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Resumo

Toxoplasma gondii € um protozoario Apicomplexa da familia Sarcocystidae.
Apresenta como hospedeiros definitivos os membros da familia Felidae, enquanto
que aves e mamiferos, incluindo o homem, sdo hospedeiros intermediarios. O T.
gondii é um importante patégeno de ovinos, sendo observado desde 1942 em
tecidos oriundos de restos de abortos. Em virtude disto, o presente trabalho teve
como objetivo determinar a frequéncia dos anticorpos IgG anti T. gondii em ovinos
utilizados em sistema de producdo semi-intensivo e com reproducdo assistida.
Foram utilizados soros de 113 ovelhas da raca Santa Inés (79 multiparas e 34
nuliparas), dois cdes e um gato, de uma propriedade com sistema de producéo
semi-intensivo e programa de reproducdo assistida no municipio de Entre Rios —
Bahia. Os soros foram submetidos ao teste de hemaglutinagéo indireta (HAI) para
deteccado de anticorpos IgG anti- T. gondii . As amostras de soro foram triadas numa
diluicho de 1:64. Aquelas com reacdo positiva, neste ponto de corte, foram
novamente diluidas em série, numa razdo de dois, até ndo mais reagirem, para a
determinacdo dos seus titulos. Das 113 amostras de ovelhas analisadas seis
(5,30%) foram positivas no teste de hemaglutinacdo indireta. Todas as ovelhas
positivas eram multiparas. Duas amostras foram positivas no ponto de corte de 1:64,
duas amostras apresentaram titulos de 1:128 e duas de 1:256. Apenas um céo foi
positivo apresentando titulo de 1:128. O gato testado ndo apresentou reagcdo no
teste estudado. Os resultados nos levam a concluir que 5,30% das ovelhas da
propriedade estudada apresentam anticorpos anti - T. gondii Indicando que o
parasito pode estar presente em propriedades que utilizam sistema de producao

semi-intensivo e com programa de reproducao assistida.

Palavras-chave: Toxoplasmose, sorologia, hemaglutinacao.



Abstract

Toxoplasma gondii is a Apicomplexa protozoan that family Sarcocystidae. Presentes
a definitive hosts the Felidae family members, and birds mammals as intermediate
hosts. T.gondii is an important pathogen of sheep, being observed abortious in
tissues since 1942. The of this study was 1gG antibobies frequency against T. gondii
in sheep kep in a reproduction program. We used sera from 113 Santa Inés bred
sheeps (79 multiparous and 34 nuliparous), two dogs and a cat, in a property with
semi-intensive production system in the city of Entre Rios — Bahia. Sera were tested
using the indirect hemagglutination test (IHA) to detection of IgG antibodies of
T.gondii. Serum samples were screened at a dilution of 1:64 and. Those with positive
reaction, were diluted in serially (ratio of two), until there is no more reaction. Six
samples (5.30%) were positive by indirect hemagglutination test. Two samples were
positive at 1:64, two samples at of 1:128 and more two in of 1:256. All sheep were
positive multiparous. Only one dog was positive at titers of 1:128. The cat tested
show no reaction in the test. The results lead us to conclude that 5.30% of the sheep
have antibodies IgG anti T.gondii in the study conditions. This indicat that the
parasite may be present on farms that use semi intensive production system and

reproduction programs.

Keywords: Toxoplasmosis, serology, hemagglutination.
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1.0. Introducéao

O Toxoplasma gondii € um importante agente em infeccdes reprodutivas. E
um coccidio intestinal dos Felideos (hospedeiros definitivos) com uma série de
hospedeiros intermediarios como aves e mamiferos.

A toxoplasmose é um problema de sanidade na ovinocultura, desde 1942 o
parasito € descrito como causador de abortos em ovinos, sendo considerado como a

maior causa de problemas reprodutivos na espécie.

O Brasil é considerado o oitavo produtor mundial de ovinos e caprinos com
um rebanho de aproximadamente 32 milhdes de cabecas, dos quais 63% sao de
ovinos. A regido nordeste possui 0 maior rebanho ovino do Brasil, com 7,2 milhdes
de cabecas, 39% do rebanho nacional (MAPA, 2005).

O Estado da Bahia conta com a segunda maior populacdo ovina do Brasil,
entretanto os sistemas de criacdo sdo caracterizados por baixos indices de
produtividade e problemas sanitarios. No Nordeste, o sistema de producao
predominante de ovinos é o extensivo, composto por animais de corte com producao
voltada a subsisténcia. Neste sistema os animais sédo criados em grandes extensdes
de terra com agua e pasto naturais. No sistema semi-intensivo 0s animais sao
recolhidos a noite e recebem algum tipo de suplementacdo alimentar e controle
sanitario.

A toxoplasmose € uma importante zoonose que causa problemas
reprodutivos e perdas econémicas. Além disso, o consumo de carne ovina crua ou
mal cozida, contendo cistos do T. gondii, representa um grave problema de salde
publica. Em humanos geralmente é assintomatica, entretanto, o0s pacientes
imunodeprimidos podem apresentar manifestacées clinicas ou neuropsiquiatricas.
As mulheres infectadas antes da gestacdo nao transmitem a infecgcdo para o feto,
entretanto, quando a toxoplasmose é adquirida durante a gravidez, dependendo do
periodo gestacional, pode causar aborto.

