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RESUMO

Com os objetivos de estimar a prevaléncia de ovinos portadores de Toxoplasma gondii no
municipio de Lages, Santa Catarina, Brasil, e de identificar possiveis fatores de risco para a
infeccdo, foi coletado sangue por puncdo da veia jugular externa de 360 animais, de 13
propriedades, armazenado em tubos estéreis e transportado ao Laboratorio de Parasitologia e
Doencas Parasitarias CAV/UDESC, para posterior processamento. Cada criador respondeu a
um questionario com dados da propriedade e individuais de cada animal para permitir a
identificacdo dos fatores de risco da infecgdo. A pesquisa de anticorpos foi realizada por meio
da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) utilizando como ponto de corte a titulacédo
1:64 e do Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA). Em 100% das propriedades foram
encontrados animais positivos. Pela RIFI, 205 (56,94%) ovinos apresentaram anticorpos
contra Toxoplasma gondii e pelo ELISA, 153 (42,50%). Considerando-se as tecnicas
soroldgicas e a analise estatistica, foram fatores de risco pelo ELISA: a idade, a fonte de dgua
e a categoria animal; e pela RIFI, o tipo racial. Foi constatada sensibilidade de 61%,
especificidade de 82% e concordancia Kappa de 0,7 entre o ELISA e a RIFI (1:64),
considerada boa, permitindo indicar o ELISA como técnica adequada para o diagnéstico de
Toxoplasma gondii na espécie ovina.

Palavras chave: Toxoplasma gondii, ovinos, RIFI, ELISA, fatores de risco.



ABSTRACT

This study evaluated the prevalence of antibodies against Toxoplasma gondii in sheeps in the
municipality of Lages, in the state of Santa Catarina, Brazil, and identified possible risk
factors for infection. Blood samples of 360 animals from 13 properties were collected by
puncturing of the jugular vein, stored in sterile tubes and carried to the Laboratory of
Parasitology and Parasitic Diseases CAV / UDESC, for later processing. Each creator
answered a questionnaire with data of the propertie and each individual animal for
identification of risk factors for infection. Indirect Immunofluorescence Assay (IFA) where
serum samples were considered positive at dilutions >1:64 and Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) were used to detect 1gG anti Toxoplasma gondii antibodies.
100% of properties were found positive animals. By IFA, 205 (56.94%) sheeps had antibodies
against Toxoplasma gondii and by ELISA, 153 (42.50%) sheeps were positive. Considering
the serological techniques and statistical analysis, were risk factors by ELISA: the age, the
water source and the animal category; and by IFA, the racial type. It has been found
sensitivity of 61%, specificity of 82% and Kappa of 0.7 between the ELISA and the IFA
(1:64), considered good, allowing to indicate the ELISA as technique adjusted for the
diagnosis of Toxoplasma gondii in the ovina species.

Keywords: Toxoplasma gondii, sheeps, IFA, ELISA, risk factors.
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INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma zoonose de ampla distribuicdo geografica, geralmente de
carater assintomatico, causada pelo coccidio Toxoplasma gondii. O parasito é classificado na
ordem Eucoccidiida, familia Sarcocystidae, sendo os hospedeiros definitivos membros da
familia Felidae e os hospedeiros intermediarios, todos os animais homeotérmicos como aves e
mamiferos.

A ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais € a principal forma
de infeccdo para animais carnivoros e onivoros, enquanto a ingestdo de oocistos é a principal
para herbivoros. A transmissdo transplacentaria por taquizoitos, tem sido responsabilizada
pela ocorréncia de abortos, natimortos, debilidade e mortalidade neonatal para humanos e
animais, sendo essa uma das principais causas de perdas em rebanhos, sobretudo para suinos e
pequenos ruminantes. Em todos os casos, 0s agravos mais severos da infeccdo ocorrem no
primeiro trimestre da gestacdo. A enfermidade é grave, também, em individuos
imunossuprimidos.

A principal repercussdo clinica e econdmica da toxoplasmose ovina é o aborto,
ocasionando perdas por natimortalidade e nascimento de animais fracos. Portanto, a
determinacdo da soroprevaléncia desta parasitose em ovinos, é de grande auxilio para o
conhecimento da epidemiologia desta zoonose.

O rebanho ovino das mesorregides Oeste e Serrana sdo responsaveis por mais de 60%
do efetivo catarinense. Dentro deste percentual, também apresenta destaque a populacéo ovina
do municipio de Lages.

