 2001; SERRA; UCHOA; COIMBRA, 2003;
IZHIZAKI et al., 2006; SILVA et al., 2009). Entretanto, a maioria dos trabalhos vem
demonstrando que o género Toxocara ocorre com maior freqiiéncia (CALVETE et
al., 1998; POMROY, 1999; GENNARI; PENA; BLASQUES, 2001; RAGOZO et al.,
2002), excetuando-se o trabalho de Bittencourt; Bittencourt e Peres (1996), Espirito
Santo do Pinhal, onde a proporcéo entre estes dois helmintos foi a mesma (20%).

O género Ancylostoma foi 0 mais encontrado em felinos da Comunidade
Quilombola, independente desses animais serem jovens ou adultos, reforcando as
observacfes anteriormente realizadas por outros autores, em que este nematédeo
foi mais prevalente (SERRA; UCHOA; COIMBRA, 2003; IZHIZAKI et al., 2006;
SILVA et al, 2009). Isto pode ser devido a ocorréncia de transmisséo
transplacentaria e transovariana em neonatos, assim como a exposi¢cao continua a
felinos adultos, o que favorece a transmissao por via percutanea e/ou oral.

A ocorréncia de endoparasitas em felinos com menos de um ano de idade
foi de 25% (2/ 8), enquanto que nos mais velhos foi de 50% (4/ 8). Quanto a idade,

os resultados obtidos diferem dos encontrados por Funada e colaboradores (2007),
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gue observaram maior incidéncia de parasitos em gatos com menos de um ano. Ja,
Izhizaki e colaboradores (2006), apresentaram prevaléncias de 76,19% para 0s
gatos jovens; 91,17% para os adultos e 100% para os idosos, que também difere

dos dados obtidos neste estudo.

6.2.3 Amostras de galinaceos

Observou-se que 64,7% (22/34) e 62,5% (40/64) dos pools foram
positivos, nos anos de 2008 e 2009, respectivamente. Os parasitos encontrados nos
galindceos foram: Ascaridia sp/ Heterakis sp (53, 23%, 33/ 62), Capillaria sp (62, 9%,
39/ 62), Cocidio (9, 68%, 6/ 62), Dispharynx sp (24, 19%, 15/ 62) e
Trichostrongyloidea sp (17, 74%, 11/ 62).

Resultados diferentes foram observados em estudo realizado com
amostras fecais de pombos, no estado de Santa Catarina, onde a prevaléncia para
0s nematddeos Ascaridia sp e Capillaria sp foi de 32,56% (MARQUES et al., 2007).
Entretanto, Mapeli e colaboradores (2003) demostrando elevadas taxas de Capillaria
penidoi (100%).

Na Dinamarca, a prevaléncia de A. galli foi de 100% em frangos criados
no sistema Colonial/Caipira e organico. A alta prevaléncia de A. galli e outros
helmintos neste tipo de producéo provavelmente contribuem para a mortalidade das
aves (PERMIN et al., 2002). Trabalhos relatam a prevaléncia deste parasito em
28,3%, 32,3% (PERMIN, 1997) e 35,58% (ABDELQADER et al., 2008).

Em estudo realizado por Mattos Junior e colaboradores (2008), por meio

de necropsia de patos, da populacdo de 30 aves estudadas, 56,6% (17/30)
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apresentavam-se parasitadas por uma ou mais espécies de helmintos, onde os
parasitos mais frequentemente encontrados foram Hadjelia neglecta (53,3%),
Capillaria sp (30%), Capillaria phasianina (20%) e Tetrameres fissispina (13,3%). A
prevaléncia de Capillaria sp difere das encontradas nos galinaceos da Comunidade
quilombola (62,9 %).

Em estudos realizados com galinhas soltas no municipio de Seropédica,
Rio de Janeiro, Carneiro (2001) encontrou doze espécies de helmintos, sendo sete
nematddeos e cinco cestddeos. As espécies que apresentaram maior prevaléncia
foram Heterakis gallinarum e Capillaria sp, sendo estas duas espécies classificadas
como centrais.