Em resposta a infecgcdo do T.gondii sdo produzidos anticorpos anti- T. gondii,
anticorpos IgM sé&o indicativos de infeccdo recente, enquanto que os anticorpos IgG
surgem com a maturagcao da resposta imune.

A pesquisa de anticorpos IgG pelo método de hemaglutinagcédo indireta em

analises sorolégicas tem sido utilizada para o diagnéstico de toxoplasmose. Este
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teste apresenta grande utilidade devido a sua facilidade de realizagdo, triagem
satisfatoria e baixo custo.

Diante disso, o estudo da presenc¢a do T. gondii em ovinos numa propriedade
com sistema de criagcdo semi-intensivo e com utilizacdo de programa de reproducao
assistida, no municipio de Entre Rios representa uma importante fonte de
informagé&o para a epidemiologia da doenca e para a producao de ovinos no Estado
da Bahia.

2.0. Revisao de Literatura

2.1. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozodrio do Reino Protista, Filo Apicomplexa, Classe
Coccidia, Ordem Eucoccidiorida, Familia Sarcocystidae, Subfamilia Toxoplasmatinae;

Género Toxoplasma, Espécie Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1909).

Granulo Denso  Complexo de Golgi

Reticulo Endoplasmatico Apicoplasto

Rugoso

Regido Apical

Mitocondria

Fonte : Expert Reviews in Molecular Medicine © Cambridge

Figura 1: Esquema representativo da estrutura do Toxoplasma gondii.

Os parasitos desse filo caracterizam-se por uma estrutura de células

polarizadas e duas Unicas organelas apicais secretoras, 0S micronemas e as roptrias



11

(Dubey et al, 1998). Estes protozoarios ndo apresentam cilios ou flagelos, tem um
anico nucleo, geralmente formam cistos e se reproduzem de modo sexuado por
singamia (Fortes, 2004) (Figura 1).

A familia Sarcocystidae caracteriza-se por apresentar parasitos heteroxenos
com dois esporocistos cada um com quatro esporozoitos formados nas células
intestinais do hospedeiro definitivo (Fortes, 2004). O género Toxoplasma foi descrito
independentemente em 1908 por Splendore, num coelho de laboratorio no Brasil e
por Nicolle e Manceaux, num roedor norte-africano, Ctenodactylus gondi, usado na
pesquisa de Leishmania no Instituto Pasteur da Tunisia. No ano de 1909, Nicolle e
Manceaux criaram o novo género Toxoplasma. Este género tem uma Unica espécie,
Toxoplasma gondii um coccideo intestinal dos Felideos (hospedeiros definitivos),
com uma série de hospedeiros intermediarios como aves e mamiferos (Fortes,
2004).

Analises genéticas indicam que o T. gondii pode apresentar trés linhagens
distintas, o tipo I, Il e lll. Esta classificacdo estd baseada em analises da
amplificacdo de fragmentos do gene SAG2 por PCR, que codificam antigenos da
superficie do parasito (Aspinall et al, 2003). Cepas do tipo | crescem rapidamente in
vitro, sdo muito patogénicas em camundongos, e estdo frequientemente associados
com a toxoplasmose ocular e surtos agudos (Grigg et al 2001). As linhagens tipo Il e
tipo 11l isoladas s&o menos virulentas em ratos e formam cistos in vitro. As cepas do
tipo Il sdo comumente isoladas em casos clinicos de toxoplasmose, particularmente
em individuos imunodeprimidos (Halonen e Weiss, 2009).

Nos seres humanos, as trés linhagens causam doenca, entretanto, afetam
tecidos diferentes. As cepas do tipo | sdo frequentemente associadas com infeccdes
pos-natal e oculares, enquanto as do tipo Il sdo mais associadas com infeccbes

congénitas e neurotoxoplasmose (Boothroyd e Grigg, 2002).
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2. 2. Ciclo Bioldgico

T. gondii apresenta ciclo biolégico heteréxeno, aquele que necessita de mais de
um hospedeiro para completar seu ciclo de vida (Figura 2). Nos hospedeiros definitivos,
os membros da familia Felidae, ocorre replicacdo sexuada e nos hospedeiros
intermediarios, aves e mamiferos, ocorre a replicacdo assexuada. O ciclo biologico

envolve trés formas infectantes: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos (Fortes, 2004).

Definitive
host
{Cat) Unsporulated
00cCysts

Passed in loces

‘~ Ingosted 7
cysts jnm—
Infective
meat H
(raw or o
Tachyzoites undercooked) i
fransmitted
through
placentia

Qocysts
in feod,
water,
or 30il

ingested by
intermadiate
host

Intermediate hosis Sporulated occysts

Infected felus

Fonte: Dubey et al1998.
Figura 2: Ciclo Biol6gico do Toxoplasma gondii.

Nos hospedeiros definitivos a evolugdo do zigoto origina 0 oocisto,
caracterizado por apresentar a pelicula composta por duas membranas e dois
esporocistos, cada um contendo quatro esporozoitos (Fortes, 2004). Apds a
ingestdo dos oocistos esporulados, por hospedeiros intermediarios, 0s esporozoitos

sdo liberados no trato digestivo, invadem as células intestinais e se multiplicam
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como taquizoitos, numa forma de reproducdo assexuada. A reproducdo assexuada
ocorre nos hospedeiros intermediarios como suinos, caprinos, equinos e aves
(Fortes, 2004).