O sistema de criacdo dos rebanhos em Lages é predominantemente semiextensivo, ndo
havendo um controle reprodutivo individual nas propriedades. Desta forma, ndo se conhece,
de forma real, as taxas de perdas gestacionais e de cordeiros nos rebanhos. Além disso, pouco
se conhece acerca das causas das desordens reprodutivas e do envolvimento nessas, do T.
gondii.

Considerando-se a extrema relevancia da enfermidade e a caréncia de dados sanitarios
referentes a ovinocultura no Estado, realizou-se o presente estudo, com os objetivos de
estimar a prevaléncia de ovinos infectados por T. gondii no municipio de Lages, Santa

Catarina, Brasil, através da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e do ensaio



imunoenzimatico indireto (ELISA) e de identificar possiveis fatores de risco para a
infeccdo por T. gondii na regiéo.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 IMPORTANCIA ECONOMICA

A toxoplasmose ovina é uma doenca parasitaria de elevada importancia em medicina
veterinaria e em salde publica, uma vez que acarreta prejuizos aos animais de producdo
(O'ROURKE, 2002), e que também servem como fonte de infec¢do para o ser humano
(GARCIA et al., 1999; WALSH et al., 1999).

Desordens reprodutivas como abortos e neonatos mortos ou fracos, que evoluem para
Obito, geram perdas econdmicas consideraveis em rebanhos ovinos (PEREIRA-BUENO et
al., 2004; LOPES, 2007).

S&o 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 milh&o a 4,68 milhGes por ano ou US$ 10 a 12 por
cordeiro (FREYRE et al., 1999).

Revisando estudos realizados em varios paises que determinaram as causas de
mortalidade perinatal e abortamentos em rebanhos ovinos, Blewett e Watson (1984)
encontraram prevaléncias de T. gondii variando entre 0,6 e 27% nas propriedades pesquisadas
na Inglaterra. No Centro Norte dos Estados Unidos, a toxoplasmose foi a principal doenca
associada a abortamentos e morte perinatal em ovinos, com 17,5% dos casos, seguida por
campilobacteriose com 9,9% e clamidiose com 4,7% (DUBEY; KIRKBRIDE, 1990). Ja no
Oregon, EUA, a toxoplasmose foi diagnosticada como a terceira causa infecciosa/parasitaria
de abortamento e mortalidade perinatal em ovinos, com 12,6% dos diagnosticos, atras de
campilobacteriose com 15,2% e clamidiose com 12,8% (DUBEY et al., 1990).

Hartley et al. (1954) na Nova Zelandia, reconheceram o T. gondii como agente
etiologico de abortos na espécie ovina. Desde entdo, é considerado a principal causa de
problemas reprodutivos nesta espécie (SILVA et al., 2003).
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1.2 O PARASITO

No inicio do século XX, Nicolle e Manceaux (1908) relataram a presenca de um
parasito intracelular no bago e no figado de um roedor (Ctenodactylus gondi), no Norte da
Africa. Eles acreditaram tratar-se de uma forma particular de Leishmania, denominando-o
Leishmania gondi. No Brasil, Splendore (1908) observou o mesmo parasito no coelho
(Oryctolagus cuniculus) e também o comparou ao agente da leishmaniose visceral. Em 19009,
no entanto, os primeiros autores constataram que se tratava de um novo parasito, sendo entéo
criado o género Toxoplasma (nome derivado da juncdo dos termos toxon, vocabulo grego para
aludir ao formato de arco do parasito e plasma, vocébulo que significa forma) e a espécie T.
gondii (NICOLLE; MANCEAUX, 1909). Nos anos 60, formas do parasito foram encontradas
em fezes de gatos (HUTCHISON, 1965) e o ciclo bioldgico foi determinado por Frenkel,
Dubey e Miller (1970) quando identificaram os estagios sexuais do T. gondii no intestino
delgado de gatos, e 0s oocistos nas fezes, confirmando o gato como hospedeiro definitivo.

