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RESUMO

UENO, T. E. H. Prevaléncia das infeccoes por Toxoplasma gondii e Neospora
caninum em matrizes e reprodutores ovinos de rebanhos comerciais do
Distrito Federal, Brasil. [Prevalence of Toxoplasma gondii and Neospora caninum
infections in ewes and rams of commercial flocks from Distrito Federal, Brazil]. 2005.
107 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterindria) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2005.

Foram colhidas, de mar¢o a junho de 2004, amostras de sangue de 108 carneiros e
920 matrizes de 32 propriedades comerciais de ovinos do Distrito Federal,
totalizando 1028 amostras. Os soros foram submetidos a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), utilizando-se as diluicées 1:64 e 1:50 como ponto
de corte para, respectivamente, T. gondii € N. caninum. A prevaléncia observada
para T. gondii foi de 38,22% (26,81% < IC 0,95 < 49,62%). Os titulos variaram de 64
a 65536, e o titulo com maior freqiéncia foi 2048 (21,15%). Para N. caninum, a
prevaléncia foi de 8,81% (7,08% < IC 0,95 < 10,53%), com titulos variando de 50 a
51200, sendo o titulo mais freqlente 50 (21,11%). Ovinos reagentes a ambos 0s
parasitas corresponderam a 4,67%. A analise dos possiveis fatores de risco nao foi
possivel, pois todas as propriedades possuiam ao menos um animal positivo para T.
gondii e a maioria (87,50%) das propriedades foram positivas para N. caninum. A
prevaléncia para T. gondii foi significativamente maior entre os machos que entre as
fémeas. Utilizando-se reacdo em cadeia pela polimerase e enzimas de restricao para
o locus SAG2, em uma amostra de cérebro dentre 11 colhidas em um abatedouro da
regiao foi identificado T. gondii tipo |. Os resultados demonstram que as infeccdes
pelos dois parasitas estdo presentes e disseminadas no rebanho ovino do Distrito
Federal.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Neospora caninum. Ovinos. Distrito Federal.

Prevaléncia.



ABSTRACT

UENO, T. E. H. Prevalence of Toxoplasma gondii and Neospora caninum
infections in ewes and rams of commercial flocks from Distrito Federal, Brazil.
[Prevaléncia das infeccoes por Toxoplasma gondii e Neospora caninum em matrizes
e reprodutores ovinos de rebanhos comerciais do Distrito Federal, Brasil]. 2005. 107
f. Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterindria) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2005.

From March to June 2004, serum samples from 108 rams and 920 ewes were
collected from 32 herds within Distrito Federal, Brazil. The samples were tested by
Immunofluorescent Antibody Test, using sera diluted 1:64 and 1: 50 as cut-off values
for the detection of antibodies against Toxoplasma gondii and Neospora caninum,
respectively. The observed prevalence for T. gondii infection was 38.22%
(26.81%<IC 0,95<49.62%). The titers encountered ranged from 64 to 65536, with the
most prevalent titer being 2048 (21.15%). The observed prevalence for N. caninum
infection was 8.81% (7.08%<IC 0,95<10,53%). The titers ranged from 50 to 51200,
being 50 the most frequent titer value (21.11%). The reactant sera to both pathogens
corresponded to 4.67% of the samples. The risk factors for T. gondii and N. caninum
infections were not determined because of the absence of negative herds for T.
gondii infection and the high proportion of herds positive for N. caninum infection
(87.50%). The prevalence for T. gondii infection was significantly higher among
males than in females. By using the polymerase chain reaction and restriction
fragment length polymorphism of locus SAG2 on 11 brain samples collected in a
regional slaughterhouse, only one sample was positive and proved to be archetype |.
The results show that infection by both parasites is widespread in the ovine
population from Distrito Federal.

Key-words: Toxoplasma gondii. Neospora caninum. Sheep. Distrito Federal.

Prevalence.
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1 INTRODUCAO

O efetivo do rebanho ovino no Brasil em 2003 era de 14,5 milhdes de cabecas
(IBGE, 2005). Nos anos 90 o pais chegou a ter 20 milhées de cabecas, mas, devido
a uma retracdo do mercado de |&, houve uma queda no tamanho do rebanho e,
atualmente, a ovinocultura estd em expansao, mas voltada agora para a producao
de corte (ZAFALON, 2005). A regiao Centro-Oeste responde por 5,5% do rebanho
nacional, ficando atras das tradicionais regides produtoras de ovinos do pais, as
regidbes Nordeste, que possui 56,56% do rebanho, e a regidao Sul, com 31,75%
(IBGE, 2005). O rebanho do Distrito Federal, entretanto, esta em franco crescimento,
passando de 6573 cabecas em 1998 para 15020 em 2003, segundo o IBGE (2005).

O consumo de carne ovina no Brasil, que hoje é de 700 gramas per capita por
ano, vem aumentando, mas ainda estéa abaixo de paises desenvolvidos (GECOMP-
UnB, 2004). Apesar disso, a oferta de carne nacional ndo consegue atender a
demanda. Estima-se que 50 a 90% da carne ovina consumida nos grandes centros
seja importada (ZAFALON, 2005). Em 2003, o Brasil importou 3,135 toneladas de
carne ovina (FAO, 2005).

Apesar do potencial de crescimento, no DF a produgéo local ainda ndo atende
a demanda, evidenciada pelo fato de os frigorificos abaterem animais de outras
regides. A maior parte da carne produzida no DF é destinada ao mercado informal,
sendo que grande parte dos animais € abatido clandestinamente para atender a
feiras e consumidores diretamente. Os frigorificos atendem a consumidores diretos,
feiras e restaurantes (GECOMP-UnB, 2004).

O Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatério (DUBEY, 1994)

classificado no filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae e subfamilia
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Toxoplasmatinae, que agrupa os géneros Toxoplasma, Neospora, Hammondia e
Besnoitia (MUGRIDGE et al., 1999). E um dos parasitas que possui maior variedade
de hospedeiros e, devido a sua importancia médica e veterinaria, também é um dos
mais estudados (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). Segundo estes mesmos
autores, existem mais de 15000 artigos originais e mais de 500 revisdes sobre o
assunto.

A toxoplasmose € uma causa importante de abortamentos e outras falhas
reprodutivas em ovinos e caprinos (ANDERSON; BARR; CONRAD, 1994). Os
problemas reprodutivos e a infeccdo transplacentaria geralmente ocorrem apenas
quando a primoinfeccdo da ovelha acontece durante a prenhez, sendo que a
imunidade é duradoura e abortos repetidos sao raros (BEVERLEY; WATSON, 1971).
A ingestao de carne ovina crua ou mal cozida é uma importante via de infeccao para
humanos (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

O Neospora caninum foi descrito nos anos 80 (DUBEY et al., 1988a) e, desde
entdo, tem sido admitido como um importante causador de problemas reprodutivos
em bovinos e desordens neuromusculares em caes (DUBEY, 1999).

A apresentacdo clinica da neosporose em ovinos € semelhante a da
toxoplasmose (BUXTON et al., 1997), porém, ao contrario da ultima, pode levar a
abortamentos repetidos, mostrando que a imunidade apds uma primoinfec¢do nao
parece ser efetiva (JOLLEY et al., 1999). Em vacas a transmissdo vertical é
considerada muito importante, e em algumas propriedades é responsabilizada pela
manuten¢do da infeccdo no rebanho por muitas geracdes (PARE; THURMOND;
HIETALA, 1996). O peso da neosporose para a ovinocultura comparado com a
toxoplasmose ainda é incerto, ja que relatos de problemas reprodutivos causados

por infec¢cdes naturais por N. caninum sdo escassos e, ao mesmo tempo, o volume
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de trabalhos em geral sobre este parasito em ovinos € pequeno.

Na esteira do crescimento da ovinocultura no DF, sdo necessarios estudos
sobre as enfermidades infecciosas e parasitarias que podem afetar o rebanho,
particularmente a toxoplasmose, que possui grande importancia do ponto de vista
econbmico e de saude publica. Assim, o presente levantamento sorolégico foi
realizado devido a auséncia de informacdes sobre a prevaléncia das infeccdes por
Toxoplasma gondii e Neospora caninum em propriedades produtoras de ovinos da

regiao.
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2 OBJETIVOS

o estimar, pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), a prevaléncia de
anticorpos anti- Toxoplasma gondii e anti-Neospora caninum em matrizes e
reprodutores de rebanhos comerciais de ovinos do Distrito Federal

(Experimento 1)

o determinar o genétipo de Toxoplasma gondii por meio de reagcao em cadeia
pela polimerase seguida de analise do polimorfismo de fragmentos gerados
por enzimas de restricdo (PCR-RFLP) em amostras de cérebro de ovinos de

uma das propriedades da regido (Experimento 2)



Revisdo da Literatura 23

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 TOXOPLASMA GONDII

O Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez em 1908 por Nicolle e
Manceaux, que observaram o parasito num roedor africano, o gondi (Ctenodactylus
gondi). A principio, os autores 0 nomearam Leishmania gondii. Ao mesmo tempo,
Splendore (1908), no Brasil, descreveu o parasito em coelhos. Em 1909, Nicolle e
Manceaux renomearam o parasita para Toxoplasma gondii (nome derivado da
juncdo dos termos toxon, vocabulo grego para aludir ao formato de arco do parasito
e plasma, vocabulo que significa forma).

Nos anos 60, formas do parasito foram encontradas em fezes de gatos
(HUTCHISON, 1965) e, em 1970, o ciclo biolégico foi fechado, quando Frenkel,
Dubey e Miller (1970) identificaram os estagios sexuais do T. gondii no intestino
delgado de gatos e os oocistos nas fezes, confirmando o gato como hospedeiro
definitivo.

O agente foi relacionado com abortamentos ovinos pela primeira vez em 1954

na Nova Zelandia (HARTLEY; JEBSON; MCFARLANE, 1954).

3.1.1 Ciclo Biolégico

O T. gondii é um protozoario intracelular obrigatério (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004), capaz de infectar e se replicar dentro de praticamente
qualquer célula nucleada mamifera ou aviaria (BLACK; BOOTHROYD, 2000). Seu

ciclo de vida € heteroxeno facultativo (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000),
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sendo que o gato e outras espécies selvagens da familia Felidae sdo os Unicos
hospedeiros definitivos e, portanto, as Unicas espécies nas quais ocorre 0 ciclo
sexuado e eliminagdo de oocistos nas fezes. Varias espécies de mamiferos e aves
comportam-se como hospedeiros intermediarios, inclusive os préprios felideos, ja
que a reproducdo assexuada em tecidos extraintestinais também pode ocorrer
nesses animais (ANDERSON; BARR; CONRAD, 1994; DUBEY, 1994; TENTER,;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

Sao trés os estagios unicelulares infectantes do parasito: os taquizoitos, os
bradizoitos contidos em cistos teciduais e os esporozoitos contidos em oocistos. As
duas primeiras sao formas assexuadas, presentes em varios tecidos do hospedeiro
intermediario e definitivo, enquanto a ultima € a forma sexuada presente apenas no
intestino do hospedeiro definitivo (BLACK; BOOTHROQOYD, 2000; DUBEY; LINDSAY;
SPEER, 1998).

Os taquizoitos tém formato de arco ou ovalado e medem de 2 a4 por4 a 8
um (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Os taquizoitos entram em qualquer célula do
hospedeiro intermediario e células nao intestinais do hospedeiro definitivo por
penetracdo ativa ou fagocitose e se multiplicam rapidamente por endodiogenia
dentro de um vacuolo parasitéforo. A célula hospedeira se rompe quando nao
suporta mais o crescimento dos taquizoitos, que entdo invadem células vizinhas
(BLACK; BOOTHROYD, 2000; DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; SPEER et al.,
1999). Eles sdo encontrados durante a fase aguda da doenca (BLACK;
BOOTHROYD, 2000), sendo responsaveis pelas manifestacées clinicas e reacdes
inflamatérias (ANDERSON; BARR; CONRAD, 1994). Sob estimulo da resposta
imune do hospedeiro, diferenciam-se em bradizoitos (MONTOYA; LIESENFELD,

2004).
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Os bradizoitos tém aproximadamente 7 por 1,5 um e sao formas de divisao
lenta, localizadas dentro de cistos tissulares. Os cistos jovens sdao pequenos e
aumentam de tamanho conforme os bradizoitos vao se multiplicando em seu interior,
podendo abrigar centenas de organismos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

Os cistos desenvolvem-se dentro do citoplasma das células do sistema
nervoso e muscular principalmente, mas podem ser encontrados também em 6rgaos
viscerais. Cistos intactos ndo provocam reacao inflamatéria e podem persistir por
meses ou talvez por toda a vida do hospedeiro (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998),
constituindo o estagio crénico da infeccao (BLACK; BOOTHROYD, 2000).

Os oocistos medem cerca de 10 por 12 um e cada esporozoito, cercade 2 a 6
por 8 um (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Os esporozoitos contidos dentro de
oocistos sdo formas exclusivas do hospedeiro definitivo. Podem ser eliminados nas
fezes dos gatos apds estes ingerirem qualquer um dos trés estagios infectantes,
porém a excrecao ocorre numa freqiéncia maior de animais e em um numero maior
de organismos apds ingestdo de cistos tissulares (DUBEY, 1994; DUBEY;
FRENKEL, 1972; DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Além disso, 0 periodo pré-
patente (3 a 10 dias) de infecgcdes adquiridas por cistos € mais curto quando
comparado ao periodo pré-patente de infeccées derivadas de ingestao das outras
formas biolégicas (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Durante o periodo de
eliminacéo, a quantidade de oocistos pode exceder 10 bilhdes de unidades (DUBEY;
FRENKEL, 1972).

Apos a ingestdo do cisto tecidual, os bradizoitos liberados no intestino do
felino se diferenciam em outras formas, formando varias geracbes do parasito, que
por fim se multiplicam por esquizogonia nas células enteroepiteliais e em sequéncia

dao origem aos merozoitos, 0s quais provavelmente diferenciam-se para a producao
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dos gametas masculinos (microgametas) e femininos (macrogametas), iniciando a
fase sexuada da reproducado e originando o oocisto (DUBEY; LINDSAY; SPEER,
1998).

Os oocistos esporulam no ambiente apds um a cinco dias da excrecao. Cada
oocisto contém dois esporocistos com quatro esporozoitos cada (DUBEY; LINDSAY;
SPEER, 1998). Os oocistos sobrevivem no ambiente por até 18 meses e tém
elevada resisténcia aos desinfetantes (DUBEY, 1994).