Os taquizoitos tem forma de meia-lua e nucleo central medindo 6 um de
comprimento por 2 um de largura, a extremidade anterior é pontiaguda e a posterior
arredondada. Taquizoitos sdo encontrados em hospedeiros intermediérios, onde
ocorrem duas fases de desenvolvimento assexuado: na primeira fase taquizoitos
invadem as células e se multiplicam rapidamente por endodiogenia levando a
formacao de pseudocistos que se rompem e liberam taquizoitos que se disseminam
para varios tecidos (sistema nervoso central, olho, musculos esqueléticos e
cardiacos). Essa forma infectante € a responsavel pela manifestacdo clinica da
doenca. O sinal clinico mais comum é a elevacao da temperatura do animal, a qual
foi observada concomitantemente com o aparecimento dos taquizoitos no
mesentério e nodulos linfaticos. Geralmente a febre dura por uma semana, neste
periodo os taquizoitos sdo detectados na circulacao (Dubey et al, 1980; Wastling et
al 1993). Na presenca de uma resposta imune protetora do hospedeiro, os
taquizoitos se transformam em bradizoitos e iniciam a segunda fase do
desenvolvimento assexuado (Fortes 1997; Tenter, 2000).

Os bradizoitos sdo semelhantes aos taquizoitos, diferindo por apresentarem o
nacleo préoximo a extremidade e apresentam multiplicacéo lenta. Os bradizoitos vao
formar os cistos teciduais, predominantemente em tecidos neurais e musculares,
podendo persistir por toda a vida do hospedeiro (fase cronica). Quando ingeridos por
hospedeiros definitivos, a parede dos cistos é digerida por enzimas proteoliticas,
liberando bradizoitos que invadem células epiteliais do intestino delgado e iniciam o
desenvolvimento da fase assexuada com formacdo de esquizontes e liberacdo de
merozoitos, 0s quais iniciam a fase sexuada com a producéo final de oocistos nédo
esporulados. Se as condi¢des climaticas forem favoraveis, os oocistos sobrevivem
no ambiente cerca de 18 meses, ocorrendo a sua esporulacdo no periodo de 1 a 5
dias (Dubey e Beattie, 1988; Buxton e Rodger, 2008).
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2. 3. Transmissao

A infeccao por T. gondii pode ocorrer por transmissao congénita, ou por
transmissdo horizontal. Esta ocorre pela ingestdo de cistos encontrados em carne
crua ou mal cozida, ingestdo de oocistos encontrados em &gua e alimentos
contaminados ou disseminados por vetores mecanicos (Neves, 2005).

A transmissdo congénita da toxoplasmose é uma importante causa de
abortos em ovinos. Williams et al (2005) estudando 53 cordeiros observaram que 7%
deles apresentavam toxoplasmose congénita e 90% dos natimortos foram positivos
para T. gondii nas analises por PCR. No Uruguai, um levantamento realizado entre
1992 e 1994 em diferentes regides do pais demonstrou que as perdas por
toxoplasmose ovina, durante a gestacdo foram de 1,4 a 3,9% (Freyre et al., 1999).
No Brasil, Motta et al (2008) descreveram a presenca de anticorpos anti T. gondii em
trés ovelhas que abortaram. Uma delas teve o feto necropsiado e nele foram
observados cistos deste parasito.

A presenca de anticorpos anti T.gondii no colostro também é um bom
indicador da transmissao congénita da toxoplasmose (Innes et al, 2009).

Existe a ocorréncia de transmissdo de formas infectantes do T. gondii no sémen
dos seres humanos e touros (Martinez-Garcia et
al, 1996;. Scarpelli et al, 2001), sémen e leite de cabras
(Dubey e Silva, 1980; Chiari e Neves, 1984).

Em ovinos também ocorre transmissao do T. gondii através do sémen. Moraes et al
(2010) infectaram 41 ovelhas, férteis, com sémen infectado experimentalmente com
diferentes doses do parasito Os animais eram soronegativas no teste de imunofluorescéncia
para T. gondii e Neospora caninum. As ovelhas foram distribuidas em trés grupos, as
fémeas do grupo | (15 ovelhas) foram inseminadas com sémen contendo 6,5 x 10°
taquizoitos, as fémeas do grupo Il (15 ovelhas) foram inseminadas com sémen contendo 4,0
x 10" taquizoitos e as fémeas do grupo lll (11 ovelhas) foram inseminadas com sémen livre
de taquizoitos, grupo controle. No grupo |, 5 (33,3%) ovelhas apresentaram soroconversao.
No grupo Il todas as fémeas apresentaram soroconversdo- 15/15 (100%). Nenhum dos
ovinos do grupo Il apresentou anticorpos anti T. gondii.