Este protozoario € um coccidio intracelular obrigatério, de distribuicdo mundial,
podendo ser encontrado em grande variedade de hospedeiros vertebrados (DUBEY;
BEATTIE, 1988; CARRUTHERS, 2002). O T. gondii é classificado no Filo Apicomplexa,
Classe Sporozoea, Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidiida, Familia Sarcocystidae e
Subfamilia Toxoplasmatinae (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

As duas principais formas envolvidas na transmissdo do parasito sdo o cisto tecidual,
que pode alcangar, segundo Dubey (1977) 100um de didmetro e conter centenas de
bradizoitos, e o oocisto, onde sdo encontrados os esporozoitos. O taquizoito ¢ a forma
encontrada durante a fase aguda da infeccdo e possui importante funcdo na transmisséo
vertical. Essa forma multiplica-se por endodiogenia, processo de brotamento interno, onde
duas células filhas sdo formadas dentro da célula mée e liberadas apds a ruptura. O taquizoito
é encontrado dentro do vacuolo citoplasmatico (vacuolo parasitéforo) de vérias células, como
nas células do sistema mononuclear fagocitario (SMF), nos liquidos organicos, excre¢des, nas
células hepéticas, pulmonares, nervosas, submucosas e musculares. Apresenta-se sob a forma
de meia lua, medindo de 2um X 6um, com uma extremidade arredondada e outra ligeiramente
afilada (DUBEY, 1977). O n(cleo é esférico, oval ou alongado, de aspecto vesiculoso, e situa-
se no meio do corpo ou mais proximo da extremidade posterior, tendo a cromatina disposta
em rede ou como granulos aderidos a face interna da membrana (REY, 2001).

O bradizoito é a forma encontrada geralmente durante a fase crénica da infeccao,
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podendo ser encontrado em varios tecidos do hospedeiro (nervoso, muscular e retina).
Parecidos morfologicamente com os taquizoitos, os bradizoitos apresentam tamanho variavel,
dependendo da celula parasitada e do nimero de bradizoitos em seu interior (DUBEY, 1977).

Os oocistos sdo esféricos medindo 12,5um X 11um e sdo eliminados imaturoS junto
com as fezes dos felideos (JACKSON; HUTCHISON, 1989; NEVES, 2004). O oocisto
esporulado contém dois esporocistos elipsdides, com quatro esporozoitos em cada um, que
séo as formas infectantes, medindo 2um x 6um (DUBEY, 1998; ARAMINI et al., 1999).

1.3 CICLO BIOLOGICO

O T. gondii é capaz de infectar e se replicar dentro de qualquer célula nucleada
mamifera ou aviaria (BLACK; BOOTHROYD, 2000).

O ciclo do T. gondii é heteroxeno facultativo, sendo hospedeiros definitivos os
membros da familia Felidae, domésticos e selvagens, onde ocorre o ciclo sexuado e a
eliminacdo de oocistos nas suas fezes. Varias espécies de mamiferos e aves comportam-se
como hospedeiros intermediarios, inclusive os proprios felideos, ja que nestes a reproducéo
assexuada em tecidos extraintestinais também pode ocorrer (ANDERSON; BARR;
CONRAD, 1994; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

O ciclo sexuado ocorre no intestino de membros da familia Felidae onde, ap6s uma
série de esquizogonias, acontece a diferenciacdo dos gametas, a fecundacdo e a formacéo de
oocistos. Os felideos eliminam em suas fezes oocistos ndo esporulados que, em condicdes
ambientais propicias de temperatura, umidade e oxigenacdo, tornam-se infectantes. A
esporulacdo dos oocistos ocorre no ambiente, entre um a cinco dias apds a liberacdo nas fezes
(TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

Em estudos laboratoriais foi evidenciado que 0s oocistos sdo muito resistentes as
variacbes ambientais, podendo suportar temperaturas de - 21°C por no minimo 28 dias
(DUBEY; MILLER; FRENKEL, 1970), 30°C por 107 dias, 40°C por 24 horas (FRENKEL;
DUBEY, 1972) e 50°C por uma hora (DUBEY, 1998). Em condic¢des naturais, Frenkel e
Dubey (1975) obtiveram oocistos vidveis em fezes que foram expostas a temperaturas que
variaram entre -20°C e 35°C por um periodo de 548 dias no Kansas, EUA. Os oocistos
também sdo muito resistentes aos desinfetantes, normalmente usados, permanecendo viéveis
mesmo apds a exposicdo a formalina (10%) por 48 horas, acido sulfarico (63%) e dicromato
(7%) por 30 minutos (DUBEY; MILLER; FRENKEL, 1970), etanol (95%) e &cido acético
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(5%) por uma hora (FRENKEL; DUBEY, 1972), lauril sulfato de sédio (0,1%) por 24 horas e
amonia liquida (5,5%) por uma hora (ITO et al., 1975).