Os gatos eliminam oocistos por um periodo de apenas 7 a 20 dias (DUBEY;
FRENKEL, 1972). Nao se sabe se a eliminagao repetida ocorre naturalmente (HILL;
DUBEY, 2002). Em condicbes experimentais, gatos re-infectados apds seis anos da
primeira infecgdo voltaram a excretar oocistos, assim como gatos co-infectados por
Isospora felis (DUBEY, 1995; DUBEY; BEATTIE, 1988). Filhotes de gatos infectados
congenitamente podem eliminar oocistos apds o nascimento (DUBEY, 1994).

Beverley et al. (1975) sugeriram que oocistos esporulados ingeridos por
ovinos possam passar pelo trato digestério intactos e sairem nas fezes ainda
infectantes, sendo que estes animais neste caso funcionariam como transportadores
mecéanicos de oocistos. Invertebrados como insetos e minhocas também podem
transportar mecanicamente os oocistos, contribuindo para a disseminagéo do agente
(HILL; DUBEY, 2002).

Os trés meios de transmissdo principais sdo: transplacentéria, ingestao de
cistos teciduais contidos em tecidos de animais crus ou mal cozidos e ingestao de
agua ou alimentos contaminados com oocistos (DUBEY, 1994). Hospedeiros
intermediarios geralmente se infectam pelas duas ultimas formas. No caso da
ingestdo de oocistos, os esporozoitos liberados no intestino se diferenciam em

taquizoitos, que se disseminam pelo sangue e linfa e depois se diferenciam em
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bradizoitos, formando cistos nos tecidos. Ingerindo bradizoitos, estes se diferenciam
em taquizoitos e novamente em bradizoitos para encistarem-se em tecidos viscerais
(DUBEY, 1994). A infecgao transplacentaria ocorre quando o animal se infecta pela
primeira vez durante a prenhez (DUBEY, 1994).

Outras formas de transmissdo menos comuns sao o transplante de érgaos e a
transfusdo sanguinea (DUBEY, 1994). Em humanos, o meio mais freqlente de
transmissdo é horizontal, e, provavelmente, a importancia do oocisto ou do cisto
tecidual para a transmissao deve variar de acordo com a regido, o grupo étnico e os
habitos alimentares de cada populagao. A agua parece ter um papel mais importante
do que anteriormente imaginado, ja que surtos relacionados a fontes de agua
contaminada tém sido relatados, além da presenca da infeccdo em mamiferos
marinhos (DUBEY, 2004; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). O T. gondii tem
sido encontrado no leite de algumas espécies de animais, porém apenas 0 consumo
de leite de cabra cru ja foi associado a infeccao em humanos (CHIARI; NEVES,
1984; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

Acredita-se que o0s ovinos e caprinos infectam-se principalmente pela
ingestao de oocistos na agua ou alimento (HILL; DUBEY, 2002), embora Duncanson
et al. (2001) tenham observado alta taxa de transmissdo congénita (61%) em um
rebanho ovino por meio da deteccdo do DNA do parasito em placentas e tecidos
fetais. Em raras circunstancias, podem infectar-se ingerindo restos placentarios ou
de abortos ou leite cru, mas estas vias ndo sdo consideradas importantes (HILL;
DUBEY, 2002).

Os mecanismos de recrudescéncia da infec¢cdo ndo sdo conhecidos. Acredita-
se que mesmo em animais infectados cronicamente alguns cistos se rompem e

liberam bradizoitos. Se o hospedeiro for imunocompetente, conseguiria destrui-los,
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mas se for imunossuprimido, estes bradizoitos se diferenciariam em taquizoitos, que
reativariam a infeccao (BLACK; BOOTHROYD, 2000; DUBEY; LINDSAY; SPEER,

1998).

3.1.2 Epidemiologia

O parasita tem distribuicdo mundial em animais e humanos. A infeccao é
virtualmente ausente apenas em ilhas e atéis que nunca foram habitados por gatos
(HILL; DUBEY, 2002; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

As prevaléncias da infec¢ao por T. gondii em ovinos variam conforme a regiao
e o teste sorologico utilizado. Blewett (1983) compilou 33 trabalhos em ovinos e
encontrou um valor médio de 30%. Tenter, Heckeroth e Weiss (2000) revisaram
levantamentos sorolégicos em ovinos de varios paises de 1990 a 2000 e
observaram frequéncias variando de 0 a 92%.

Os quadros 1 e 2 mostram alguns trabalhos que relatam freqUéncias de

anticorpos anti-T. gondii em ovinos no mundo e no Brasil, respectivamente.
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Referéncia Local Numero Frequéncia Teste Ponto
de testados de positivos sorolégico de corte

Sawadogo et al., Marrakech, 261 27,6% ELISA-IgG

2005 Marrocos

Masala et al., 2003 Sardenha, Itadlia 7194 28,4% RIFI-IgG 1:400
9% RIFI-IgM 1:40

Van der Puije et al., Gana 732 33,2% ELISA

2000

Gorman et al., Chile 408 12% HAI 1:16

1999 28% RIFI-IgG 1:16

Freyre et al., 1999 Uruguai 1613 38,5% DAT 1:64

Skjerve et al., 1998 Noruega 1940 16,2% ELISA

Hashemi-Fesharki Ira 2209 24,3% LAT 1:8

et al.,, 1996 1102 24,6% HAI 1:64

Marca et al., 1996 Zaragoza, 2306 33,72% RIFI-IgG 1:80

Espanha 35,27% MAT 1:80

Zaki, 1995 Paquistao 40 2,5% LAT 1:64

Samad, Rahman e Bangladesh 17 17,65% LAT 1:64

Halder, 1993

Malik, Dreesen Nordeste dos 654 58,56% ELISA

e De la Cruz, 1990 EUA

O’Donoghue, Riley Sul da Austrélia 1159 7,4% HAI 1:64

e Clarke, 1987 9,2% ELISA-IgG 1:64
25,2% ELISA-IgM  1:64

Ghorbani et al., Ira 393 22,9% LAT 1:2

1983

Plant, Freeman Nova Gales do 5724 9% RIFI-IgG 1:64

e Saunders, 1982  Sul, Australia

ELISA: ensaio imunoenzimético

RIFI: reacdo de imunofluorescéncia indireta
HAI: hemaglutinagéo indireta

DAT: teste de aglutinacdo direta

LAT: teste de aglutinacao em latex

MAT: teste de aglutinacdo modificado

Quadro 1 — FreglUéncias de anticorpos anti- Toxoplasma gondii em ovinos, segundo o
Pais e teste sorol6gico empregado
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Referéncia Local Numero Frequéncia Teste Ponto
de testados de positivos sorolégico de corte

Cavalcante et al., Monte Negro, 141 46,8% RIFI-lgG 1:64

2004 Rondbnia

Figliuolo et al.,  S&o Paulo 597 34,7% RIFI-IgG 1:64

2004

Silva et al., 2003 Pernambuco 173 35,3% RIFI-IgG 1:16

Romanelli, 2002 Guarapuava, 305 51,47% RIFI=IgG  1:64
Parana

Gondim et al., Bahia 240 18,75% LAT 1:64

1999a

Larsson et al., Uruguaiana, 100 39% RSF 1:16

1980 Rio Grande do Sul

RIFI: reagdo de imunofluorescéncia indireta
LAT: teste de aglutinagéo em latex
RSF: reacao de Sabin-Feldman

Quadro 2 - Frequéncias de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em ovinos no Brasil,
segundo o Estado e teste soroldgico empregado

Estudos tém sido feitos na tentativa de associar certas caracteristicas do
animal, rebanho ou ambiente a infec¢ao toxoplasmica.

Dubey et al. (1986) nos EUA, Gorman et al., (1999) no Chile e Van der Puije
et al. (2000) em Gana, observaram aumento na prevaléncia conforme a idade de
ovinos, contrariando os resultados de O’Donoghue, Riley e Clarke (1987) e Huffman
et al. (1981) que ndo encontraram diferenca significativa entre as idades de ovinos
no sul da Australia e EUA, respectivamente.

Machos tiveram maior prevaléncia em relagdo as fémeas em trabalho no
Pernambuco (SILVA et al., 2003), enquanto Van der Puije et al. (2000) observaram
maior freqiéncia entre fémeas em Gana e Samad, Rahman e Halder (1993), no

Bangladesh, e Gorman et al. (1999), no Chile, nao observaram diferencas entre os
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SEexos.
Regides mais Umidas parecem contribuir com uma maior prevaléncia da
infeccdo. Gondim et al. (1999a) verificaram, na Bahia, maior prevaléncia de ovinos
na regidao do Recbncavo (regido litoranea e Uumida) em relacdo a Caatinga (seca),
assim como Silva (2003) encontraram maior soroprevaléncia em caprinos da Zona
da Mata (regiao mais Umida) em relacao ao Agreste (regidao seca) de Pernambuco.
Resultado semelhante foi observado em Gana (VAN DER PUIJE et al., 2000).

Na Australia, houve diferencas na freqtiéncia de soros ovinos positivos entre
as regides estudadas, mas os autores sugerem que o manejo intensivo aliado a uma
maior lotagdo caracteristicos de algumas regides possam contribuir mais com o
aumento da prevaléncia do que as diferencas climaticas entre as regides (PLANT;
FREEMAN; SAUNDERS, 1982).

Trabalhos demonstram que o confinamento de ovinos e caprinos tem
associagao com infeccdo (HARTLEY; MOYLE, 1968; SAVIO; NIETO, 1995; SILVA et
al., 2003). Van der Puije et al. (2000), entretanto, verificaram que ovinos sob manejo
extensivo tinham prevaléncia significativamente maior em Gana.

Em Pernambuco, problemas reprodutivos nao estavam associados a
prevaléncia da infeccao (SILVA et al., 2003), mas Plant, Freeman e Saunders (1982)
observaram maior prevaléncia em propriedades de ovinos com histérico de abortos
em relacdo as demais. Em uma propriedade dos EUA, a mortalidade neonatal foi
significativamente maior entre as ovelhas soropositivas (30,7%) quando comparada
com as ovelhas soronegativas (13,6%). Além disso, neonatos de ovelhas
soropositivas tinham menor sobrevida em relacdo aos filhotes das soronegativas, e
as ovelhas com titulo maior ou igual a 128 na HAI tiveram maior perda de cordeiros

gue aquelas com titulo menor ou igual a 64 (HUFFMAN et al., 1981). Savio e Nieto
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(1995) observaram uma taxa de natalidade maior entre ovelhas que nao

soroconverteram durante a prenhez em relagédo as que soroconverteram.

3.1.3 Toxoplasmose em ovinos

A infeccdo pelo protozoario em ovinos geralmente é inaparente e, em animais
adultos, costuma se restringir a esfera reprodutiva, ndo provocando mortalidade
(BLEWETT; WATSON, 1983; DUBEY, 1990). Além dos problemas reprodutivos,
outro sinal clinico parece ser hipertermia logo apés a infeccao (BUXTON;
FINLAYSON, 1986). Eventualmente, pode haver uma forma neurolégica da
toxoplasmose, com paralisia progressiva dos membros, febre e leucocitose
(MCEARLEAN, 1974). Em condicbes experimentais, ovinos também podem
apresentar letargia, diarréia ou sintomas respiratérios (ANDERSON; BARR,;
CONRAD, 1994).

O primeiro relato de abortamento em ovinos provocado pela toxoplasmose
ocorreu em 1954, numa descricao de surto de abortamentos e natimortalidade em
propriedades da Nova Zelandia (HARTLEY; JEBSON; MCFARLANE, 1954). Desde
entao, o T. gondii tem sido reconhecido como importante agente abortivo em ovinos
na Nova Zelandia, Australia, Noruega, Reino Unido, Estados Unidos da América
(EUA) e Uruguai (DUBEY et al., 1986; FREYRE et al., 1999). Revisando estudos de
varios paises que determinaram as causas de mortalidade perinatal e abortamentos
em rebanhos ovinos, Blewett e Watson (1984) encontraram prevaléncias de
rebanhos cujo diagnostico foi toxoplasmose variando entre 0,6% a 27% das
propriedades pesquisadas. No centro norte dos Estados Unidos, a toxoplasmose foi

a principal doenca associada a abortamentos e morte perinatal, com 17,5% dos
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casos, seguida por campilobacteriose com 9,9% e clamidiose com 4,7% (DUBEY;
KIRKBRIDE, 1990). Ja no Oregon, EUA, a toxoplasmose foi diagnosticada como
terceira causa infecciosa/parasitaria de abortamento e mortalidade perinatal em
ovinos, com 12,6% dos diagndsticos, atras de campilobacteriose, com 15,2% e
clamidiose, com 12,8% (DUBEY et al., 1990b).

Os abortamentos podem ocorrer de forma esporadica ou epidémica dentro de
uma propriedade, dependendo do nivel de exposicdo do rebanho e da presenca de
animais imunes ou ndo (ANDERSON; BARR; CONRAD, 1994).

Os problemas reprodutivos geralmente acontecem quando a ovelha infecta-se
pela primeira vez durante a prenhez. Ovelhas infectadas antes da prenhez nao
apresentam falhas reprodutivas (BEVERLEY; WATSON, 1971). Blewett, Miller e
Buxton (1982) confirmaram que uma unica infeccado pode conferir imunidade
duradoura: ovelhas ndo imunes (ndo infectadas), quando inoculadas durante a
prenhez tiveram 22% de perdas fetais, enquanto ovelhas previamente infectadas
dois anos antes ndo abortaram, mantiveram titulos altos na HAI durante esses dois
anos e pariram filhotes saudaveis e nao infectados. A explicacdo provavel € a de
que a infeccao crénica previne novas parasitemias e impede que o agente alcance o
feto (BUXTON; FINLAYSON, 1986). Essa imunidade também faz com que as
ovelhas raramente abortem por toxoplasmose repetidamente, mesmo que sejam re-
infectadas durante uma nova gestagédo, sendo que a maioria delas gera produtos
livres de infeccdo (BUXTON; FINLAYSON, 1986; WATSON; BEVERLEY, 1971).

O efeito da infeccao transplacentaria depende do estagio da gestacao em que
ocorre a infeccdo. Se esta ocorrer antes dos 50 dias de gestacdo, o resultado € a
morte embrionaria precoce e reabsor¢do. Se ocorrer entre 50 e 90 dias pode levar a

morte fetal seguida de abortamento ou mumificagdo, natimortalidade ou morte
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neonatal. Se ocorrer no ultimo més da gestacdo o cordeiro pode nascer vivo com
infeccdo inaparente ou nascer livre de infeccao (BLEWETT; WATSON, 1983).
Inoculacdo experimental em ovelhas na metade da gestacdo provocou 50% de
morte fetal, enquanto todas as ovelhas inoculadas no ultimo més de gestacao deram
a luz filhotes vivos (WATSON; BEVERLEY, 1971).