A toxoplasmose pode ser transmitida por 6rgaos transplantados, neste caso
resulta em toxoplasmose aguda no receptor. A incidéncia de transmissdo de
toxoplasmose por transplantes de 6rgaos € atualmente desconhecida. Uma reviséo

realizada por Montoya et al (2001), com transplantes cardiacos no Stanford Medical
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Center 1980-1996, demonstrou que em 575 pares de doadores e receptores foram
relatados 32 transplantes em que os doadores eram sorologicamente positivos para
T. gondii, e o0 receptor era negativo. Desses 32 pacientes, 16 receberam profilaxia
para toxoplasmose e nenhum destes pacientes desenvolveram toxoplasmose. Em
contraste, quatro dos demais 16 pacientes sem profilaxia desenvolveram
toxoplasmose fatal. A toxoplasmose também tem sido relatada apds o transplante
renal (Renoult et al., 1997). Em transplantes de figado e de medula 6ssea, febre,
encefalite e pneumonia foram as principais caracteristicas clinicas observadas nos
pacientes nos primeiros 3 meses apos o transplante ( Weiss et al, 2009).

A infeccdo pode ocorrer ainda por outros mecanismos como, acidentes

laboratoriais e ingestéo de leite cru (Tenter et al 2000; Hill e Dubey, 2002).

2. 4. Invasao Celular

A invasdo da célula do hospedeiro pelo T.gondii € um processo complexo
que inclui varias etapas. Inicialmente, o parasito anexa-se frouxamente a superficie
da célula do hospedeiro. Essa interacdo é de baixa afinidade e provavelmente
mediada por proteinas de superficie do parasito, a maioria das quais sdo proteinas
GPI ligadas, nomeadas de SAGs (antigenos de superficie), SRSS (sequéncias SAG-
relacionados) e SUSAs (antigenos de superficie SAG-independentes) (Boothroyd et
al 1998; Pollard, et al 2008).

Apos fixacdo, um sinal desconhecido provoca um aumento do calcio citosélico
que estimula a liberagcdo do micronema. A maioria dos principais liberadores do
micronema é desconhecido, entretanto, ha evidéncias de que proteinas cinases
dependentes de calcio (CDPK) estdao envolvidas. Uma CDPK Toxoplasma
(TgCDPKZ1) pode regular a motilidade e invasao da célula (Kato et al, 2008).

Um segundo mecanismo desconhecido estimula a exocitose de proteinas da
roptria do parasita. Quatro proteinas (RON2, RON4, RON5 e RONBS), localizadas na
roptria, ligam-se a uma proteina AMA1l do micronema. Juntas, essas proteinas
formam a juncdo de movimento, que é um complexo na membrana plasmatica da
célula hospedeira que migra ao longo do comprimento do parasito como produto da
invasao (Straub et al, 2009; Alexander et al, 2005 ).
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Durante a invasdo, o parasito forma um vacuolo parasitéforo que permite a
aquisicdo eficiente de nutrientes do hospedeiro e evasdo das defesas imunitarias
(Bradley e Sibley, 2007; Martin e Sinai, 2007). A membrana do vacuolo parasitoforo
(PVM) é extensivamente modificada pelo parasito e contém mudltiplas proteinas que
interagem com as organelas da célula do hospedeiro, incluindo a mitocondria e o
reticulo endoplasmatico (Ling et al , 2006).

O parasito modula as vias de sinalizacdo do hospedeiro, incluindo a via de
apoptose (Carmen e Sinai, 2007) que capta sinais especializados na maquinaria de
transporte vesicular relacionados com a aquisicéo de lipidios (Coppens et al, 2006).
T. gondii injeta varias moléculas de sinalizacdo dentro da célula do hospedeiro,
resultando em uma extensa remodelacdo da expressdo génica celular e vias
metabdlicas (Boothroyd e Dubremetz, 2007). As proteinas do T. gondii envolvidas
nestas interacdes com a célula hospedeira foram encontrados na roptria derivados e
estdo envolvidas no recrutamento de organelas, bem como na regulacao direta da
transcricdo do gene no nudcleo (Bradley e Sibley, 2007). As proteinas ROP16 e
ROP18, localizadas na membrana do vacuolo parasitéforo estédo relacionadas com
as cinases que sdo secretadas para dentro do citoplasma da célula hospedeira
durante a invasado (Saeij et al 2006; Saeij et al 2007; Sibley, 2007; Taylor et al
2006). ROP16 STAT altera a sinaliza¢do no nucleo da célula do hospedeiro (Saeij et
al 2007), enquanto o alvo de ROP18 permanece indescritivel.

Apesar do progresso sobre a definicdo da maquinaria necessaria para a
invasdo do parasito, pouco se sabe sobre as estruturas da célula do hospedeiro
envolvidas na invasao do parasito. Também ndo s&o conhecidas as proteinas de
superficie do hospedeiro que interagem com as adesinas do micronemas ou 0
complexo de juncdo em movimento. Além disso, ndo é claro se o parasito pode
invadir qualquer regido da membrana plasméatica ou se procura regifes ricas em

lipidios especificos e / ou proteinas (Blader e Saeij, 2009).

2. 5. Patologia

A toxoplasmose geralmente € assintomatica, resultando uma infecgéo latente

com cistos teciduais, comum em humanos. A toxoplasmose sintomatica € vista em
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grupos especificos como fetos, recém-nascidos e individuos imunodeprimidos
(Weiss e Dubey, 2010).