A ingestdo de oocistos pode ocorrer através de agua e alimentos contaminados pelas
fezes dos hospedeiros definitivos (DUBEY, 1998; ARAMINI et al., 1999). Outra forma de
infeccdo do T. gondii, pela via oral, ocorre pela ingestdo de carne crua ou mal cozida
contendo cistos teciduais. Ap6s a ingestdo dos cistos ou oocistos, a parede externa é rompida
por degradacdo enzimatica e as formas infectantes, bradizoitos e esporozoitos,
respectivamente, sdo liberadas no lume intestinal, onde rapidamente invadem as células do
hospedeiro e se diferenciam em taquizoitos, por divisdo assexuada (DUBEY, 1998; GROSS;
HOLPERT; GOEBEL, 2004).

O periodo inicial da infec¢cdo caracteriza a fase aguda da doenca, onde os taquizoitos
se multiplicam rapidamente por repetidas endodiogenias em diferentes tipos de células,
rompendo estas, causando infeccdo sistémica. Embora o parasito seja intracelular, pode
sobreviver por breves periodos nos liquidos intersticiais e exsudatos (CHIARI, 1981). Foram
constatados taquizoitos na saliva e na urina (VITOR; PINTO; CHIARI, 1991), no sémen de
bovinos (SCARPELLI et al., 2009), de ovinos (TEALE et al., 1982; AGANGA et al., 1988;
LOPES, 2007) e de suinos (MOURA et al., 2007), no leite de cabra (CHIARI; NEVES,
1984) e de ovelha (CAMOSSI, 2010). Com o desenvolvimento da imunidade, a multiplicacéo
dos taquizoitos é interrompida e ocorre a formacédo de cistos teciduais contendo bradizoitos,
formas de multiplicacdo lenta, 0 que caracteriza a fase crbnica da infeccdo (FILISETTI;
CANDOLFI 2004; GROSS; HOLPERT; GOEBEL, 2004). Nos humanos, estes cistos
teciduais se localizam predominantemente no sistema nervoso central, na retina e nas
musculaturas esquelética e cardiaca (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; DUBEY et al.,
2004).

1.4 TOXOPLASMOSE EM HUMANOS

Em humanos, a infeccdo é muito comum, porém a enfermidade clinica é pouco
frequente. Aproximadamente um terco da humanidade foi exposta ao parasito (HILL;
DUBEY, 2002). As prevaléncias variam de 0 a 100%, conforme a regido e o grupo étnico
estudado (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

Na populacdo humana, a infec¢do por T. gondii esta relacionada com o consumo de

carne mal cozida que contenha cistos vidveis deste parasito, com a ingestdo de alimentos ou
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agua contaminados com oocistos provenientes de fezes de felideos e infeccdo congénita
(HILL; DUBEY, 2002); provavelmente, por infeccdo transmaméria (BONAMETTI et al.,
1997); transplantes de oOrgdos, acidentes laboratoriais e ingestdo de leite cru (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000; HILL; DUBEY, 2002). Taquizoitos de T. gondii foram
encontrados em leite de muitos hospedeiros intermediarios como ovelhas, cabras e vacas
(REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2001), porém a toxoplasmose aguda em
humanos, somente foi associada ao consumo de leite de cabra ndo pasteurizado (CHIARI;
NEVES, 1984). Desta forma, as fontes de infeccdo variam em diferentes populacbes com
diferentes culturas e habitos alimentares (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

Somente nos EUA é provével que ocorram 1.437.500 novos casos de infecgdo por T.
gondii, com um custo aproximado de U$ 445 milhdes por ano (TODD, 1989). No mesmo
Pais, segundo Saad et al. (1996), aproximadamente 300 pessoas morrem anualmente devido a
toxoplasmose, tanto na sua forma neonatal, com estimativas de que uma em cada mil criancas
nascidas por ano tenha toxoplasmose congénita (JONES et al., 2001), quanto em individuos
com severa imunossupressao iatrogénica (transplantados, tratamento de neoplasias, pacientes
submetidos a dialise renal) ou que sofram de enfermidades imunossupressoras como doencas
autoimunes ou a sindrome de imunodeficiéncia adquirida — AIDS (LOPES, 2007).