A distocia geralmente ndo esta associada a toxoplasmose (DUBEY et al.,
1986).

O organismo circula primeiro no sangue da ovelha, depois chega ao septo
caruncular, onde se multiplica, provocando necrose focal e finalmente invade o
trofoblasto e se dissemina no feto. Apdés 20 a 30 dias ocorre uma resposta celular
fetal. O sistema imune fetal ndo precisa estar totalmente maduro para responder ao
T.gondi, o que explicaria em parte a sobrevivéncia do feto quando a infecgéo ocorre
no final da gestacao (BUXTON; FINLAYSON, 1986).

Soro e liquidos cavitarios fetais podem ser utilizados para o diagnéstico de
aborto por toxoplasmose, pois 0s anticorpos da mae nao atravessam a placenta. A
auséncia de anticorpos, entretanto, nao exclui o diagnéstico de toxoplasmose, uma
vez que o desenvolvimento de anticorpos depende da idade do feto e do tempo
decorrente entre a infecgdo e o exame (DUBEY et al., 1986; DUBEY et al., 1990b). A
soropositividade da mae, por sua vez, ndao confirma o diagnéstico porque a
prevaléncia entre os ovinos € grande e titulos altos na ovelha podem permanecer
até a proxima gestacdo (DUBEY; KIRKBRIDE, 1984). Se anticorpos maternos nao
forem detectados ha pequena chance da toxoplasmose ter provocado o
abortamento, pois o titulo costuma aumentar antes do abortamento (DUBEY, 1990).

Macroscopicamente, a placenta infectada apresenta pequenos nodulos

esbranquicados nos cotilédones que podem chegar a dois milimetros de diametro, e
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que correspondem, na microscopia, a areas de inflamagéao focal que progridem para
necrose com material caseoso e calcificacao (BEVERLEY; WATSON; PAYNE, 1971;
BUXTON; FINLAYSON, 1986; DUBEY et al., 1986; DUBEY et al., 1990b; DUBEY;
KIRKBRIDE, 1984; DUBEY; SCHMITZ, 1981; HARTLEY; JEBSON; MCFARLANE,
1954).

Os fetos nao apresentam lesbes macroscopicas patognoménicas de
toxoplasmose (BEVERLEY; WATSON; SPENCE, 1971; HARTLEY; JEBSON;
MCFARLANE, 1954). O érgao mais frequentemente atingido no feto é o cérebro, que
apresenta encefalite nao supurativa com necrose e infiltracdo de células
mononucleares ao exame histopatolégico. Outros 6rgaos, como pulmao, figado,
coracdo e rins também podem apresentar inflamacédo e necrose. Pontos brancos
podem ser vistos a olho nu em pulmao e figado (BEVERLEY; WATSON; SPENCE,
1971; BUXTON; FINLAYSON, 1986; DUBEY et al., 1986; DUBEY et al., 1990b;
DUBEY; KIRKBRIDE, 1984; DUBEY; SCHMITZ, 1981).

As lesbes placentarias sdo muito mais comuns e severas que as lesdes fetais
(BEVERLEY; WATSON; PAYNE, 1971).

O diagnéstico histopatolégico da enfermidade depende mais do encontro das
lesbes placentarias do que do encontro do parasita, que dificiimente é observado e
muitas vezes pode estar em meio a areas de necrose, dificultando a identificacao
(BEVERLEY; WATSON; PAYNE, 1971).

Em algumas propriedades, os abortos ocorrem apenas em ovelhas
recentemente introduzidas. Isso pode acontecer se a toxoplasmose for endémica na
propriedade e ovelhas ndo imunes introduzidas forem colocadas imediatamente em
reproducdo, ndo havendo tempo para se infectarem antes da prenhez. Assim,

alguns autores sugerem que essas ovelhas sejam introduzidas algum tempo antes
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da reproducao para que se infectem e adquiram imunidade (BEVERLEY; WATSON,
1971).

Em machos adultos o Unico sinal clinico observado em infecgdo experimental
foi febre; ndo houve alteracdo na qualidade do sémen (TEALE et al., 1982). Apesar
dos carneiros eliminarem T. gondii no sémen, a transmissdo venérea provavelmente
nao € importante porque a eliminacdo ocorre durante um curto periodo de tempo
(TEALE et al., 1982).

Ha evidéncias de que a infeccao toxoplasmica possa interferir na imunidade
contra outros patdégenos: ovinos infectados com T.gondii tiveram uma resposta de
anticorpos contra clamidiose mais pobre apds vacinacao contra essa enfermidade do

que os ovinos nao infectados por T. gondii (BUXTON et al., 1981).

3.1.4 Perdas Economicas

Sao raros os trabalhos que mensuram as perdas provocadas pela
toxoplasmose em ovinos. No Uruguai, estima-se que de 1,4 a 3,9% das gestacoes
sejam perdidas devido a enfermidade, o que significaria US$1,4 milhdo a US$4,68

milhdes por ano, ou US$10 a US$12 por cordeiro (FREYRE et al., 1999).

3.1.5 Toxoplasmose em Humanos

Aproximadamente um ter¢co da humanidade foi exposta ao parasita (HILL;
DUBEY, 2002). As prevaléncias variam de 0 a 100%, conforme a regiao e o grupo
étnico estudado (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

A maioria das infecgbes humanas é assintomatica. A doenga manifesta-se
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principalmente em criangas infectadas congenitamente e em individuos
imunocomprometidos (BLACK; BOOTHROYD, 2000).

Em 10% das criancas infectadas congenitamente a toxoplasmose pode levar
a classica tétrade de sinais (retinocoroidite, hidrocefalia, calcificagcdo intracerebral e
disturbios psicomotores). Estima-se que um terco das criancas infectadas
congenitamente desenvolvam problemas oculares em alguma época da vida
(TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

Em imunossuprimidos a enfermidade é importante em pacientes com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e pacientes transplantados
submetidos a terapia imunossupressora (HILL; DUBEY, 2002). A toxoplasmose pode
provocar encefalite em até 40% dos pacientes com AIDS. Além disso, estima-se que
de 10 a 30% dos pacientes com AIDS morram por toxoplasmose (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

No entanto, mesmo em pacientes sem comprometimento imunolégico, a
toxoplasmose vem sendo associada a linfadenopatia, febre, fraqueza, debilidade,
oftalmite, infec¢gdes multisistémicas e, recentemente, a esquizofrenia e outras
desordens psiquiatricas (MCALLISTER, 2005).

Em 1997, foi relatado surto de toxoplasmose aguda em humanos, causado
por ingestdo de carne ovina crua, na cidade de Bandeirantes, Parana, atingindo 17

pessoas (BONAMETTI et al., 1997).

3.1.6 Prevencao e Controle

O controle e a prevencao passam por medidas que visam evitar ou minimizar

a contaminacao da agua e alimentos pelos gatos, como controle da populacao de
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gatos na propriedade, manutencdo desses animais fora da area de criacido dos
ovinos e o correto armazenamento de grdos e feno (BLEWETT; TREES, 1987;
BUXTON, 1998; DUBEY, 1994).

Outras medidas incluem a remocao imediata seguida de incineragdao ou
enterro de abortos e membranas fetais e exposicdo de animais introduzidos na
propriedade ao ambiente contaminado antes da cobertura (BEVERLEY; WATSON,
1971; BUXTON, 1998; DUBEY, 1994).

Uma vacina para ovinos esta comercialmente disponivel na Nova Zelandia e
Europa (Toxovax, Intervet®). Feita a partir de taquizoitos atenuados da amostra
S48, ela diminui as perdas fetais de ovelhas em reproducado, porém nao impede a
infeccao do feto, sendo uma vantagem o fato de o parasita ndo persistir no tecido da

ovelha vacinada (BUXTON, 1998; DUBEY, 1996).
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3.2 NEOSPORA CANINUM

Em 1984, foi descrita uma enfermidade que provocava encefalomielite e
miosite em filhotes de cdes de uma mesma ninhada na Noruega (BJERKAS et al.,
1984). O quadro dos animais evoluiu para paresia apdés alguns meses. A
microscopia foram observados parasitos livres no cérebro e musculos e parasitos
encistados no cérebro que lembravam Toxoplasma gondii, porém o teste soroldgico
€ 0 bioensaio em camundongos resultaram negativos para este agente.

Em um estudo retrospectivo feito em 1988 com 23 casos de caes dos EUA
anteriormente diagnosticados como toxoplasmose, oito casos foram confirmados
como toxoplasmose por imunoperoxidase, enquanto em outros 10 casos foram
observados parasitos que a microscopia eletrbnica eram estruturalmente diferentes
de T. gondii e ndo eram reagentes a imunoperoxidase. Este parasito foi entdo
denominado Neospora caninum (DUBEY et al., 1988a). No mesmo ano Dubey et al.
(1988b) isolaram Neospora caninum em cultivo celular, camundongos e caes, a
partir de um combinado de tecidos de caes dos EUA. Este isolado foi denominado
NC-1, a partir do qual foi desenvolvido um teste de imunofluorescéncia indireta.

Bjerkds e Dubey (1991) confirmaram, por meio de imunoistoquimica
especifica para Neospora caninum e para outros coccidios, que 0s parasitos
encontrados nos caes da Noruega em 1984 eram Neospora caninum.

Em 1998, o céao foi definido como hospedeiro definitivo (MCALLISTER et al.,
1998) e, em 2004, o coiote (Canis latrans) também foi reconhecido como tal
(GONDIM et al., 2004).

No Brasil o primeiro trabalho relacionado ao agente foi um inquérito sorolégico

feito em 1996 em bovinos do Mato Grosso do Sul e S&o Paulo, quando foi
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encontrada uma ocorréncia de 12,22% (BRAUTIGAM et al., 1996).

A primeira deteccao do parasita no pais foi feita por Gondim et al. (1999b),
por meio de imunoistoquimica, em um feto bovino abortado.

Posteriormente, em 2001, Gondim et al. obtiveram o primeiro isolado de N.
caninum do Brasil, denominado NC-Bahia, a partir do cérebro de um cédo da Bahia
com sintomatologia nervosa.

Marsh et al. (1998) compararam um isolado de tecido nervoso de um equino
da Califérnia, denominado NE1 (MARSH et al., 1996), com amostras isoladas de cao
e bovino e observaram diferencas ultraestruturais, em proteinas imunorreativas e em
7 nucleotideos analisando-se a regiao ITS1. Sugeriram, entao, que a amostra eqtiina

tratava-se de uma nova espécie, denominada Neospora hughesi.

3.2.1 Ciclo Bioldgico

Ha trés formas infectantes do parasito: taquizoitos, bradizoitos contidos em
cistos teciduais e esporozoitos contidos em oocistos (DUBEY, 2003). O hospedeiro
pode infectar-se pela ingestdo de oocistos ou de cistos teciduais, ou pela via
transplacentaria (DUBEY, 2003; DUBEY et al., 2002a).

O ciclo biolégico do parasito foi elucidado em 1998, quando foi demonstrada a
eliminacéo de oocistos nas fezes por cdes que ingeriram cistos contidos em cérebro
de camundongo infectado, concluindo-se que o0 cdo era um hospedeiro definitivo
(MCALLISTER et al., 1998). Em outro experimento, Lindsay, Dubey e Duncan (1999)
observaram excrecdo de oocistos por caes cinco dias apds a ingestdo de cistos
teciduais, durante seis dias consecutivos. Neste estudo, os oocistos esporularam no

ambiente ap6s 24 horas e um dos cées eliminou oocistos, embora ndo tenha sido
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verificada conversao soroldgica. Basso et al. (2001) confirmaram a condicao do cao
como hospedeiro definitivo ao observarem a eliminagdo de oocistos por céao
naturalmente infectado. Mais recentemente foi observado que o coiote (Canis
latrans) também pode eliminar oocistos nas fezes e representar um hospedeiro
definitivo (GONDIM et al., 2004).

O oocisto esporulado apresenta dois esporocistos com quatro esporozoitos
cada (DUBEY et al., 2002a) e, a microscopia éptica, sdo muito semelhantes aos de
Hammondia heydorni em fezes de cédes e de Toxoplasma gondii e Hammondia
hammondi em fezes de gatos (LINDSAY; UPTON; DUBEY, 1999). A quantidade de
oocistos eliminada pelos caes nas fezes é pequena em comparacado a quantidade
eliminada de oocistos de T. gondii pelos gatos (DUBEY et al., 2002), mas Gondim,
Mcallister e Gao (2005) observaram que filhotes eliminam uma quantidade maior que
caes adultos. Neste mesmo estudo, foi verificada re-excrecdo espontanea de
oocistos por caes dois meses apos a primeira inoculacao, e ainda apés um segundo
desafio 18 a 20 meses depois do primeiro desafio. Em contrapartida, caes re-
inoculados apds oito meses n&o eliminaram oocistos, sugerindo a existéncia de uma
possivel imunidade durante esse periodo.

O ciclo sexuado ocorre apenas no hospedeiro definitivo, mas os estagios
entero-epiteliais no cdo ou coiote ainda ndo foram demonstrados (DUBEY et al.,
2002a). O cao pode comportar-se como hospedeiro definitivo ou intermediario
(DUBEY et al., 2002a).

No hospedeiro intermediario ocorrem os estagios assexuados: os taquizoitos
e bradizoitos (WOUDA, 2000).

Ha relatos de infeccées naturais em cades (DUBEY et al., 1988b), bovinos

(CONRAD et al.,1993), bufalos (RODRIGUES et al., 2004), ovinos (KOBAYASHI et
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al., 2001), caprinos (DUBEY; ACLAND; HAMIR, 1992), eqlinos (LINDSAY et al.,
1996), raposas (ALMERIA et al., 2002), veados (DUBEY et al., 1996b), rinoceronte
(WILLIAMS et al., 2002), lhama e alpaca (SERRANO-MARTINEZ et al., 2004), ratos
(HUANG et al.,, 2004), e apenas infeccbes experimentais em gatos (DUBEY;
LINDSAY; LIPSCOMB, 1990), suinos (JENSEN et al., 1998), camundongos
(LINDSAY; DUBEY, 1990), gerbils (DUBEY; LINDSAY, 2000), coiotes (GONDIM et
al., 2004) e macacos (BARR et al., 1994).