Dados similares de prevaléncia de Capillaria sp foi relatada por
Abdelgader e colaboradores (2008) que obtiveram 25,6% de positividade para este
parasita. O mesmo € a causa de atraso no crescimento, diarréia e predisposicédo a
outras enfermidades, problemas semelhantes aos enfrentados pelos criadores da
Comunidade Quilombola que relatam perda de peso e atraso no crescimento,
diarréias, coriza e até mesmo morte.

Segundo Cardozo e Yamamura (2004), as infec¢cdes por helmintos em
galinhas sdo quase que inevitaveis em sistemas que utilizam piquete para pastoreio,
tipo de sistema similar ao encontrado nas criagdes da Comunidade Quilombola do
Abacatal. Isto se deve a sobrevivéncia dos ovos dos parasitas no meio ambiente e
associada com fatores epidemiolégicos da infeccdo por helmintos e a necessidade
de hospedeiro intermediario.

Estudos conduzidos por Facanha e Pinheiro (2005) revelaram uma
incidéncia de 4 a 6 episodios/ano de diarréia em criangas que vivem em condicdes

desfavoraveis. Isto confirma que os fatores de risco associados a diarréia podem ser
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explicados dentro de um modelo multicausal que inclui uma extensa quantidade de
fatores socioecondémicos, politicos, demograficos, sanitarios, ambientais e culturais
inter-relacionados, nos quais as areas de assentamento subnormal, com precéria
infra-estrutura basica, como no abastecimento de agua, esgoto sanitario e limpeza
urbana, situacdo que é similar a encontrada na comunidade do presente estudo
(TEIXEIRA; HELLER, 2005).

Apesar da baixa renda da populacdo da Comunidade Quilombola do
Abacatal e da falta de informacdes sobre o risco das zoonoses, foram encontrados
alguns proprietarios preocupados com a saude dos seus animais. Dessa forma,
foram repassadas para a populacdo palestras educativas, além de medidas
preventivas e curativas.

O elevado indice de enteroparasitoses encontrado nos animais do
presente estudo reflete as precarias condicdes de saneamento basico da regido e a
auséncia de medidas em educacdo em saude associados ao baixo nivel sdcio
econdbmico da populacdo residente na Comunidade quilombola. Além disso,
evidencia a ocorréncia natural de helmintos nos animais de companhia,
principalmente 0s que representam riscos a salde humana, alertando para a
importancia do controle de tais parasitoses com o uso de farmacos anti-helminticos,
com associagOes entre principios ativos objetivando ampliar o espectro de acgao

desses medicamentos, além de medidas de educacao sanitaria.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

1. Nao houve registro de caso positivo para RVs na populacdo de animais
estudados;

2. Houve uma elevada ocorréncia de Ancylostoma sp em caninos e
felinos;

3. N&o houve relacao estatistica entre sexo e infeccdo por endoparasitas,
sendo os dois acometidos quase na mesma proporcao;

4. Caninos e felinos apresentaram maior parasitismo em animais com
idade acima de um ano.

5. Embora nenhum caso de RVs do grupo A-G tenha sido encontrado no
presente estudo, é importante realizar a pesquisa de RVs do grupo C por reacao em
cadeia em gel de polimerase, bem como a pesquisa de picobinarvirus, astrovirus e
norovirus nos espécimes fecais das diferentes espécies.

O estudo foi pioneiro no que tange pesquisa de endoparasitas e RVs
envolvendo diversas espécies de animais que vivem na comunidade sob
investigacdo. Com isso, foi possivel auxiliar na adocdo de politicas publicas de

saude, principalmente no que diz respeito a sanidade animal.
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APENDICE A

MS - SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE

INSTITUTO
_33 EVANDRO

Carta de n° 009/2007
Protocolo CEP/IEC - N° 0023/06
CAAE: 0024.0.072.000-06

Belém, 11 de janeiro de 2007.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto: “Avaliacio clinica, epidemiologica e molecular das diarréias por agentes
virais e parasitirios entre criangas da comunidade quilombola do
Abacatal, municipio de Ananindeua, Para”.