Em pacientes com AIDS, a toxoplasmose manifesta-se com uma elevada frequéncia,
sendo considerada uma doenca oportunista (LUFT; REMINGTON, 1988; PASSOS;
ARAUJO FILHO; ANDRADE JUNIOR, 2000), que provoca a reativacdo dos cistos,
principalmente os cerebrais, produzindo grave encefalite (PRADHAN; YADAV; MISHRA,
2007). Potasman et al. (1987) observaram uma frequéncia de encefalite por T. gondii entre 6 e
10% de pacientes aidéticos nos EUA. Estima-se que de 10 a 30% dos pacientes com AIDS
morram por toxoplasmose (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

Rey e Ramalho (1999) em estudos de prevaléncia de T. gondii em individuos da
cidade de Fortaleza, estado do Ceard, constataram um rapido aumento na positividade, nos
primeiros dez anos de vida, sugerindo que a maioria das infec¢des primarias, sejam adquiridas
durante a infancia. Fato este que pode estar associado ao contato domiciliar com gatos e
familias numerosas, que provavelmente deixam a desejar na higiene e cuidado com as
criancas. Em certas regifes do Pais, aproximadamente 60% das criangas de seis a oito anos de
idade tém anticorpos contra T. gondii, em consequéncia da ingestdo de oocistos (BAHIA-
OLIVEIRA et al., 2003). Tenter, Heckeroth e Weiss (2000) constataram que em 10% das
criancas infectadas congenitamente, a toxoplasmose pode levar a classica tétrade de sinais

(retinocoroidite, hidrocefalia, calcificacdo intracerebral e distarbios psicomotores) e



16

estimaram que um terco das criangas infectadas congenitamente desenvolvem problemas
oculares em alguma época da vida. Na toxoplasmose, as alteracGes oculares estdo entre as
mais frequentemente observadas (GARCIA et al., 2005).

A infeccdo fetal pode determinar graves sequelas (STRAY-PEDERSEN, 1993),
entretanto, os efeitos sobre o feto e a gravidade da doenca dependerdo da viruléncia da cepa
do parasito, da quantidade de formas infectantes, da competéncia imunol6gica da mae e do
periodo gestacional em que a mulher se infectou (DESMONTS; COUVREUR, 1974).

Em mulheres gravidas o risco de infecgdo congénita € menor no primeiro trimestre da
gestacdo (10-15%) e maior quando a infeccdo ocorre durante o terceiro trimestre (60-90%)
(DUBEY; JONES, 2008). Ravel (1998) relatou que quando a infec¢do aguda foi adquirida no
primeiro trimestre de gravidez, 14% dos fetos estavam infectados, no segundo trimestre 29%
e no terceiro, 59%. Observou, ainda, que 90% das gestantes que apresentaram infec¢do aguda
eram assintomaticas. Desmonts e Couvreur (1974) verificaram que, embora menos frequente,
a infeccdo fetal era mais grave quando a mde era infectada durante o primeiro trimestre da
gravidez. Em compensacdo, quando a infeccdo materna acontecia no ultimo trimestre, a
doenca fetal ocorria com maior frequéncia e com manifestacGes clinicas discretas. Portanto,
no decorrer da gestacdo, aumenta o risco de transmisséo vertical e diminui a gravidade do
acometimento fetal (FERREIRA ISABEL, 2006).

Em pacientes, sem comprometimento imunol6gico, a toxoplasmose vem sendo
associada a linfadenopatia, febre, fraqueza, debilidade, oftalmite, infeccdes multissistémicas
e, recentemente, a esquizofrenia e outras desordens psiquiatricas (MCALLISTER et al., 2005).

Os surtos estdo geralmente relacionados a pequenos grupos de individuos ou a
familias. Relatos de surtos sdo escassos, ndo em virtude da sua inexisténcia, mas devido ao
fato dos sintomas serem, na maioria das vezes, ausentes ou brandos, o que acarreta
dificuldades para a identificacdo clinica desta enfermidade e sua posterior confirmacao
laboratorial e notificacdo. Além disso, a sintomatologia da toxoplasmose pode ser confundida
com outras enfermidades. Desta forma, a grande maioria dos relatos esta relacionada a cepas
com grande viruléncia, que causam alteracdes clinicas agudas e caracteristicas da infeccao
toxoplasmica, e a existéncia de uma vigilancia constante em relacdo a esta doenca (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

Um surto de toxoplasmose, envolvendo cinco membros de uma familia libanesa, é tido
como o primeiro reportado na Australia. A via de infeccdo neste caso foi o quibe, um prato
tradicional libanés, no qual a carne crua ovina € componente essencial e que ndo sofre

nenhum tipo de processamento térmico para o consumo. Este surto foi descoberto
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eventualmente devido a um surto de hepatite A, ocorrido em pessoas dessa mesma familia
(DE SILVA; MULCAHY; KAMATH, 1984).