Os taquizoitos penetram ativamente na célula do hospedeiro e se dividem
rapidamente por endodiogenia, provocando a lise da célula e subsequentemente
infectando novas células (INNES et al., 2000). Com a resposta imune do hospedeiro,
os taquizoitos diferenciam-se em bradizoitos, formas de multiplicacao lenta contidas
em cistos teciduais (INNES et al., 2000; WOUDA, 2000). Uma queda de imunidade
do hospedeiro poderia provocar reativacao dos bradizoitos e rompimento do cisto
(WOUDA, 2000).

Os taquizoitos podem ter formato ovéide, lunar ou globular, medem de 3 a 7
pm por 1 a 5 um e localizam-se dentro de um vacuolo parasitéforo no citoplasma da
célula hospedeira (DUBEY et al., 2002a; SPEER et al., 1999). Taquizoitos ja foram
observados em macréfagos, neutréfilos, células do tecido nervoso, hepatdcitos,
fibroblastos, midcitos, células epiteliais tubulares renais e células endoteliais
vasculares (DUBEY; LINDSAY, 1996; SPEER; DUBEY, 1989).

Os cistos teciduais podem ter formato redondo ou ovalado, possuem uma
parede de 0,5 a 4 um de espessura que geralmente apresenta-se mais espessa que
a de T. gondii, dependendo do tempo de infeccado (DUBEY et al., 2002a; SPEER,;
DUBEY, 1989; SPEER et al., 1999). Essa parede cistica encerra os bradizoitos, que

medem aproximadamente 8 por 2 ym (DUBEY et al., 2002a) e podem estar em
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numero de 20 a 100 (SPEER et al., 1999). Os cistos de N. caninum sao encontrados
em baixo numero nos tecidos quando comparado aos de T. gondii (SPEER et al.,
1999). Eles sdo observados comumente no sistema nervoso (DUBEY et al., 2002a;
DUBEY; LINDSAY, 1996), mas ja foram encontrados em musculo ocular de potro

(LINDSAY et al., 1996) e musculo de bovino e céo (PETERS et al., 2001)

3.2.2 Epidemiologia

A distribuicdo do parasita € mundial, sendo que a infecgao ja foi relatada nos
cinco continentes (DUBEY, 1999).

Na Califérnia, a neosporose foi apontada como a maior causa de
abortamentos em bovinos de leite (ANDERSON et al., 1991). Na Inglaterra e Pais de
Gales, foi estimado que 12,5% dos abortamentos bovinos sido causados pela
neosporose (DAVISON; OTTER; TREES, 1999b).

Dados a respeito da prevaléncia de infecgdo na espécie ovina no Brasil € no
mundo Sdo escassos.

Helmick et al. (2002) encontraram, pela reagdo de imunofluorescéncia indireta
(ponto de corte 1:50), trés soros positivos (0,45%) num total de 660 soros
provenientes de ovelhas da Inglaterra e Pais de Gales que haviam abortado.

No Brasil Figliuolo et al. (2004) analisaram 597 soros de ovinos do Estado de
Sao Paulo pela RIFI (ponto de corte 1:50) e encontraram uma prevaléncia de 9,2%.

Um resultado semelhante foi observado por Romanelli (2002), em um
inquérito que utilizou 305 soros ovinos do municipio de Guarapuava, Parand, e
encontrou uma frequéncia de 9,51% de positivos pela RIFI (= 50).

Na Bahia, Otero et al. (2002) observaram uma freqiéncia de positivos de
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7,4% entre 282 ovinos analisados pela RIFI (= 50).

Aguiar et al. (2004), encontraram uma prevaléncia maior, de 29%, em 141
soros de ovinos provenientes de Monte Negro, Rondénia, pela RIFI (= 50).

Em um estudo com 58 animais do municipio de Ribas do Rio Pardo, Mato
Grosso do Sul, os autores encontraram uma freqiéncia de 12% de positivos pelo
ELISA (GONGCALVES et al., 2004).

Algumas pesquisas demonstram que a transmissado vertical ocorre numa
proporcdo muito maior que a horizontal em bovinos, e € o principal meio pelo qual a
infeccdo mantém-se no rebanho por muitas geracdes (PARE; THURMOND;
HIETALA, 1996; WOUDA; MOEN; SCHUKKEN, 1998, DAVISON, OTTER; TREES,
1999a). Wouda, Moen e Schukken (1998) observaram que vacas soropositivas filhas
de vacas que abortaram por neosporose tém trés vezes mais risco de abortar que as
vacas soronegativas. Neste estudo, apenas duas vacas soronegativas (teste feito
antes da ingestdao de colostro) filhas de vacas soropositivas também abortaram,
sugerindo que a infeccdo pds natal também ocorre, mas numa proporcdo bem
menor.

Entretanto, as altas prevaléncias em alguns rebanhos e a manutencdo da
infeccdo na propriedade por tempo prolongado nao poderiam ser resultado somente
de transmissbdes verticais (WOUDA et al., 1999). Assim, outros trabalhos
demonstram influéncia de fatores de risco relacionados a transmissao horizontal em
bovinos. Paré et al. (1998) encontraram forte associacao entre rebanhos de bovinos
de leite com casos de neosporose com presenca de caes na propriedade, enquanto
para outros fatores, como o tipo de manejo, ndo houve associacao. Bartels, Wouda e
Schukken (1999) observaram associacdo entre a presenca de caes e de aves

domeésticas (que poderiam servir como vetores de oocistos eliminados por caes) com
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a ocorréncia de abortamentos por neosporose em bovinos de leite nos Paises
Baixos. Ja Wouda et al. (1999) encontraram associacao da soropositividade em caes
de fazendas com a prevaléncia nos bovinos, sendo que a prevaléncia em caes de
areas rurais foi maior que a de caes de areas urbanas, indicando que talvez haja
maior risco de exposicao nos caes rurais devido ao carnivorismo. Sob condicoes
naturais, ndo se sabe como os cdes infectam-se. Possiveis formas de infeccao
seriam a ingestao de placentas, fetos ou outros tecidos de bovinos ou predacao de
pequenos mamiferos ou aves (WOUDA et al., 1999).

O confinamento no inverno também pode aumentar a soroprevaléncia
(SANDERSON; GAY; BASZLER, 2000), apesar de Wouda, Bartels e Moen (1999)
terem constatado maior ocorréncia de abortamentos no veréo.

Nao se sabe se os surtos de abortamentos por neosporose ocorrem pela
exposicao recente aos oocistos ou por uma recrudescéncia de uma infecgao latente
provocada por imuossupressdo (BARTELS; WOUDA; SCHUKKEN, 1999). A
alimentacdo com silagem de milho durante o verdo teve associagdo com
abortamentos causados pela neosporose, € a hipétese sugerida seria a producao de
micotoxinas na silagem, que provocariam imunossupressdao no animal. Porém,
infecgbes intercorrentes com o virus da diarréia viral bovina, com o herpesvirus
bovino tipo 1, com Leptospira hardjo e com Salmonella dublin nao tiveram
associacao (BARTELS; WOUDA; SCHUKKEN, 1999).

Foi realizada experimentalmente a infeccdo de bezerros pela ingestdo de
colostro acrescido de taquizoitos de N. caninum, demonstrando que esta poderia ser

uma possivel via de transmissdo (UGGLA et al., 1998).
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3.2.3 Neosporose em Ovinos

Ha poucos relatos de infeccdo natural em ovinos; a maior parte dos
conhecimentos sobre a neosporose nesta espécie advém de inoculacoes
experimentais, cujas alteracdes clinicas e histopatolégicas assemelham-se as da
toxoplasmose ovina e neosporose bovina (BUXTON et al.,, 1997; MCALLISTER et
al., 1996).

O primeiro relato da enfermidade na espécie foi feito em 1990 (DUBEY et al.,
1990a). Estes autores reanalisaram o tecido neurolégico de um cordeiro do Reino
Unido com suspeita de toxoplasmose que apresentava sinais neurolégicos e veio a
Obito com uma semana de idade. Ao exame histopatoldgico do cérebro e medula
espinhal, foram observadas encefalomielite ndo supurativa e reducdo da massa
cinzenta com focos de cavitacdo, além de cistos semelhantes aos de T. gond,,
porém o diagnostico ndo fora comprovado (HARTLEY; BRIDGE, 1975). A nova
analise, feita por microscopia eletrénica e imunoistoquimica, confirmou a presenca
de cistos de N. caninum no cérebro e medula espinhal.

Em outro trabalho, Kobayashi et al. (2001) relataram a presenca de cistos
teciduais de N. caninum no cérebro de uma ovelha prenhe assintomatica e no
cérebro de seus dois fetos, confirmada por imunoperoxidase e reacdo em cadeia
pela polimerase. Ao exame histopatologico, os cérebros dos fetos mostraram
encefalite multifocal. No mesmo ano, no Japao, o parasita foi isolado do cérebro de
uma ovelha prenhe assintomatica sem histérico de abortamento (KOYAMA et al.,
2001).

Até agora nao ha evidéncia de que a neosporose seja uma causa importante

de abortamentos em ovinos. Num estudo com 281 fetos ovinos abortados na
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Inglaterra e Pais de Gales, nenhum deles mostrou-se infectado por Neospora
caninum pela imunoistoquimica ou sorologia do liquido pleural dos fetos (OTTER et
al., 1997). Em 2003 relatou-se pela primeira vez a detec¢cdo do agente em abortos
ovinos resultantes de infecgdo natural. O estudo foi feito em uma propriedade da
Suica com histoérico de abortamentos, sendo que, de 20 abortos analisados, quatro
foram positivos para o agente na PCR e cistos teciduais foram observados no
cérebro por imunoistoquimica (HASSIG et al., 2003).

Apesar da escassez de relatos de infec¢des naturais associadas a abortos,
infeccbes experimentais tém demonstrado facilmente a ocorréncia de transmissao
vertical, de abortamentos e outras falhas reprodutivas (BUXTON et al., 1997;
BUXTON et al.,, 1998; JOLLEY et al., 1999; MCALLISTER et al., 1996). Em
inoculagao experimental de ovelhas prenhes, McAllister et al. (1996) observaram a
ocorréncia de abortamentos, fetos mumificados, fetos natimortos, nascimento de
filhotes fracos e nascimento de filhotes clinicamente sadios, mas congenitamente
infectados, dependendo do periodo de gestacdo em que a fémea era infectada
(todas as ovelhas inoculadas com 65 dias de gestacao abortaram, enquanto as que
foram inoculadas com 120 dias de gestacdo deram a luz cordeiros vivos). Neste
experimento, as lesdes histoldégicas mais significativas foram encefalite multifocal
nao supurativa e miosite ndo supurativa nos fetos, além de placentite necrotizante
nao supurativa, sendo que os cistos foram encontrados apenas no sistema nervoso
central dos fetos e taquizoitos foram encontrados na placenta. As ovelhas infectadas
nao apresentaram outros sintomas além dos reprodutivos.

Em um outro estudo, ovelhas prenhes inoculadas experimentalmente
apresentaram febre e Neospora caninum, além de ter sido identificado no sistema

nervoso central dos fetos e na placenta, foi detectado também em figado e coracao.
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As alteragdes histoldgicas no SNC dos fetos foram semelhantes ao estudo anterior,
e necrose de placentoma foi a alteragdo mais significativa encontrada na placenta
(BUXTON et al.,, 1997). Outro experimento de Buxton et al. (1998) demonstrou a
ocorréncia de morte e reabsorcao embrionaria, além de outras falhas reprodutivas ja
citadas, de acordo com a idade gestacional em que a ovelha era infectada.

O protozoario parece ter predilecao pelo epitélio coribnico fetal e vasos
sanguineos placentarios, induzindo a vasculite, trombose e necrose de placentomas
(BUXTON et al., 1998).

Jolley et al. (1999) verificaram que as ovelhas podem abortar repetidamente
por neosporose apos uma infeccao inicial que se torna crbnica, mas parece haver
um certo grau de imunidade contra novos abortamentos ou transmissao
transplacentaria (BUXTON et al., 2001). Um experimento demonstrou que ovelhas
inoculadas antes da prenhez e depois desafiadas com 90 dias de gestagao
desenvolveram algum grau de imunidade ao darem a luz cordeiros mortos e vivos,
sendo que a maioria dos cordeiros vivos ndo nasceu infectada, ao contrario do grupo
que teve a primoinfecgdo durante a gestacdo, em que ocorreu perda de todos os
fetos. Um terceiro grupo, inoculado uma unica vez antes da prenhez nao apresentou
nenhum abortamento, mas deu a luz cordeiros infectados (BUXTON et al., 2001).

Innes et al. (2001) observaram resultados semelhantes com inoculagdo de
vacas prenhes. No entanto, em outro estudo, vacas naturalmente infectadas e
depois desafiadas durante a gestacao nao abortaram, mas deram a luz bezerros
congenitamente infectados (WILLIAMS et al.,, 2003). Os autores sugerem que a
transmissdo transplacentaria possa ter ocorrido devido a recrudescéncia da
primoinfec¢do, e ndo pela re-infecgédo, ja que também ocorreu transmisséo vertical

no grupo de vacas naturalmente infectadas, mas ndo desafiadas na gestacdo. A
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infeccao pelo parasita estimula uma resposta humoral e celular, mas acredita-se que
a resposta celular seja mais importante devido ao fato de o parasita ser intracelular
(INNES et al., 2002). Segundo Innes et al. (2002), durante a gestagdao pode haver
regulacdo da liberagdo de IL-2, IL-12 e IF-y, citocinas importantes na imunidade
celular contra o N. caninum, mas que em altos niveis poderiam levar a abortamento.
A diminuicdo dessas citocinas seria uma possivel explicacao para a reagudizacao da

infecgdo durante a prenhez.

3.2.4 Perdas Economicas

Ha poucos estudos que quantifiquem os prejuizos da neosporose. Nao ha
estudos relacionados a esse topico em ovinos.

Os custos da doenca em bovinos decorreriam de abortamentos, redugao do
valor do animal, aumento do intervalo entre partos, infertilidade, aumento do
descarte e queda da producao de leite (TREES et al., 1999). As perdas estimadas
com abortamentos em bovinos por neosporose na Califérnia sdo de 35 milhdes de
dolares por ano (DUBEY, 1999).