Pesquisador Responsavel: ~ JOANA D’ ARC PEREIRA MASCARENHAS

Conforme tramitacdo junto ao CEP/IEC, o projeto em questdo foi considerado

aprovado.

Recomenda-se ao coordenador que mantenha atualizados todos os documentos
pertinentes ao projeto, inclusive, as fichas preenchidas do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Este CEP se incumbird dos procedimentos de acompanhamento preconizados
pela Resolugdo 196/96 e suas complementares, do Conselho Nacional de Saude/Ministério
da Satde.

Relatorio Final - devera ser elaborado um consolidado, incluindo os resultados
finais da pesquisa, em um prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apos a finalizagdo da mesma.

/S

( (1/ % a o( (72

MAXNOEL DO C A.RMO PEREIRA SOARES
Coordenador do CEP/IEC

AV ALMIRANTE BARROSO. 492 — BAIRRO: MARCO — CEP 66090-000 — BELEM-PA —~ C.N P J 26 989 350/0489-09 FONE' (091) 2466422 — FAX (091) 266-4669
RODOVIA BR 316 — KM 07, SN° - BAIRRO - LEVILANDIA — CEP. 67 030-000 — ANANINDEUA-PA — FONE: (091) 214-2000

hitp //www iec pa gov br
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APENDICE B

MS - SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
INSTITUTO

(i

Parecer de Aprovagdo N° 002/2009/CEPAN/IEC/SVS/MS
Registro CEPAN - N° 0030/2008

Ananindeua/PA, 14 de janeiro de 2009.

Projeto: “Pesquisa de rotavirus em animais na comunidade quilombola do abacatal,
municipio de Ananindeua, Para”.

Pesquisador Responsavel:  Jane Cecilia Silveira de Matos

Conforme decisdo do Comité de Etica em Pesquisa com Animais-CEPAN
do Instituto Evandro Chagas, cientificamos que o projeto acima foi aprovado.

Recomendamos ao coordenador responsdvel que mantenha atualizados
todos os documentos pertinentes ao projeto.

Os relatorios parciais deverdo ser encaminhados a este Comité,

anualmente, a partir do inicio do projeto.

Atenciosamente,

/\/ ?M, f /’l //TL\A ’1 ’v}“"}m .}1 i;-ll 0

" NELSON ANTONIO BAILAO RIBEIRO
Coordenador do CEPAN/IEC

AV ALMIRANTE BARROSO, 492 - BAIRRO MARCO - CEP 66090-000 - BELEM-PA - C.N.P.J | 26 989.350/0489-09 FONE (091) 246-6422 - FAX
(091)664669RODOVIA BR 316 — KM 07, SN° - BAIRRO - LEVILANDIA - CEP. 67 030-000 - ANANINDEUA-PA - FONE. (091) 214-2000
htp /fwww tec pa gov. br



APENDICE C

Reagentes para preparo de gel de poliacrilamida.
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REAGENTES

CUBA PEQUENA

Agua destilada
Acrilamida/Bis-acrilamida
Tris base

TEMED*

Persulfato de amoénia 10%*

6, 280 pL

1, 660 pL

1, 870 pL
10 pL
133 pL

* Os catalisadores foram adicionados minutos antes de adicionar os reagentes a

placa.

Reagentes para preparo do tampéao de eletroforese.

REAGENTES

CUBA PEQUENA

Tampao tris glicina 10X
Agua destilada gsp

10 mL
100 mL

Reagentes para preparo do fixador.

REAGENTES

CUBA PEQUENA

Etanol PA
Acido acetico PA
Agua destilada qsp

10 mL
0,5mL
100 mL

Reagentes para preparo do corante.

REAGENTES

CUBA PEQUENA

Nitrato de prata
Agua destilada gsp

ImL
100 mL

Reagentes para preparo do revelador.