Segundo Barberan e Marco (1997), o trato uterino ndo é um ambiente que oferece
ideais condicdes nutricionais e permite a multilocalizacédo e persisténcia de taquizoitos. Na
infeccdo congénita as consequéncias clinicas sdo determinadas pelo periodo
gestacional da méde. Quando a infec¢do ocorre no inicio da gestacdo o sistema
imune do feto ainda esta imaturo e provavelmente ocorre o aborto. Se a infeccéo
ocorrer no meio da gestacdo pode resultar em natimortos ou o nascimento de
animais fracos, entretanto, quando a infeccdo ocorre com a prenhez mais avancada
os cordeiros nascem clinicamente normais, porém infectados (Buxton, 1990).

Isso ocorre devido a capacidade do feto em montar uma resposta imunolégica
de perfil Thl, que aumenta a medida que o mesmo amadurece no Gtero materno
(Innes e Vermeulen, 2006).

Remington et al (1968) sugeriram que a deteccdo de anticorpos IgM no
sangue do corddo umbilical ou no soro do recém nascido poderia ser util no
diagnéstico da toxoplasmose congénita, uma vez que 0s anticorpos IgM néo
atravessam a placenta, enquanto que os anticorpos IgG o fazem.

Em humanos imunocompetentes e em criancas, 10 a 20% dos casos de
infeccdo pelo T. gondii sdo sintomaticos (Remington, 1974). A manifestacdo mais
comum € a linfadenopatia cervical assintomatica, mas qualquer dos linfonodos pode
ser infectado. Linfadenopatia pode ser acompanhada por febre, mal estar, sudorese
noturna, mialgia, dor de garganta, erupcao cutanea, dor abdominal e um pequeno
namero de linfocitos atipicos (<10%). Os sintomas, quando presentes, geralmente
desaparecem dentro de alguns meses e raramente persistem por mais de 12 meses
(Weiss e Dubey, 2009).

A infeccdo aguda pelo T. gondii é assintomatica na maioria das mulheres
gravidas. As mulheres infectadas antes da gestacéo nao transmitem a infec¢ao para
o seu feto. As manifestacdes clinicas da toxoplasmose adquirida durante a gestacéo
também variam de acordo com o periodo gestacional (Weiss e Dubey, 2010).

Em portadores do virus HIV a manifestagdo clinica mais comum da
toxoplasmose € a encefalite (Luft e Remington, 1992), que ocorre quando a
contagem de células T CD4" esta abaixo de 200 células / pL. As manifestacGes

clinicas incluem alteracbes do estado mental, convulsbes, fraqueza, distarbios dos
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nervos cranianos, alteracdes sensoriais, distirbios do movimento e manifestacdes

neuropsiquiatricas (Weiss e Dubey, 2009).

2.5.1 Toxoplasmose em ovinos

O primeiro relato de toxoplasmose em ovinos ocorreu em 1942 por Olason e
Monlux nos Estados Unidos (Ulon, 1996), onde foram descritas lesdes e sinais clinicos da
doenca. Também foram encontradas as formas tipicas do parasito em uma ovelha adulta
gue havia apresentado sinais nervosos.

Somente a partir 1954, o T. gondii foi reconhecido como agente etiol6gico de
abortos da espécie ovina, sendo observado desde entdo em tecidos da placenta de
ovelhas que tiveram os fetos abortados (Hartley et al 1954; Hartley & Marshall,
1957).

Segundo Buxton et al (2007), sinais clinicos de infec¢do pelo T. gondii em ovelhas
prenhes é caracterizada por fetos mortos, embriées mumificados, reabsor¢do embrionaria
cordeiros fracos e com baixo peso apés o parto. Estes relatos confirmam os encontrados por
Moraes et al, (2010) onde foi demonstrado que a infeccdo experimental com o T. gondii

causa morte a reabsorcdo embrionaria em ovinos.Neste mesmo estudo os animais

apresentaram apatia, hipertermia e fezes diarréicas.

Posteriormente outros relatos da infeccdo em ovinos foram descritos em varios
paises. No México, dois estudos realizados durante a década de 90 revelaram uma
soroprevaléncia de 20% a 55% em trés estados do México, pelo método de IFAT (Cruz-
Va'zquez et al. 1992). Caballero-Ortega et al ( 2008), encontraram uma frequéncia alta de
toxoplasmose em ovelhas de uma fazenda experimental localizada junto a costa do Golfo
do México, com uma estimativa de 2 novos casos a cada ano.

Segundo Tenter et al, (2000) a frequéncia de reagbes positivas em ovinos
varia de 3% no Paquistéo e Zibabwe a 92% na Franca.

No Ird a infecgéo por T. gondii & altamente prevalente em ovinos (Ghorbani et
al 1983). Razmi et al (2010), detectaram soropositividade em 5,2% dos 325 animais
estudados na Provincia de Khorasan, neste mesmo rebanho o parasito foi isolado do
cérebro de um feto abortado.

No Brasil, estudos revelam a presenca de anticorpos IgG anti T. gondii em

ovinos. Motta et al, (2008) analisando 9 ovinos de uma propriedade do Rio Grande



19

do Sul, revelaram a existéncia aborto afetando 58,3% das fémeas e soropositividade
em 33,3% dos animais analisados. No exame histoldgico evidenciou a presenca
cistos e taquizoitos no cérebro e cortex de um feto abortado.

Achados histolégicos também foram observados por Okuda et al. 2007 em
surto de aborto ovino diagnosticado no Estado de Minas Gerais.