Hernandez, Risco e Donovan (2001) verificaram que vacas soropositivas
produziram 3 a 4% menos leite que vacas soronegativas. Ja Barling et al. (2000)
observaram associacdo entre soropositividade para N. caninum em bezerros de

corte e redugédo do ganho de peso e peso vivo ao abate.

3.2.5 Neosporose em Humanos

Até o momento ndo ha evidéncia de que o parasita possa provocar doenca
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em humanos, apesar de alguns trabalhos demonstrarem a presenca de anticorpos
anti-N. caninum em soros. Tranas et al. (1999) observaram 69 soros positivos (6,7%)
dentre 1029 soros de doadores de sangue da Califérnia pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta a diluicao 1:100, mas a diluicdo 1:200 todos foram
negativos. Porém, Robert, Tourte-Schaefer e Klein (1998) ndo encontraram nenhum
soro positivo entre 500 pertencentes a mulheres gravidas da Franca pela RIFI a
diluicdo 1:80, assim como Petersen et al. (1999), que investigaram soros de 76
mulheres da Dinamarca com histérico de abortamento pelas técnicas de ELISA, RIFI

e Western blot e ndo encontraram nenhum soro positivo.

3.2.6 Prevencao e Controle

As medidas de prevengao e controle da neosporose muitas vezes podem
tornar-se inviaveis economicamente ou pouco praticas. Entre elas incluem-se a
remocao de fetos abortados, placentas e filhotes mortos do pasto, adocdo de
medidas para minimizar a contaminacgao fecal de dgua e alimentos por caes e outros
canideos, evitar a introducao de animais infectados no rebanho e descarte dos
infectados (DUBEY, 2003; INNES et al., 2002). Em rebanhos bovinos com alta
prevaléncia, em que o descarte de todos o0s animais soropositivos €
economicamente inviavel, sugere-se evitar a utilizacdo de novilhas positivas para
reproducao e o descarte paulatino de matrizes, utilizando a soropositividade para N.
caninum como um dos critérios de selegcao (WOUDA, 2000).

Uma vacina para bovinos feita a partir de taquizoitos inteiros inativados
(Bovilis Neoguard®, Intervet), que tem como objetivo diminuir a taxa de

abortamentos por neosporose, esta comercialmente disponivel (BIELSA; ROMERO;
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HEUER, 2004).
Recentemente foi demonstrado que a transferéncia de embrides previne a
transmissao transplacentaria de uma vaca soropositiva para os seus bezerros, se for

utilizada uma receptora nao infectada (LANDMANN et al., 2002).
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4 MATERIAL E METODO

4.1 EXPERIMENTO 1

Nesta secéo serdo descritos os procedimentos utilizados para a determinagao

da prevaléncia de anticorpos anti- T. gondii e anti-N. caninum.

4.1.1 Amostragem

Em levantamento realizado junto a Empresa de Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural do Distrito Federal (EMATER-DF) e a Secretaria de Agricultura do
Distrito Federal, foram selecionadas para o estudo as propriedades que pertenciam
ao Distrito Federal, possuiam criacao comercial de ovinos e pelo menos 20 matrizes
no rebanho. Foram contabilizadas 32 propriedades com estas caracteristicas na
regiao, localizadas nos Nucleos Rurais do Gama, Plano de Assentamento Dirigido-
DF (PAD-DF), Jardim, Tabatinga, Rio Preto, Taquara, Pipiripau, Planaltina e
Sobradinho. As 32 propriedades possuiam ao todo 4507 reprodutores (entre machos
e fémeas). Devido ao baixo numero de propriedades, todas foram incluidas na
pesquisa. Os Nucleos Rurais estdo representados na figura 1.

Dentro de cada propriedade, foram colhidas amostras de todos os machos
reprodutores e uma amostragem das matrizes. O numero total de ovinos amostrados
foi 1028, sendo 108 machos e 920 fémeas.

A amostragem das matrizes por rebanho foi realizada segundo a férmula
(CANNON; ROE, 1982; MARTIN; SHOUKRI; THORNBURN, 1992; NOORDHUIZEN

et al., 1997):
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[1-(1-C)VO-SENS) IM-(D.SENS-1)/2]

Onde :

C = grau de confianca (0,95)

M = n® de unidades (animais/rebanho) em risco

D = n? de unidades com doenca/infeccao (10% do rebanho)
SENS = sensibilidade do teste (100%)
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Fonte: EMATER-DF, 2005

Figura 1 — Representagao do Distrito Federal e seus Nucleos Rurais
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4.1.2 Colheita de Amostras

De margo a junho de 2004 foram colhidas amostras de ovinos das 32
propriedades incluidas no estudo. De cada animal foram colhidos 5 mL de sangue
total sem anti-coagulante por meio de puncédo da veia jugular. As amostras foram
transportadas sob refrigeracao até a Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria
(FAV) da Universidade de Brasilia (UnB), onde foram centrifugadas e os soros
recolhidos. Estes, por sua vez, foram encaminhados ao Laboratério de Doencas
Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade de Sao Paulo (USP), onde foram armazenados a -20°C em microtubos
tipo “eppendorf” até a realizacdo das provas sorologicas.

Em cada visita as propriedades também foi aplicado um questionario junto ao
produtor a respeito de aspectos sanitarios e de manejo que poderiam ser
potencialmente incriminados como fatores de risco para as infecgdes por

Toxoplasma gondii e Neospora caninum. O questionario encontra-se no apéndice A.

4.1.3 Manutencao de Toxoplasma gondii

Taquizoitos da amostra RH (SABIN, 1941) de Toxoplasma gondii foram
mantidos no Laboratério de Doencas Parasitarias do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da FMVZ-USP por meio de inoculagbes seriadas em
camundongos suicos albinos fémeas de aproximadamente 30 a 40 dias de idade,
segundo Camargo et al. (1974). Para tanto, 0,3 mL de uma suspensao de
taquizoitos foi inoculado por via intraperitoneal em cada animal. Os camundongos

foram entdo observados diariamente ap6s a inoculacao e, quando apresentassem
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sinais de doenca (pélos arrepiados, apatia, agrupamento), o0 que ocorria com
aproximadamente quatro dias pds-inoculacao, eram eutanasiados por deslocamento
cervical e logo em seguida os taquizoitos eram recuperados por lavagem peritoneal
com solucdo salina de NaCl 0,85% acrescida de penicilina 2000 Ul/mL e
estreptomicina 200 pg/mL. Este lavado peritoneal era inoculado em um novo

camundongo, € assim sucessivamente.

4.1.4 Manutencao de Neospora caninum

Taquizoitos da amostra NC-1 (DUBEY et al., 1988b) de Neospora caninum
foram mantidos no Laboratério de Doencas Parasitarias do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da FMVZ-USP por meio de passagens consecutivas
em cultivo de mondcito bovino (MB) M-617. Suspensdes de taquizoitos eram
depositadas em garrafas contendo uma monocamada de células e, apds
multiplicacdo dos taquizoitos nas células e lise destas, os taquizoitos eram

depositados em uma nova garrafa, e assim sucessivamente.

4.1.5 Preparo de Laminas para Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os taquizoitos inteiros de ambos os agentes foram utilizados como antigeno
para a RIFI.

Suspensdes de taquizoitos de T. gondii e N. caninum foram lavadas duas
vezes conforme procedimento a seguir: centrifugacdo a 2000 x g com uma solucéo
fosfatada tamponada (PBS) pH 7,2 (1,37M NaCl, 0,027M KCI, 0,105M Na,HPOy4,

0,018M KH2PQ4) por 10 minutos, desprezo do sobrenadante e ressuspensdo do
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sedimento com a mesma solucdo. Uma terceira lavagem foi realizada com solucéo
salina de NaCl 0,85%, o sobrenadante foi dispensado e o sedimento por fim foi
ressuspendido nesta mesma solugao.

Os taquizoitos foram entdo contados em camara de Neubauer e a
concentragao final foi ajustada para 1,0 x 10 taquizoitos/mL. Em laminas contendo
12 pocos (PGC Scientifics 60-5453-46) foram depositadas aliquotas de 20 pL da
suspensao de taquizoitos em cada poco, retirando-se o0 excesso; em seguida as
laminas foram secas a temperatura ambiente, fixadas em metanol e armazenadas

em caixas de polipropileno sob congelamento a — 20°C até a realizacao da RIFI.

4.1.6 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta - Toxoplasma gondii

O teste foi realizado segundo protocolo de Camargo (1974). Primeiramente os
soros foram diluidos em PBS pH 7,2 na proporcéo 1/64, que foi considerada ponto
de corte para a espécie ovina (FIGLIUOLO et al., 2004). Em seguida 20 pyL dos
soros diluidos foram depositados nos respectivos pogos de uma lamina ja
sensibilizada com antigeno de T. gondii, sendo a lamina logo apds incubada em
estufa a 37°C por 30 minutos em camara umida. Procedeu-se entdo a lavagem das
laminas com a mesma soluc¢ao tampao ja citada, durante 10 minutos, por trés vezes.

Apébs a secagem das laminas a temperatura ambiente, foram adicionados nos
pocos 20 pyL de uma solugdo contendo conjugado (anti-lgG ovina marcada com
isotiocianato de fluoresceina — SIGMA® F7634) diluido a 1:400 em PBS pH 7,2
contendo azul de Evans a 0,001%. As laminas foram novamente incubadas a 37°C
durante 30 minutos em camara umida, submetidas as trés lavagens e secas a

temperatura ambiente sob protecdo da luz. Em seguida foi feita montagem com
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glicerina tamponada pH 8,0 e laminula.

Soros controles positivo e negativo de ovinos para Toxoplasma gondii foram
submetidos aos mesmos procedimentos descritos acima e adicionados em cada
lamina.

A leitura foi feita em microscépio de fluorescéncia com aumento de 400 x
(Olympus® BX60-FLA), sendo considerados positivos 0s pocos que apresentaram
taquizoitos com fluorescéncia periférica total e homogénea, enquanto os pocos que
apresentavam taquizoitos com fluorescéncia parcial ou apical foram considerados
negativos (PARE; HIETALA; THURMOND, 1995), como mostram as figuras 2, 3 e 4.

Os soros positivos na diluicdo 1:64 foram diluidos sucessivamente na base 2
e submetidos a RIFI, conforme protocolo ja descrito, para titulacdo. O titulo da

amostra foi o denominador da maior diluicdo observada como positiva.

4.1.7 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta - Neospora caninum

A reacao foi feita segundo Dubey et al. (1988b). Os soros foram diluidos a
1:50 (HELMICK et al., 2002) em PBS pH 7,2 acrescida de soroalbumina bovina 1%
(0,147M NacCl, 0,0018M NaH,POQO4, 0,0084M Na>HPOQO,) e 20 uL do soro diluido foram
depositados nas laminas ja sensibilizadas, as quais foram entao incubadas a 37°C
por 30 minutos em cadmara umida. Em seguida, foram feitas trés lavagens de 5
minutos cada com solugcdo tampao carbonatada pH 9,0 (0,145M NaCl, 0,108M
Na>CQOg3, 0,4M NaHCOQO3) e adicionado o conjugado anti-lgG ovina diluido a 1:600 em
solucdo de PBS pH 7,2 contendo azul de Evans a 0,001%. As laminas foram
incubadas novamente a 37°C por 30 minutos e depois submetidas novamente as

trés lavagens ja citadas. Apds secagem a temperatura ambiente sob protecao da luz,
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a montagem das laminas e a leitura foram realizadas conforme descrito no item
anterior. Em cada lamina foram utilizados soros controle positivo e negativo de
ovinos para Neospora caninum.

Soros positivos a diluicao 1:50 foram submetidos a titulacdo para obtencao do

titulo.

4.1.8 Analises Estatisticas

O calculo das prevaléncias e a tabulacao dos dados foram feitos no programa
Microsoft Excel® 2003. As analises de associacao foram feitas pelo teste de Qui-
quadrado e Teste Exato de Fischer utilizando-se o programa SPSS®versao 9.0.

Como a amostragem das fémeas nao foi proporcional ao nimero de animais
existentes na propriedade, foi feita uma correcao do valor da prevaléncia segundo a

formula (BENNETT et al., 1991):

> wiy; (somatoria do n° de positivos ponderado)

Z wiX; (somatoria do n® de amostras ponderado)

Onde:

p = prevaléncia ponderada

w; = n? total de animais na propriedade/n® total de animais na regiao
yi = n? de positivos na propriedade

X; = n? de amostrados na propriedade
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4.2 EXPERIMENTO 2

Nesta secao serdo descritos os procedimentos utilizados para a determinagao
de gendtipo de T. gondii.

4.2.1 Colheita de Orgaos

No més de maio de 2005 foram colhidos sangue e cérebro de ovinos em um
abatedouro exclusivo de pequenos ruminantes da regido, sendo 11 amostras de
animais advindos da propriedade n® 9 do Distrito Federal, e 28 amostras de animais

originarios de Tocantins e Goias (Quadro 3).

Material colhido

Origem dos animais N2 de amostras Soro Cérebro
DF 11 X
TO/GO 28 X X

Quadro 3 — Origem dos animais e material colhido de um abatedouro do DF

A partir do sangue total, foram obtidos os soros conforme procedimento
descrito no item 4.1.2. Eles foram submetidos a RIFI para T. gondii e N. caninum
segundo procedimento ja descrito com o objetivo de se realizar uma triagem para a
posterior realizacdo de PCR do cérebro. Como a colheita de sangue dos ovinos do
DF n&o foi possivel, a PCR foi realizada em todos os 11 cérebros sem uma prévia
triagem.

Apoés a colheita, os cérebros foram armazenados congelados a -20°C até a

sua utilizacao.
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4.2.2 Extracao de DNA

Porcoes de varias regides do cérebro, totalizando 6 g, foram maceradas em
cadinho e pistilo estéreis com 24 mL de solugéo de Tris-EDTA (TE) pH 8,0 (Tris-HCI
10 mM, EDTA 1 mM), resultando num macerado a 20%. Este material foi
armazenado em tubos Falcon em freezer a - 20°C até o momento do
processamento.

Dessa solugéo, foram retiradas 6 aliquotas de 750 pL cada, que foram
acondicionadas em microtubos tipo eppendorf, e de cada aliquota foi feita extracao
de DNA segundo protocolo de Ausubel et al. (1995).

As amostras foram lavadas trés vezes em Tris-EDTA pH 8,0 por meio de
centrifugacdo a 12000 x g durante 5 minutos e descarte do sobrenadante. Em
seguida, foi adicionado o tampao de extracao (NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM, EDTA
25 mM, SDS 0,5%, proteinase K 0,1 mg/mL, agua mQ qg.s.p. para 600 pL), com
posterior incubacao overnight a 37 °C.