REAGENTES

CUBA PEQUENA

Hidréxido de s6dio 10M
Eormaldeido PA
Agua destilada gsp

7,5 mL
0,8 mL
100 mL

Reagentes para preparo da solugéo para parar a reacao.

REAGENTES

CUBA PEQUENA

Acido acético PA
Agua destilada gsp

5mL
100 mL
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APENDICE D
PESQUISA DE ROTAVIRUS E ENDOPARASITOS NA COMUNIDADE
QUILOMBOLA DO ABACATAL, NO MUNICIPIO DE ANANINDEUA/PA

Ficha no: Data: / /
Morador: Idade:
Morador: Idade:
Morador: Idade:
Morador: Idade:
Morador: Idade:
Morador: Idade:
Morador: Idade:
Morador: Idade:
Morador: Idade:
Morador: Idade:
ANIMAIS:

* Canino ()

Nome: Idade: Sexo:

Nome: Idade: Sexo:

Nome: Idade: Sexo:

* Felino ()

Nome: Idade: Sexo:

Nome: Idade: Sexo:

Nome: Idade: Sexo:

*Aves ()

Ne:

01- Qual a origem da &gua utilizada?

( ) Poco ( ) Companhia de abastecimento () Outro

Agua tratada: ( ) Sim () N&o

02- Ha historico de diarréia?

( ) Sim Quando foi a ultima ocorréncia?
( ) Néo

03- Com qual freqiiéncia vem ocorrendo este problema?
( ) Dificilmente

( ) Regularmente

( ) Frequentemente

Colocar periodo estimado desta frequéncia
04- Qual a faixa etaria mais afetada (semanas)?
Criangas:
Animais:
05- Em alguma época do ano os problemas de diarréia aparecem com maior
frequéncia?
() Sim Qual?
( ) Néo

06- Utiliza algum esquema de tratamento (antibioticos, quimioterapicos, etc.) para
o controle da diarréia?

() Sim Qual?
( ) Nao

07-  Quais os principais problemas de sanidade enfrentados pelos animais?
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() Perda de peso ( ) Diminuicdo da taxa de crescimento ( ) Perda de
uniformidade do rebanho ( ) Aumento de susceptibilidade a outras doencas ( )
Mortalidade alta ( ) Ectoparasitismo ( ) Verminose

( )Outro ( ) Nenhum

08- Os animais sdo vacinados?

( ) Sim Qual vacina?
( ) Nao

09- Quais as pessoas responsaveis pelo manejo/alimentacdo dos animais?

10- Os tratadores dos animais utilizam alguma forma de higienizacéo/ protecédo?
()Sim  Quais?
( ) Nao

11- Harisco de contato com fezes de animais domésticos com humanos/criancgas,
outros animais, roedores?

() Sim Quais?
( ) Nao




APENDICE E
2008 2009
POOL N° N° DE ANIMAIS POOL No N° DE ANIMAIS

1 30 1 33
2 51 2 37
3 40 3 45
4 40 4 25
5 94 5 19
6 100 6 8
7 29 7 10
8 10 8 5
9 12 9 20
10 7 10 16
11 33 11 15
12 55 12 8
13 13 13 16
14 13 14 12
15 34 15 6
16 15 16 10
17 37 17 15
18 15 18 8
19 23 19 12
20 20 20 6
21 17 21 14
22 15 22 12
23 19 23 20
24 25 24 8
25 15 25 12
26 8 26 10
27 10 27 10
28 30 28 15
29 25 29 15
30 15 30 15
31 20 31 25
32 33 32 35
33 12 33 42
34 15 34 24

35 6

36 5

37 5

38 6

39 3

40 5

41 12

42 5

43 6

44 10

45 9

46 6
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47 2
48 6
49 15
50 14
51 20
52 18
53 17
54 23
55 5
56 15
57 12
58 3
59 5
60 16
61 23
62 15
63 8
64 14
TOTAL 930 TOTAL 892
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