Soccol et al, (2009) encontraram na area periurbana de Cascavel, Parana,
17,6% dos animais com sorologia positiva. Na area urbana foram encontradas
sorologias positivas em 26,8% dos animais do Parque do Barigui e 60% dos ovinos
do Exercito Brasileiro.

Devido a esses relatos, a toxoplasmose é considerada a maior causa de

problemas reprodutivos em ovinos (Tenter et al., 2000).

2. 6. Resposta Imunoldgica

Apos a infeccdo, a imunidade natural e a imunidade adquirida trabalham
juntas para limitar a multiplicacéo e a replicacédo do parasito no estagio de taquizoito
(Innes & Vermeulen, 2006). A imunidade natural € a linha de defesa inicial contra os
microrganismos, consistindo em mecanismos de defesa celulares e bioquimicos que
ja existiam antes do estabelecimento da infeccdo. A medida que a imunidade se
adapta a infeccdo € chamada imunidade adquirida. Esta apresenta memoria, grande
diversidade e especificidade a diferentes antigenos (Abbas et al 2008).

Em resposta a infec¢do do parasito sdo produzidos anticorpos IgM anti- T. gondii,
gue sao indicativos de infeccao recente e nao de re-infeccdo. Com o decorrer da infeccéo
e a maturacdo da resposta imune, sdo produzidos os anticorpos IgG . Estes vao
apresentar uma maior avidez, com o passar do tempo, e vao ser maioria na circulacao
sanguinea (Camargo et al, 1991).

A imunidade mediada por células é o mais importante mecanismo na regulagéo
da infeccdo por T.gondii, com a participagdo das células T CD4", T CD8", macréfagos e
células natural killer (NK). Durante a infeccdo aguda, a interleucina-12 (IL-12) é
produzida por macrofagos infectados e estimula células NK a liberar interferon gama
(IFN-y) induzindo a diregéo das células T CD4" na subpopulacdo Thi produtora de IL-2
e IFN-y, que sdo criticas para a sobrevivéncia do hospedeiro. Células T CD8"

contribuem para controlar as infec¢des agudas devido a produgédo de IFN-y e ativagao
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de macréfagos. Células infectadas séo destruidas por células T CD8", o que promove a
liberacé@o de taquizoitos, que ficam acessiveis a varios mecanismos imunoldgicos como
anticorpos, macrofagos ativados e células NK. Assim a formacdo de cistos é
dependente primariamente de mecanismos imunes mediados por IFN-y (Hegab; Al-
Mutawa, 2003).

Sendo assim, o IFN-y representa o principal mediador de resisténcia ao T.gondii
através da ativacdo de macrofagos, os quais inibem a replicacdo de parasitos pela
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que promovem a inativacdo de
enzimas criticas para a replicagdo do parasito. Outra citocinina importante na regulagéo
da resposta imune celular € a IL-10, que tem efeitos inibitérios sobre a atividade
microbicida de macrofagos ativados por IFN-y e a diferenciagcdo de clones Th1 (Silva,
2003).

2. 7. Diagnéstico

O diagnéstico da toxoplasmose deve combinar as informacdes clinicas e os
dados laboratoriais. O diagndéstico de toxoplasmose € realizado através de testes
sorolégicos, necropsias de fetos abortados, exame histopatolégico,
imunoistoquimico e da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Pereira-Bueno et al.,
2004).

De acordo com Dubey et al, (2004) o exame parasitolégico em felinos
consiste em demonstrar a presenca dos oocistos nas fezes, o0 que pode ser
demonstrado por meio da flutuacdo ou centrifugacdo com solucdo de Sheater. Os
oocistos sao identificados nas fezes dos felinos no periodo de eliminacdo do ciclo
enteroepitelial que dura de uma a duas semanas. Entretanto a maioria dos felinos
sdo assintomaticos neste estagio e o exame néo é realizado, a menos que haja
também o ciclo extra intestinal, quando os felinos apresentam os sinais clinicos da
toxoplasmose (Swango et al, 1992).

O diagnostico sorologico da toxoplasmose é realizado através da identificacédo
e quantificagédo de anticorpos anti- T. gondii (Camargo, 1996). Em 1948, Albert Sabin
e Feldman Harry, desenvolveram o primeiro teste sorologico, o teste do corante, um

teste sensivel e especifico, sem evidéncia de falsos resultados em humanos.
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Entretanto, a utilizacdo deste teste tem sido restrita devido ao uso obrigatério do T.
gondii vivo 0 que traz sérios problemas de biosseguranca (Kompalic-Cristo et al.,
2005; Nakajima-Nakano et al., 2000).

O teste de imunofluorescéncia utiliza taquizoitos mortos aderidos a lamina de
vidro, que sao incubadas com diluicbes do soro que se deseja investigar, a esta
unido segue-se uma segunda incubacé&o com anti-imunoglobulina conjugada. Com a
auséncia dos anticorpos no soro deixara de ocorrer ligagdo com o anticorpo
fluorescente, representando um resultado negativo (D’Agostinho, 1994). Este teste
é altamente especifico e sensivel de facil realizacdo, sem riscos de contaminacao
acidental e ndo requer o organismo vivo (Araudjo, 1999). Entretanto esta técnica
requer equipamentos especiais e caros como o0 microscopio de imunofluorescéncia e
as anti-gamaglobulinas especifica para cada espécie que vai se realizar o teste
(Larsson, 1989).

O Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) é o teste laboratorial mais comum. Esté
disponivel em kits comerciais, é de rapida execucdo, baixo custo e ndo ha
comprovacdo de que sofre interferéncia de fatores inespecificos como o Fator
Reumatoide e anticorpos antinucleares (Wilson, 2003).

No Ensaio Imunoenzimético de Microparticulas (MEIA) a area da superficie
das microparticulas aumenta a cinética do ensaio e diminui seu tempo de incubacéo,
tendo a vantagem de poder diferenciar anticorpos de alta e baixa avidez, o que
confere a capacidade de diferenciar a fase crénica da fase aguda (Abbott AXSym®
System, 1996).

O teste de Western blotting € utilizado para determinar a quantidade relativa e
0 peso molecular de uma proteina dentro de uma mistura de proteinas ou de outras
moléculas do antigeno. A mistura € submetida a uma separacdo analitica
geralmente por SDS-PAGE, de modo que as posic¢des finais das diferentes proteinas
no gel sejam uma funcdo do seu tamanho molecular. O espectro de proteinas
separadas é, entdo, transferido do gel de separacdo de poliacrilamida para uma
membrana de suporte, por acdo de capilaridade (blotting) ou por eletroforese, de
forma que a membrana adquira uma réplica do espectro das macromoléculas
separadas presentes no gel. O SDS € removido da proteina e a posi¢cdo do antigeno
protéico na membrana pode entédo ser detectada pelo acoplamento de um anticorpo
especifico marcado para aquela proteina fornecendo informacdes sobre o tamanho

e a quantidade do antigeno (Abbas et al, 2008).
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O teste de Hemaglutinagdo Indireta revela imunoglobulinas G e M
relacionadas a constituintes protéicos intracitoplasmaticos. As vantagens desta
técnica sdo as de dispensar o uso do antigeno vivo, ser pratica e apresentar baixos
riscos de acidentes laboratoriais, possibilidade de armazenamento no refrigerador,
baixo custo e triagem satisfatoria (Neto e Marchi, 1999).

O teste € realizado em placas com fundo em V, e possui como principio as
hemacias de aves ou ovinos sensibilizadas com extrato solluvel de taquizoitos de T.
gondii. Esses permitem a formacéo de um suporte, possibilitando assim a formagéo de
pontes moleculares na presenca do anticorpo especifico (hemacias positivas
apresentam um aspecto de tapete de hemacias aglutinadas). Na auséncia dos
anticorpos fica impossibilitada a formacdo de pontes antigénicas, facilitando a
sedimentacdo das hemacias no fundo da placa, representando um resultado negativo
(Neto e Marchi, 1999).

De acordo com Silva et al. (2002), o uso da hemaglutinacdo indireta para a
triagem de anticorpos anti-T. gondii em soros de animais tem sido amplamente utilizada

devido a sua praticidade e sensibilidade.

3. Objetivos

3. 1. Objetivo Geral

Verificar a existéncia de toxoplasmose em ovinos utilizados em sistema de

producdo semi-intensivo e com programa de reproducao assistida.

3. 2. Objetivos Especificos

e Determinar a frequéncia de anticorpos IgG anti T. gondii no soro dos animais

coletados;

¢ Titular as amostras positivas para anticorpos IgG anti T. gondii.
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4.0. Material e Métodos

4.1. Amostras

Foram colhidas amostras de sangue, por puncdo venosa da veia jugular de
113 ovelhas da raca Santa Inés (79 multiparas e 34 nuliparas), dois cdes e um gato,
de uma propriedade com sistema de producdo semi-intensivo e programa de
reproducdo assistida no municipio de Entre Rios — Bahia, localizado a uma latitude
de 11°56'31"sul e longitude 38°05'04" oeste, com altitude de 162 metros.
As amostras foram centrifugadas a 1500rpm, por cinco minutos para obtencéo dos
soros, que foram alicotadas em microtubos de polietileno e mantidos a -20°C, até a

realizacdo do teste.

4.2. Realizacao dos testes de Hemaglutinacao Indireta (HAI)

Os testes foram realizados no Laboratério de Bioquimica e Imunologia
Veterinéria da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, onde os soros foram
submetidos ao teste de hemaglutinacéo indireta (HAI) para deteccdo de anticorpos
IgG anti- T. gondii. Os testes para determinacdo de anticorpos anti- T. gondii foram
realizados utilizando kits comerciais (Imuno-HAI; WAMA Diagnéstica), seguindo as
instrugdes recomendadas pelo fabricante. As amostras de soro foram triadas numa
diluicho de 1:64. Aquelas com reacdo positiva, neste ponto de corte, foram
novamente diluidas em série, numa razdo de dois, até ndo mais reagirem, para a

determinacao dos seus titulos.
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5.0. Resultados

Das 113 amostras de ovelhas analisadas seis (5,30 %) foram positivas no teste
de hemaglutinacéo indireta. Todas as ovelhas positivas foram multiparas (Tabela 1).
Duas amostras foram positivas apenas no ponto de corte 1:64. Na titulagdo, duas
ovelhas apresentaram soropositividade na diluicdo de 1:128 e duas ovelhas foram
positivas na diluicdo de 1:256 (Tabela 2). Apenas um cado apresentou reagcdo com

titulo de 1:128. O gato testado ndo apresentou reacao neste estudo.