Para a purificacédo, foi adicionada a amostra fenol-cloroférmio v/v e, apds
centrifugacédo a 12000 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi aspirado e transferido
para outro microtubo.

Em seguida, foi feita precipitacdo adicionando-se acetato de sodio (10% do
volume da amostra) e propanol (v/v). As amostras foram mantidas em freezer a —
20°C overnight, e depois centrifugadas a 12000 x g por 30 minutos. Logo apés foi
adicionado etanol 70%, foi feita centrifugacdo, desprezo do sobrenadante e
secagem do microtubo. Apds a secagem, o sedimento foi ressuspendido em TE e as

amostras foram mantidas em freezer a — 20°C até a realizagdo da PCR-RFLP.



Material e Método 61

4.2.3 PCR-RFLP

Para a genotipagem das amostras foi adotado o protocolo de Howe et al.
(1997), que utilizaram uma reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), seguida de
andlise dos comprimentos dos fragmentos de restricao (RFLP).

Primeiramente foi feita uma amplificacdo por nested-PCR de dois fragmentos
do locus SAG2, um deles na terminacdo 5, de 241 pares de bases, e outro na
terminacao 3’, de 221 pares de bases. Este locus contém o gene que codifica a
proteina de superficie p22.

Os fragmentos foram entdao submetidos a acdo das enzimas de restricao
Sau3Al na terminacdo 5’ e Hhal na terminagédo 3'. A primeira enzima cliva apenas
amostras de tipo lll, enquanto a segunda cliva apenas amostras de tipo Il. Amostras
de tipo | ndo sofrem acao de nenhuma das enzimas.

Os produtos da nested-PCR apéds a restricao foram visualizados por meio de
corrida eletroforética em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio e

observado sob luz ultravioleta.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1

5.1.1 Questionario Epidemiolégico

Das 32 propriedades, obteve-se resposta ao questionario de 31 delas.

Os dados estao apresentados nas tabelas 1 a 18.

A maioria das propriedades (41,38%) iniciou suas atividades recentemente, a
partir de 2001, sendo que 45,16% delas tém a ovinocultura como principal atividade
econbmica. Dentre as atividades econémicas conjuntas, a agricultura foi a mais
freqUente, com 48,39% das propriedades.

A area das propriedades foi bastante heterogénea, variando de 3 a 4200 ha.

Em relacdo ao sistema produtivo, 100% das propriedades dedicam-se a
ovinocultura de corte e, refletindo essa caracteristica, 100% criam a raca Santa Inés
ou cruzas dessa raga, com 48,39% adotando o sistema extensivo de manejo e
45,16% o sistema semi-confinado. O numero total de animais no rebanho, entre
adultos e cordeiros, variou de 26 a 960, sendo que a lotacdo variou de 1,05 a 86
animais/ha. De 31 propriedades que responderam a questdo, 28 (90,32%) tém
instalacdes especificas para a ovinocultura.

A presenca de caes foi relatada por 93,55% das propriedades, enquanto
gatos estdo presentes em 32,26% delas.

A origem da &gua oferecida aos animais foi predominantemente de
bebedouro (54,84%), seguido de poco (32,26%), rio (12,90%) e acude (9,68%).

A maioria das propriedades enterra os cadaveres de animais mortos (77,42%)
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e os abortos e restos placentarios (74,19%).

Quanto aos problemas reprodutivos, em 12 (38,71%) das 31 propriedades

intervalo entre partos.

ocorreu abortamento nos ultimos 12 meses e seis propriedades relataram problemas

de fertilidade, das quais quatro observaram repeticdo de cio e duas aumento do

Tabela 1 - Perfil das propriedades e proprietarios de rebanhos comerciais de ovinos

do DF — 2004
Ne de propriedades com a variavel/ Frequéncia
n? de propriedades que responderam a questao
Ano de inicio da
atividade
A partir de 2001 12/29 41,38%
De 1996 a 2000 7/29 24,14%
De 1991 a 1995 5/29 17,42%
De 1986 a 1990 1/29 3,45%
De 1981 a 1985 2/29 6,90%
De 1977 a 1980 2/29 6,90%
Escolaridade do
proprietario
Ensino médio 118 5,56%
Ensino superior 17/18 94,44%
Possui assisténcia 23/31 74,19%
técnica
Médico Veterinario 17/23 73,91%
Zootecnista 5/23 21,74%
Agrébnomo 1/23 4,35%
Ovinocultura como 14/31 45,16%
principal atividade
econdmica
Outras atividades
econdmicas na
propriedade
Agricultura 15/31 48,39%
Bovinocultura de leite 7/31 22,58%
Avicultura 6/31 19,35%
Bovinocultura de corte 5/31 16,13%
Caprinocultura 4/31 12,90%
Equinocultura 2/31 6,45%
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Tabela 2 - Area total e 4rea destinada & ovinocultura de propriedades comerciais de
ovinos do DF — 2004

N2 de propriedades que  Valor Valor Média Mediana Desvio

responderam a questdo minimo maximo padrao
Area total da 30 3 4200 442,28 115 841,09
propriedade (ha)
Area destinada 29 1 150 29,76 12 37,25
a ovinocultura
(ha)

Tabela 3 — Tipo de exploracdo de propriedades de rebanhos comerciais de ovinos

do DF - 2004
N2 de propriedades com a variavel/ Frequéncia
n? de propriedades que responderam a questao
Exploragao de 31/31 100,00%
corte
Raca
predominante
Santa Inés 25/31 80,65%
Cruza de Santa 6/31 19,35%
Inés
Tipo de criacao
Extensiva 15/31 48,39%
Semi-confinada 14/31 45,16%
Confinada 2/31 6,45%

Tabela 4 — Numero de animais por categoria em propriedades de rebanhos
comerciais de ovinos do DF - 2004

N2 de propriedades que  Valor Valor Meédia Mediana Desvio

responderam a questdo minimo maximo padrao
Ne¢ total de animais 31 26 960 216,52 138 240,98
N¢ de reprodutores 31 1 13 3,39 2 3,30
N2 de matrizes 31 20 650 139,90 80 171,57
Ne de crias 31 5 297 73,16 42 76,28
Lotagéo 29 1,05 86 14,22 9,38 17,49

(n® de animais/hectare)
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Tabela 5 — Presenca de outras espécies animais além de ovinos em propriedades de
rebanhos comerciais de ovinos do DF - 2004

N2 de propriedades com a variavel/ Frequéncia
n? de propriedades que responderam a questao
Presenca de caes 29/31 93,55%
Presenca de gatos 10/31 32,26%
Presenca de caprinos 5/31 16,13%
Presencga de bovinos 28/31 90,32%
Presenca de eqliinos 24/31 77,42%
Presenca de suinos 15/31 48,39%

Tabela 6 — Caracteristicas das instalacdes em propriedades de rebanhos comerciais
de ovinos do DF — 2004

Ne de propriedades com a variavel/ Frequéncia

n? de propriedades que responderam a questao
Possui instalacoes especificas 28/31 90,32%
para a ovinocultura
Aprisco
No chao 17/28 60,71%
Elevado 11/28 39,29%
Piso
Ripado 11/28 39,29%
Terra 9/28 32,14%
Cimento 8/28 28,57%
Estrutura
Madeira 14/28 50,00%
Alvenaria 14/28 50,00%
Cobertura
Telha 23/28 82,14%
Metal 4/28 14,29%
Palha 1/28 3,57%

Tabela 7 — Numero de apriscos e lotacao dos apriscos em propriedades de rebanhos
comerciais de ovinos do DF — 2004

N2 de propriedades que Valor Valor Média Mediana Desvio

responderam a questdo minimo maximo padrao
N de apriscos 31 0 9 1,77 1 1,73
N® de animais/aprisco 28 14,5 500 129,48 69 133,09
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Tabela 8 — Utilizagdo de pastos em propriedades de rebanhos comerciais de ovinos

do DF — 2004
N2 de propriedades com a variavel/ Frequéncia
n? de propriedades que responderam a questao
Aluguel de pastos de 3/31 9,68%
terceiros
Aluguel de pastos para 6/31 19,35%
terceiros
Compartilhamento de pasto 3/31 9,68%
com terceiros
Divide pasto com outra 24/31 77,42%
espécie animal
Divide com bovino 16/24 66,67%
Divide com eqiiino 4/24 16,67%
Divide com caprino 2/24 8,33%
Divide com bovino e eqlino 2/24 8,33%
Realizacéo de rotacao de 26/31 83,87%
pastagem
Presenca de piquete 18/31 58,06%
maternidade
Separa animais por categoria 17/31 54,84%
Presenca de area alagadica a 6/31 19,35%
que os animais tém acesso
Presenca de area de reserva 30/31 96,77%
de mata ou cerrado na
propriedade
Tabela 9 — Fonte da agua oferecida aos animais em propriedades de rebanhos
comerciais de ovinos do DF — 2004
N2 de propriedades com a variavel/ Freqgiiéncia
n? de propriedades que responderam a questao

Bebedouro 17/31 54,84%

Poco 10/31 32,26%

Rio 4/31 12,90%

Acude 3/31 9,68%

Tabela 10 — Destino de cadaveres de animais em propriedades de rebanhos
comerciais de ovinos do DF — 2004

N2 de propriedades com a variavel/ Frequéncia
n? de propriedades que responderam a questao
Enterra 24/31 77,42%
Incinera 8/31 25,81%
Deixa no pasto 1/31 3,23%
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Tabela 11 — Destino de fetos abortados e placentas em propriedades de rebanhos
comerciais de ovinos do DF — 2004

N2 de propriedades com a variavel/ Frequéncia
n? de propriedades que responderam a questao
Enterra 23/31 74,19%
Incinera 2/31 6,45%
Deixa no pasto 8/31 25,81%

Tabela 12 - Vacinacao em propriedades de rebanhos comerciais de ovinos do DF —

2004
N2 de propriedades com a variavel/ Frequéncia
n? de propriedades que responderam a questao
Clostridioses 25/31 80,65%
Raiva 19/31 61,29%
Outras 3/31 9,68%

Tabela 13 — Utilizacdo de anti-parasitarios em propriedades de rebanhos comerciais
de ovinos do DF — 2004

N2 de propriedades com a variavel/ Frequéncia
n? de propriedades que responderam a questao
Endoparasiticidas 31/31 100,00%

Ectoparasiticidas 9/31 29,03%
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Tabela 14 — Comércio de carneiros e matrizes e realizacdo de selegdo em
propriedades comerciais de ovinos do DF — 2004

N2 de propriedades com a variavel/ Frequéncia

n? de propriedades que responderam a questao
Compra de matrizes 1
Compra em fazendas 15/31 48,39%
Compra em exposicdes ou feiras 6/31 19,35%
Compra em leildes 1/31 3,23%
Utilizacao de matrizes nascidas 17/31 54,84%
na propria fazenda
Venda de matrizes
Fazenda 8/31 25,81%
Exposicoes ou feiras 3/31 9,68%
Leiloes 1/31 3,23%
Estado de origem das matrizes
Distrito Federal 16/31 57,14%
Sergipe 5/31 17,86%
Bahia 4/31 14,29%
Goias 1/31 3,57%
Minas Gerais 1/31 3,57%
Rio Grande do Sul 1/31 3,57%
Compra de reprodutores
Compra em fazendas 20/31 64,52%
Compra em exposicdes ou feiras 15/31 48,39%
Compra em leildes 2/31 6,45%
Utilizacao de reprodutores 0/31 0
nascidos na propria fazenda
Empréstimo de reprodutores
Empréstimo de reprodutores para 9/31 29,03%
outros produtores
Utilizacao de reprodutores de 11/31 35,48%
outros produtores
Venda de reprodutores
Fazenda 11/31 35,48%
Exposicdes ou feiras 3/31 9,68%
Leilbes 2/31 6,45%
Estado de origem de reprodutores
Sergipe 11/31 40,74%
Bahia 6/31 22,22%
Distrito Federal 4/31 14,81%
Goias 4/31 14,81%
Rio Grande do Sul 1/31 3,70%
Ceara 1/31 3,70%
Realiza algum tipo de selecao 18/31 58,06%
Selegao por reprodugéo 12/18 66,67%
Selegao por produgéao 7/18 38,89%

Selegéo por sanidade 2/18 11,11%
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Tabela 15 — indices produtivos em propriedades de rebanhos comerciais de ovinos

do DF — 2004

N2 de propriedades que Valor Valor Meédia Mediana Desvio

responderam a questdo minimo maximo padrao
Idade de desmame 22 2 5 3,07 3 1,03
(meses)
Idade de descarte das 15 2 10 5,1 5 2,36
matrizes (anos)
Idade de descarte dos 13 1 8 3,69 3 2,22
reprodutores (anos)
Taxa de natalidade (%) 9 0,36 1,6 0,94 0,8 0,47
Taxa de mortalidade (%)
Até 4 dias de idade 15 0 25 6,4 5 7,70
Até o desmame 15 0 30 5,67 2 8,24
Matrizes 12 0 10 2,82 0,65 4,05
Freqiiéncia de 10 0 3 0,4 0 0,97

natimortos (%)

Tabela 16 — Manejo reprodutivo em propriedades comerciais de ovinos do DF —

2004
N¢ de propriedades com a variavel/ Frequéncia
n? de propriedades que responderam a questao

Realiza estacdo de monta 8/31 25,81%
Divide machos por grupo de 12/31 38,71%
fémeas

Relagao macho/fémea

1/até 30 fémeas 3/8 37,50%
1/até 60 fémeas 4/8 50,00%
1/até 80 fémeas 1/8 12,50%
Realiza diagnéstico de prenhez 3/31 9,68%
Realiza espermograma 3/31 9,68%

Tabela 17 — indices reprodutivos em propriedades comerciais de ovinos do DF —

2004
N2 de propriedades que| Valor Valor | Média | Mediana | Desvio
responderam a questdao| minimo | maximo padrao
Idade a primeira 17 5 12 8,29 8 1,65
cobertura (meses)
Idade ao primeiro 18 10 17 13,22 13 1,63
parto (meses)




Resultados 70

Tabela 18 — Problemas reprodutivos em propriedades comerciais de ovinos do DF —

2004
N2 de propriedades com a variavel/ Frequéncia
n? de propriedades que responderam a questao
Observou problema de fertilidade 6/31 19,35%
nas matrizes
Repeticao de cio 4/6 66,67%
Aumento do intervalo entre partos 2/6 33,33%
Abortamento nos ultimos 12 12/31 38,71%
meses
Retencéao de placenta 1/31 3,22%
Observou problema reprodutivo 0/31 0

nos carneiros

5.1.2 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta - Toxoplasma gondii

Foram processados 1028 soros, dos quais 364 foram positivos para
Toxoplasma gondii a diluicdo 1:64 na RIFI, determinando uma frequéncia de
35,41%.

A prevaléncia ponderada foi de 38,22% (26,81% < IC 0,95 < 49,62%).

Foram consideradas positivas as propriedades que contivessem ao menos
um animal positivo. Desse modo, a prevaléncia por propriedade foi de 100%, pois
todas as 32 propriedades continham pelo menos um animal positivo, com
prevaléncias dentro das propriedades variando de 4,76% a 96,55%, conforme
mostra a tabela 19 e o grafico 1.

Os titulos de anticorpos variaram de 64 a 65536, sendo que os titulos com
maior freqtiéncia foram 2048 (21,15%), 1024 (18,13%), 4096 (17,86%), 64 (10,44%)

e 512 (10,16%), segundo as tabelas 20 e 21 e o grafico 2.
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Tabela 19 - Frequéncias de anticorpos anti- Toxoplasma gondii (RIFl = 64) em
carneiros e matrizes de rebanhos comerciais de ovinos do DF, por
propriedade — 2004

Propriedade N°de carneiros Frequéncia de Intervalo de N2 de N°total de

e matrizes carneiros e confianca animais carneiros e
positivos matrizes 0,95 (%) amostrados matrizes na
para anticorpos positivos para propriedade
anti-T. gondii anticorpos anti-
T. gondii
1 7 18,42% 7,74-34,33 38 121
2 10 22,73% 11,47-37,84 44 600
3 6 8,82% 3,31-18,22 68 180
4 6 21,43% 8,30-40,95 28 32
5 14 41,18% 24,65-59,30 34 200
6 8 24,24% 11,09-42,26 33 110
7 39 50,65% 39,00-62,24 77 650
8 11 31,43% 16,85-49,29 35 150
9 9 25,71% 12,49-43,26 35 170
10 14 34,15% 20,08-50,59 41 550
11 26 89,66% 72,65-97,81 29 80
12 38 95,00% 83,08-99,39 40 300
13 28 96,55% 82,24-99,91 29 40
14 6 16,67% 6,37-32,81 36 150
15 8 21,05% 9,55-37,32 38 300
16 1 6,25% 0,16-30,23 16 30
17 5 15,15% 5,11-31,90 33 70
18 9 31,03% 15,28-50,83 29 90
19 7 23,33% 9,93-42,28 30 40
20 7 46,67% 21,27-73,41 15 20
21 3 15,00% 3,21-37,89 20 21
22 17 48,57% 31,38-66,01 35 80
23 5 27,78% 9,69-53,48 18 20
24 16 57,14% 37,18-75,54 28 50
25 8 42,11% 20,25-66,50 19 20
26 20 51,28% 34,78-67,58 39 180
27 4 14,29% 4,03-32,67 28 80
28 1 4,76% 0,12-23,82 21 30
30 9 30,00% 14,73-49,40 30 45
31 6 42,86% 17,66-71,14 14 22
32 11 55,00% 31,53-76,94 20 22
33 5 17,86% 6,06-36,89 28 54
Total 32 364 35,41% 1028 4507
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Gréafico 1 - FreqUéncias de anticorpos anti- Toxoplasma gondii (RIFI = 64) em carneiros e

matrizes de rebanhos comerciais de ovinos do DF, por propriedade - 2004
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DF positivos para Toxoplasma gondii pela RIFI (= 64), nos diferentes

Tabela 20 - Numero de carneiros e matrizes de rebanhos comerciais de ovinos do
titulos, por propriedade — 2004
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Tabela 21 - Frequéncias de anticorpos anti- Toxoplasma gondii em carneiros e
matrizes de rebanhos comerciais de ovinos do DF nas diferentes
titulagdes, pela RIFI (= 64) — 2004

Titulo N2 de carneiros e matrizes positivos Frequéncia de positivos

64 38 10,44%
128 14 3,85%
256 21 5,77%
512 37 10,16%
1024 66 18,13%

2048 77 21,15%
4096 65 17,86%
8192 26 7,14%
16384 17 4,67%
32768 2 0,55%
65536 1 0,27%
Total 364 100,00%

Frequéncias (%)
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Gréfico 2 — Freqléncias de anticorpos anti- Toxoplasma gondii em carneiros e matrizes de
rebanhos comerciais de ovinos do DF nas diferentes titulagdes, pela RIFI (=
64) — 2004
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5.1.3 Reacao de Imunofluorescécnia Indireta - Neospora caninum

Dos 1028 animais testados, 90 (8,75%) foram positivos na RIFI para
Neospora caninum a diluigéo 1:50.

A prevaléncia ponderada foi de 8,81% (7,08% < IC 0,95 < 10,53%).

Das 32 propriedades testadas, 28 propriedades (87,50%) possuiam ao menos
um animal positivo para neosporose e apenas quatro propriedades (12,50%) foram
negativas. As prevaléncias entre as propriedades variaram de 0 a 27,78%. Os
resultados estdo expressos na tabela 22 e gréfico 3.

Os titulos de anticorpos variaram de 50 a 51200, sendo que os titulos mais
freqientes foram 50 (21,11%), 1600 (14,44%), 3200 (12,22%) e 100 (12,22%),
segundo as tabelas 23 e 24 e o grafico 4.

Conforme mostram as tabelas 25 e o grafico 5, 48 animais (4,67%) foram
positivos para ambos os parasitas, enquanto 30,74% foram positivos apenas para T.

gondii e 4,09% apenas para N. caninum.
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Tabela 22 - Frequéncias de anticorpos anti-Neospora caninum (RIFl = 50) em
carneiros e matrizes de rebanhos comerciais de ovinos do DF, por
propriedade - 2004

Propriedade N°de carneiros Frequéncia de Intervalo de N2 de N°total de

e matrizes carneiros e confianca animais carneiros e
positivos para matrizes 0,95 (%) amostrados matrizes na
anticorpos anti- positivos para propriedade
N. caninum  anticorpos anti-
N. caninum
1 6 15,79% 6,02-31,25 38 121
2 3 6,82% 1,43-18,66 44 600
3 2 2,94% 0,36-10,22 68 180
4 0 0,00% 0-12,34 28 32
5 1 2,94% 0,007-15,33 34 200
6 2 6,06% 0,74-20,23 33 110
7 7 9,09% 3,73-17,84 77 650
8 5 14,29% 4,81-30,26 35 150
9 4 11,43% 3,20-26,74 35 170
10 3 7,32% 1,54-19,92 41 550
11 4 13,79% 3,89-31,66 29 80
12 7 17,50% 7,34-32,78 40 300
13 3 10,34% 2,19-27,35 29 40
14 1 2,78% 0,07-14,53 36 150
15 5 13,16% 4,41-28,09 38 300
16 2 12,50% 1,55-38,35 16 30
17 3 9,09% 1,92-24,33 33 70
18 0 0,00% 0-11,94 29 90
19 2 6,67% 0,82-22,07 30 40
20 3 20,00% 4,33-48,09 15 20
21 1 5,00% 0,13-24,87 20 21
22 5 14,29% 4,81-30,26 35 80
23 5 27,78% 9,69-53,48 18 20
24 2 7,14% 0,88-23,50 28 50
25 1 5,26% 0,13-26,03 19 20
26 4 10,26% 2,87-24,22 39 180
27 2 7,14% 0,88-23,50 28 80
28 5 23,81% 8,22-47,17 21 30
30 0 0,00% 0-11,57 30 45
31 0 0,00% 0-23,16 14 22
32 1 5,00% 0,13-24,87 20 22
33 1 3,57% 0,09-18,35 28 54
Total 32 920 8,75% 1028 4507
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Gréfico 3 - FrequUéncias de anticorpos anti-Neospora caninum (RIFI = 50) em carneiros e
matrizes de rebanhos comerciais de ovinos do DF, por propriedade - 2004
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DF positivos para N. caninum pela RIFI (= 50), nos diferentes titulos, por

Tabela 23 - Numero de carneiros e matrizes de rebanhos comerciais de ovinos do
propriedade — 2004
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21,11% 12,22% 5,56% 5,56% 8,89% 14,44% 12,22% 7,78% 5,56% 3,33% 3,33%
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de positivos
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Tabela 24 - Frequéncias de anticorpos anti-Neospora caninum em carneiros e
matrizes de rebanhos comerciais de ovinos do DF nas diferentes

titulagdes, pela RIFI (= 50) — 2004

Titulo N2 de carneiros e matrizes positivos Frequéncia de positivos

50 19 21,11%
100 11 12,22%
200 5 5,56%
400 5 5,56%
800 8 8,89%
1600 13 14,44%
3200 11 12,22%
6400 7 7,78%
12800 5 5,56%
25600 3 3,33%
51200 3 3,33%
Total 90 100,00%

Frequéncias (%)
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Gréfico 4 - Frequéncias de anticorpos anti-Neospora caninum em carneiros e matrizes de
rebanhos comerciais de ovinos do DF nas diferentes titulagdes, pela RIFI (=

50) — 2004
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Tabela 25 - Frequéncias de carneiros e matrizes de rebanhos comerciais de ovinos
do DF positivos na RIFI para Toxoplasma gondii € Neospora caninum
concomitantemente, negativos para ambos os agentes e positivos para
apenas um deles, por propriedade — 2004

Propriedade N2 de animais % N2 de animais % N2deanimais % N2deanimais %  Total de
positivos para negativos para positivos positivos amostras
toxoplasmose toxoplasmose e apenas para apenas para
€ heosporose neosporose toxoplasmose neosporose

1 2 5,26 27 71,05 5 13,16 4 10,53 38
2 0 0 31 70,45 10 22,73 3 6,82 44
3 0 0 60 88,24 6 8,82 2 2,94 68
4 0 0 22 78,57 6 21,43 0 0 28
5 0 0 19 55,88 14 41,18 1 2,94 34
6 0 0 23 69,70 8 24,24 2 6,06 33
7 7 9,09 38 49,35 32 41,56 0 0 77
8 3 8,57 22 62,86 8 22,86 2 5,71 35
9 1 2,86 23 65,71 8 22,86 3 8,57 35
10 1 2,44 25 60,98 13 31,71 2 4,88 41
11 3 10,34 2 6,90 23 79,31 1 3,45 29
12 6 15,00 1 2,50 32 80,00 1 2,50 40
13 3 10,34 1 3,45 25 86,21 0 0 29
14 1 2,78 30 83,33 5 13,89 0 0 36
15 3 7,89 28 73,68 5 13,16 2 5,26 38
16 1 6,25 14 87,50 0 0 1 6,25 16
17 0 0 25 75,76 5 15,15 3 9,09 33
18 0 0 20 68,97 9 31,03 0 0 29
19 1 3,33 22 73,33 6 20,00 1 3,33 30
20 3 20,00 8 53,33 4 26,67 0 0 15
21 1 5,00 17 85,00 2 10,00 0 0 20
22 5 14,29 18 51,43 12 34,29 0 0 35
23 0 0 8 44 44 5 27,78 5 27,78 18
24 0 0 10 35,71 16 57,14 2 7,14 28
25 1 5,26 11 57,89 7 36,84 0 0 19
26 3 7,69 18 46,15 17 43,59 1 2,56 39
27 1 3,57 23 82,14 3 10,71 1 3,57 28
28 0 0 15 71,43 1 4,76 5 23,81 21
30 0 0 21 70,00 9 30,00 0 0 30
31 0 0 8 57,14 6 42,86 0 0 14
32 1 5,00 9 45,00 10 50,00 0 0 20
33 1 3,57 23 82,14 4 14,29 0 0 28
Total 32 48 4,67 622 60,51 316 30,74 42 4,09 1028
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O Frequéncia de animais negativos para T. gondii e N. caninum
8 Frequéncia de animais positivos apenas para T. gondii

B Frequéncia de animais positivos para T. gondii e N. caninum

Gréfico 5 - Frequéncias de carneiros e matrizes de rebanhos comerciais de ovinos do DF
positivos na RIFI para Toxoplasma gondii e Neospora caninum
concomitantemente, negativos para ambos 0s agentes e positivos para apenas
um deles, por propriedade — 2004

5.1.4 Fatores de Risco

A analise dos fatores de risco entre as propriedades para as infeccoes por T.
gondii e N. caninum nao foi possivel, uma vez que nao foram encontradas
propriedades controle para T. gondii e, em relacdo ao N. caninum, apenas quatro
propriedades foram negativas, dificultando a andlise de associagao.

Em vista disso, as propriedades foram divididas em quartis, sendo que o
quartil que continha as maiores prevaléncias foi comparado com o quartil que
continha as menores prevaléncias. Nao houve associagdo estatisticamente
significante para nenhuma das variaveis ao nivel de significancia de 0,05.

A prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii entre os carneiros foi
significativamente maior que entre as matrizes (x° = 9,854, p = 0,002), 0 que nao
ocorreu com a infecgdo por N. caninum.

A prevaléncia da infec¢do por T. gondii foi significativamente maior que a da

infeccédo por N. caninum (p < 0,0001).
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Figura 2 - Amostra positiva para T. gondii na RIFI a diluicdo 1:64, mostrando taquizoitos com
fluorescéncia periférica total (aumento de 1000 vezes)

Figura 3 - Amostra negativa para T. gondii na RIFI a diluicdo 1:64, mostrando taquizoitos
corados apenas pelo azul de Evans (aumento de 1000 vezes)

Figura 4 - Amostra negativa para T. gondii na RIFI a diluigdo 1:64, mostrando taquizoitos com
fluorescéncia parcial, localizada apenas na regiao apical (aumento de 1000 vezes)
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5.2 EXPERIMENTO 2

5.2.1 RIFI

Dos 28 soros provenientes de Tocantins e Goias submetidos a RIFI, nenhum
foi positivo para T. gondii e apenas um (3,57%) foi positivo para N. caninum com o

titulo 800.

5.2.2 PCR-RFLP
Dos 11 cérebros provenientes da propriedade n® 9 do DF submetidos a
nested-PCR, apenas um foi positivo (9,09%). Os amplicons submetidos a restricao

nao foram clivados pelas enzimas, portanto a amostra foi classificada como tipo |.
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6 DISCUSSAO

A prevaléncia encontrada para a infeccao por Toxoplasma gondii no presente
trabalho foi de 38,22%, resultado semelhante ao de outras regides do pais, como no
estado de Sao Paulo, em que a prevaléncia foi de 34,7% (FIGLIUOLO et al., 2004) e
em Pernambuco, onde a frequéncia foi de 35,3% (SILVA et al., 2003).