Tabela 1: Deteccdo de anticorpos IgG anti T. gondii em ovelhas nuliparas e
multiparas numa propriedade com sistema de criagdo semi - intensivo e com

programa de reprodugao assistida.

N° de amostras N° de amostras Total
positivas (%) negativas (%)
Nuliparas 0 (0%) 34 (100%) 34
Multiparas 6 (5,30%) 73 (92,4%) 79

Total 6 107 113
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Tabela 2: Distribuicdo dos animais positivos de acordo com o titulo de anticorpos
IgG anti T. gondii.

Titulo de Quantidade de Percentual de
anticorpos IgG amostras positivas amostras positivas
1:64 2 33,3
1:128 2 33,3
1:256 2 33,3
Total 6 100

6.0 Discussao

Em um estudo epidemiolégico com dez propriedades de ovinos que utilizavam os
sistemas de producédo extensivo e intensivo e através do método de imunofluorescéncia
indireta, Silva et al (2003) encontraram propriedades com 14,90% a 90,90% de animais
positivos para T. gondii. DUBEY (1990) considera que os diferentes valores de
prevaléncia encontrados, nos varios estudos epidemiolégicos de toxoplasmose, em
rebanhos de ovinos, sdo decorrentes do método soroldgico, da regido do estudo, da
idade e manejo dos animais. Provavelmente, esses fatores devem influenciar na baixa
prevaléncia encontrada, quando comparado com os valores encontrados por Silva et al
(2003).

Segundo Pinheiro Jr. et al (2009), animais criados em sistema extensivo tém 2,3
vezes mais chances de serem infectados que animais que vivem em sistema intensivo,
enquanto que 0s animais que vivem em sistema de criacdo semi intensivo tem
aproximadamente 3,2 vezes mais chances de infec¢cdo que animais criados em sistema

extensivo. Isso se deve a forma de manejo a qual os animais sao submetidos. Na
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propriedade estudada o manejo de producado e de reproducéo assistida provavelmente
tem uma influencia sobre a prevaléncia encontrada.

Analisando amostras de soros de 123 ovelhas, de duas propriedades submetidos
aos testes de hemaglutinacdo indireta e imunofluorescéncia indireta com pontos de
corte de 1:16 e 1:20, respectivamente, Silva et al (2006) encontraram na primeira fase
do experimento 39 (44,8%) ovelhas positivas pelo teste de imunofluorescéncia e 17
(19,5%) através da hemaglutinacdo. Na segunda propriedade, das 36 ovelhas
analisadas, nove (25%) foram reagentes pela imunofluorescéncia e oito (22,2%) por
meio da hemaglutinagdo. O maior titulo encontrado foi de 1: 1024 e 1:10240, através
da hemaglutinacdo e imunofluorescéncia, respectivamente.

Na propriedade estudada o maior titulo encontrado foi de 1: 256. Provavelmente
devido aos diferentes pontos de corte utilizados é que observamos diferencas nos
resultados encontrados, um ponto de corte mais baixo € menos especifico interferindo
na comparacdo de resultados. Para Camargo et al (1996), a discrepancia entre os
titulos pode ser explicada pelas diferentes técnicas sorologicas adotadas.

O teste de hemaglutinacao indireta € um bom indicador de infeccéo recente, pois
anticorpos 1gG de baixa avidez ocorrem no inicio da infeccdo com pouco poder
aglutinante, resultando em titulos baixos. Segundo Hurtado et al (2001) o teste de
imunofluorescéncia € eficiente para o diagndstico da toxoplasmose, porém a
amplificacdo do PCR é capaz de confirmar os resultados soroldgicos incertos.

Poucos relatos na literatura distinguem infeccdes agudas e infeccfes cronicas da
toxoplasmose ovina. Nas infec¢cdes recentes os anticorpos IgG apresentam baixa
avidez sendo crescentes ao longo da infeccdo (Camargo, 1991). Freire et al (1995)
definiram animais positivos com titulos del: 4096 como portadores de infeccdo aguda.
Figliuolo et al (2004) relatam que 36,2% dos ovinos do estado de Sao Paulo estdo
provavelmente na fase aguda da infeccdo por apresentarem titulos sorolégicos
superiores a 1:1024. Possivelmente titulos mais baixos como 1:256 seriam indicativos
de uma infec¢éo crénica.

Com relacéo a idade, Ogawa et al (2003) observaram que existe uma diferenca
entre a idade do rebanho e o niumero de ovinos infectados com o T. gondii. Animais
com idade igual ou superior a dois anos apresentam maior percentual de infeccéo.
Provavelmente devido a isso, todas as ovelhas positivas foram multiparas com idade

superior a 12 meses, apresentando maior tempo de exposi¢éo ao parasito presente no
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ambiente, aumentando a chance de infec¢cdo, bem como eventos de gestacédo e

lactacéo podem ter levado a uma imunossupresséo destas ovelhas.

7. 0. Conclusao

Os resultados nos levam a concluir que os animais da propriedade estudada
apresentam anticorpos IgG anti T. gondii. Indicando que o parasito pode estar presente
em propriedades que utilizam programas de reproducdo assistida, que mesmo com
técnicas de ultima geracdo os cuidados basicos de controle higiénico tém que ser

intensificados para evitar a contaminacdo dos animais.
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