Trabalhos em outros paises também tiveram valores semelhantes, como em
Gana, onde a frequéncia foi de 33,2% (VAN DER PUIJE, 2000), Uruguai, com 38,5%
de positivos (FREYRE et al.,, 1999) e Espanha, onde observou-se 33,72% de
positivos (MARCA et al., 1996).

Cavalcante et al. (2004), entretanto, encontraram uma ocorréncia com um
valor superior (46,8%) em rebanhos de Monte Negro, Rondénia, e em Guarapuava,
Parana, Romanelli (2002) observou uma prevaléncia de 51,47%, assim como Malik,
Dreesen e De la Cruz (1990), que encontraram 58,56% dos animais testados
positivos no nordeste dos EUA.

Valores mais baixos tém sido observados no Brasil e em outros paises.
Gondim et al. (1999a) encontraram uma freqiiéncia de 18,75% em ovinos da Babhia,
enquanto Sawadogo et al. (2005) no Marrakech (Marrocos), Masala et al. (2003) na
Sardenha (ltalia), Gorman et al (1999) no Chile, Skjerve et al. (1998) na Noruega e
Hashemi-Fesharki (1996) no Ird obtiveram freqléncias de 27,6%, 28,4%, 28%,
16,2% e 24,3%, respectivamente. Em contrapartida, apenas 2,5% dos soros colhidos
em um abatedouro no Paquistdo foram positivos (ZAKI, 1995).

Quanto a infeccdo por Neospora caninum, a prevaléncia observada neste
trabalho foi 8,81%, semelhante a encontrada em Séo Paulo, 9,2% (FIGLIUOLO et

al., 2004), assim como em Guarapuava, Parand, onde a frequéncia foi de 9,51%
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(ROMANELLI, 2002), enquanto Otero et al. (2002) obtiveram 7,4% de positivos na
Bahia. Gongalves et al. (2004) encontraram uma frequéncia de 12% no municipio de
Ribas do Rio Pardo, e Aguiar et al. (2004) observaram uma prevaléncia maior (29%)
em Monte Negro, Rondénia.

Segundo Tenter, Heckeroth e Weiss (2000), diferengas na prevaléncia da
infeccdo por T. gondii podem ser relacionadas ao tipo de manejo, higiene das
instalacoes, densidade de gatos e felideos selvagens, temperatura, umidade e
localizagao geografica.

A comparagao de prevaléncias entre trabalhos que utilizam diferentes testes
sorolégicos com variados pontos de corte ndo é segura, uma vez que ocorrem
diferencas na sensibilidade e especificidade dos testes. Outro parametro que pode
ser afetado & o valor preditivo do teste, que varia de acordo com a prevaléncia da
populacao estudada (BJORKMAN; UGGLA, 1999).

A RIFI é um teste bastante utilizado para a deteccdo de anticorpos anti-T.
gondii e foi o primeiro desenvolvido para N. caninum, sendo até hoje considerado
padrdo ouro para a infeccdo por este agente (BJORKMAN; UGGLA, 1999; BUXTON,
1998). A utilizacdo de taquizoitos inteiros e a consideracdo de que a positividade
ocorre apenas quando ha fluorescéncia periférica total, buscando-se assim
antigenos de superficie, tornam o teste muito especifico (BJORKMAN; UGGLA,
1999). Reacgdes cruzadas entre N. caninum, Toxoplasma gondii e Sarcocystis sp
parecem ser minimas (DUBEY et al., 1996a). No entanto, alguns fatores dificultam
comparagbes, mesmo considerando-se trabalhos que utilizaram a RIFl. Os pontos
de corte para T. gondii e principalmente para N. caninum sofrem divergéncias entre
laboratérios ou grupos de pesquisa. O microscépio utilizado e os reagentes e suas

diluicbes, como o conjugado, séo outros fatores que podem afetar o resultado. Além
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disso, a leitura das laminas depende da interpretacdo individual de cada
pesquisador, fato que acrescenta certa subjetividade ao teste (BJORKMAN; UGGLA,
1999).

Deve-se salientar também que os trabalhos utilizam-se de diferentes
amostragens, sendo que alguns obtém prevaléncias, enquanto outros a ocorréncia,
quando a amostra ndo representa a populacdo. A categoria zootécnica utilizada
pode também interferir no resultado. No presente estudo, foram colhidas amostras
apenas de ovinos adultos, o que pode ter elevado a prevaléncia se fosse
considerada a populacao total, ja que muitos trabalhos verificaram um aumento da
prevaléncia com a idade (BLEWETT, 1983).

Infelizmente nao foi possivel a andlise dos fatores de risco, pois todas as
propriedades foram positivas para T. gondii e 87,5% foram positivas para N.
caninum, significando que as infec¢des por estes parasitos estdo disseminadas nas
propriedades da regidao. Os valores de prevaléncia para T. gondii variaram de 4,76%
a 96,55%, sendo maiores que as prevaléncias de N. caninum, que variaram de 0 a
27,78% entre as propriedades. A prevaléncia de toxoplasmose em ovinos
geralmente revela-se alta e normalmente é superior a de bovinos e equinos
(BLEWETT, 1983). Devido aos varios relatos sobre a importancia da toxoplasmose
em problemas reprodutivos em ovinos, acredita-se que eles possam ter uma maior
suscetibilidade a infeccdo comparada a outras espécies, além de persisténcia maior
de anticorpos (BLEWETT, 1983). Esteban-Redondo et al. (1999), comparando
infeccdo experimental em ovinos e bovinos, verificaram que o parasita persistiu no
tecido dos ovinos, enquanto nos bovinos ele nao péde mais ser detectado 6
semanas apds a inoculagdo. Ja em relagdo a neosporose, parece ocorrer o

contrario. Dados de prevaléncia em ovinos freqiientemente sdo mais baixos que 0s
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encontrados em bovinos e a doenca clinica raramente é relatada em condicdes
naturais, apesar de infeccoes experimentais facilmente induzirem a falhas
reprodutivas.

A prevaléncia da infeccdo por T. gondii foi significativamente maior em
machos que em fémeas, concordando com Silva et al. (2003). J& Van der Puije et al.
(2000) observaram freqiiéncia maior entre as fémeas de ovinos de Gana, enquanto
Samad, Rahman e Halder (1993) ndo observaram diferenca entre 0os sexos em
amostras de ovinos, caprinos e bovinos de Bangladesh, assim como Gorman et al.
(1999) em amostras ovinas do Chile. Devido as variagcbes encontradas entre os
trabalhos e a caréncia de explicacdo biolégica, é possivel que o fator sexo leve a
resultados derivados do acaso.

Os titulos de anticorpos anti-T. gondii e anti-N. caninum variaram de 64 a
65536 e de 50 a 51200, respectivamente. Titulos acima de 1024 podem sugerir
infeccdo recente (MALEY et al., 1997), porém uma uUnica tomada do soro nédo é
suficiente para avaliar o tempo de infeccdo. Além disso, altos titulos podem
permanecer no ovino por muito tempo (BUXTON et al., 1998), como ocorre na
hemaglutinacdo indireta (HAI), dificultando o diagnostico (BLEWETT; BRYSON;
MILLER, 1983). No presente estudo os titulos mais freqlientes anti-T. gondii foram
2048 e 1024 e os titulos mais freqUentes anti-N. caninum foram 50 e 1600. Figliuolo
et al. (2004) observaram uma frequéncia maior em titulos mais baixos (64 e 1024)
para T. gondii e, para N. caninum, os titulos mais freqientes foram 50, 200 e 100.

Em apenas um dos cérebros de ovino de uma das propriedades da regiao foi
detectado T. gondii por PCR, sendo que a amostra era de tipo |. Estudos
observaram um predominio do tipo | em humanos com toxoplasmose congénita

(HOWE et al.,, 1997; HOWE; SIBLEY, 1995), sinalizando um possivel potencial
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zoondético, ja que o consumo de carne ovina vem aumentando recentemente.
Amostras de tipo | sdo consideradas extremamente virulentas para camundongos,
enquanto as de tipo Il estariam mais relacionadas com toxoplasmose em humanos
imunodeprimidos e o tipo lll seria bastante frequente em animais (HOWE et al.,
1997; HOWE; SIBLEY, 1995),

No Brasil apenas os tipos | e Il foram encontrados em animais, com alta

frequéncia do tipo | (DUBEY et al., 2002b; PENA, 2004; SILVA et al., 2005).
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7 CONCLUSOES

o as infeccdes por Toxoplasma gondii e Neospora caninum estao presentes e
disseminadas entre os rebanhos comerciais de ovinos do Distrito Federal,

o a prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii é mais alta que a de
anticorpos anti-Neospora caninum na regiao;

o as infeccbes por Toxoplasma gondii € Neospora caninum podem ocorrer
simultaneamente num mesmo animal, gerando a necessidade de diagndstico
diferencial;

o T. gondii tipo | esta presente em uma das propriedades da regiao.
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APENDICE A - Questionario epidemiolégico

Identificacao

Codigo da propriedade Proprietario
Endereco

Data de visita Latitude e Tongitude
Propriedade

Perfil Propriedade e Proprietario

1. Inicio da atividade (ano):

2. Escolaridade do proprietario: ( ) 1°grau ( ) 2° grau ( ) 3° grau
3. A ovinocultura € a principal atividade: ( ) sim ( ) nao

4. Outras atividades econémicas na propriedade:

( ) avicultura ( ) caprinocultura ( ) bovinocultura de leite

( ) bovinocultura de corte ( ) equinocultura ( ) agricultura

5. Area total da propriedade em hectares:

6. Area ocupada pela ovinocultura em hectares:

Exploracao

1. Raca predominante: () Santa Inés () Cruza Santa Inés
Outras

2 Tipo de exploracao: ( ) corte ( ) la

3 Tipo de criagédo: ( ) confinado ( ) semi-confinado ( ) extensivo

4, Qual a idade de descarte das matrizes?

5 Qual a idade de descarte do macho?

6. NUmero de animais:

6.1. Reprodutores:

6.2. Matrizes:
6.3. Crias:
7. Presenca de outros animais na propriedade

7.1.  Bovinos: ( ) sim ( ) nao
7.2. Eqinos: ( ) sim ( ) ndo
7.3. Suinos: ( ) sim ( ) nao
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7.4. Caes:( )sim( )néao

7.5. Gatos: ( ) sim ( ) nao

7.6. Cabras: ( )sim( )nao

8. Possui instalacdes especificas para a atividade: ( ) sim ( ) nao

9. Numero de apriscos:

10.  Numero de cabecas por aprisco:

11. Aspectos construtivos do aprisco:

11.1  Piso:

11.2  Estrutura:

11.3  Cobertura:

12. Faz algum tipo de selecédo dos animais: ( ) sim ( ) ndo

12.1.  Qual tipo de selegéo: ( ) por producao ( ) sanitaria ( ) reproducéo

Comércio

1. Compra de reprodutores: ( ) exposicao ou feiras ( ) leildes ( ) fazendas

2. Compra de matrizes: ( ) exposi¢cao ou feiras ( ) leildes ( ) fazendas ( )
( ) préprias

3. Origem dos machos:

4. Origem das fémeas:

5. Venda de reprodutores: ( ) exposicao ou feiras ( ) leildes ( ) fazendas

6. Venda de matrizes: ( ) exposi¢ao ou feiras ( ) leildes ( ) fazendas

Pastos

1. Aluga pasto de terceiros: ( ) sim ( ) néo

2. Aluga pasto para terceiros: ( ) sim ( ) ndo

3. Compartilha pasto com terceiros: ( ) sim ( ) ndo

4. Divide pasto com outra espécie animal? ( ) sim Qual? ( ) nao

5. Existe piquete maternidade: ( ) sim ( ) nédo

6. Separa os animais por categoria: ( ) sim ( ) ndo

6.1.  Quais categorias?

7. Faz rotacdo de pastos: ( ) sim ( ) ndo

Existem areas alagadicas que os animais tem acesso: ( ) sim ( ) ndo
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9. Numero de animais por hectare:

10. Ha reserva de mata / cerrado na propriedade: ( ) sim ( ) nao

Sanidade

1. Vacina regularmente contra qual doenca (Manqueira; Gangrena gasosa;

Botulismo; Enterotoxemia; Tetano; Pneumonia; Raiva; Outras)
Usa anti-parasitario: ( ) sim ( ) ndo
Usa carrapaticida: ( ) sim ( ) nao
Fornecimento de agua aos animais:
( )rio ( ) acude ( ) bebedouro ( ) cacimba ( ) poco
Possui assisténcia técnica: ( ) sim ( ) nao
5.1.  Qual a formagéo:
( ) veterinario ( ) zootecnista ( ) agrébnomo ( ) técnico agricola
6. Qual o destino das carcacas dos animais mortos na propriedade:
( ) deixa no pasto ( ) incinera/enterra

7. Fornece colostro aos animais ( ) sim ( ) ndo

Manejo reprodutivo
1. Divide machos por grupo de fémeas: ( ) sim ( ) ndo

1.1.  Qual relacdo macho/fémea:

2. Tem notado problemas de fertilidade nas fémeas: ( ) sim ( ) nao
2.1.  Quais: ( ) repeticao de cio ( ) intervalo entre partos aumentado
3. Tem notado problema de fertilidade nos machos: ( ) sim ( ) ndo
4, Faz espermograma do sémen: ( ) sim ( ) ndo
Faz diagnéstico de prenhez: ( ) sim ( ) ndo
1. Qual o método de diagndstico?

Algum animal abortou nos ultimos 12 meses: ( ) sim ( ) ndo

Usa de estacdo de monta: ( ) sim ( ) ndo

5
5
6
7. O que faz com o feto e placenta: ( ) deixa no pasto ( ) enterra ( ) incinera
8
9 Empresta reprodutores? ( ) sim ( ) ndo

1

0. Usa reprodutores emprestados de outro criador: ( ) sim ( ) ndo



indices produtivos

1.
2.

2.1.
2.2.
2.3.

Taxa de natalidade:
Taxa de mortalidade
Até 4 dias:

Até desmame:

Matrizes:

Idade da primeira cobertura:

Freqtiéncia de natimorto:

Idade de desmame:

ldade ao 1° parto:
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