Na Australia, durante um coquetel em Queensland, um surto de toxoplasmose aguda e
congénita foi associado ao consumo de carne de canguru e de cordeiro, que ndo haviam
recebido tratamento térmico adequado (ROBSON et al., 1995).

No Canada, um surto de toxoplasmose congénita em pessoas de um povoado de Inuits,
ao norte de Quebec, foi associado ao consumo frequente de carne de caribu (Rungifer
caribou). A soropositividade, em mulheres gravidas do mesmo povoado, foi relacionada ao
consumo de carne de foca seca, figado de foca e carne de caribu crua (McDONALD et al.,
1990).

No Brasil, o primeiro relato de surto de toxoplasmose, na literatura médica, foi feito
por Magaldi et al. (1967). Apresentaram toxoplasmose 30 de um total de 81 pessoas que
viviam em um seminario em Braganca Paulista, estado de Sdo Paulo. Em virtude do pouco
conhecimento sobre a epidemiologia da doenca, naquela época, os autores chegaram ao fim
da investigacdo sem comprovacdes e conclusdes a respeito das fontes de infecgdo ou das vias
de transmissé&o.

Bonametti et al. (1997) relataram a ocorréncia de um surto em uma festa arabe
realizada na cidade de Bandeirantes, estado do Parand. Nesta festa 17 pessoas se
contaminaram pela ingestdo de quibe cru de carne de carneiro. Estas apresentaram quadro
clinico e perfil sorologico sugestivo de toxoplasmose aguda. A faixa etaria variava entre seis e
57 anos de idade. Embora ndo se tenha comprovado a transmissao por meio da amamentacao,
em mulheres, 0s mesmos autores descreveram um caso positivo de toxoplasmose em uma
crianca, cuja dieta era constituida exclusivamente de leite materno. A mée fazia parte do
grupo de 17 individuos, participantes da festa. Um inquérito sorologico na propriedade de
origem dos ovinos revelou 43% dos animais positivos para a protozoonose.

Outro surto importante ocorreu no municipio de Santa Isabel do Ivai, Noroeste do
Parand, numa populacdo de 9000 habitantes, cerca de 600 pessoas procuraram 0 servico de
salude, entre novembro de 2001 e janeiro de 2002, com sintomas caracteristicos de
toxoplasmose. Destas, 426 apresentaram sorologia compativel com toxoplasmose aguda
(IgM). Sete casos ocorreram em gestantes, sendo que uma apresentou aborto espontaneo e
seis tiveram filhos infectados e um deles, com anomalia congénita grave, veio a 6bito. Num
primeiro exame oftalmologico de 176 casos avaliados, 14 (8%) apresentaram alteracdes
sugestivas de toxoplasmose ocular. O surto ocorreu em virtude da contaminacdo de um

reservatorio de agua da cidade por oocistos eliminados em fezes de gatos jovens que
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habitavam o local. A &gua era captada em pog¢o artesiano e ndo passava por processos de
coagulagdo ou filtragdo, sendo apenas clorada. Além dos indicios epidemioldgicos, oocistos
de T. gondii foram recuperados em uma caixa d dgua de uma escola publica do municipio
(SILVEIRA, 2002).

Uma das formas de reduzir a infeccdo humana por T. gondii é destruir os cistos da
carne, submetendo-a a um tratamento térmico de 67°C por 20 minutos, com garantia de que o
calor penetre igualmente no alimento. O congelamento a -13°C por 18 a 24 horas, pode ser
considerado uma forma de destrui¢do dos cistos (HILL; DUBEY, 2002).

Navarro et al. (1992) verificaram a resisténcia dos cistos de T. gondii ao efeito do sal e
de condimentos em linguicas do tipo frescal, elaboradas com carne de suinos
experimentalmente infectados. Concluiram que somente apds 48 horas a acdo do sal em
concentracdes de 2,0 e 2,5 %, inviabilizou o T. gondii.

A profilaxia e o controle da enfermidade passam por medidas como lavar bem as méos
e os utensilios apds manipulacdo de carne crua para ndo ingerir formas infectantes, assim
como higieniza-las apdés contato com fezes de gato e apds mexer na terra que pode estar
contaminada com oocistos. Deve ser evitado 0 consumo de carne crua ou mal cozida e de leite
de cabra ndo pasteurizado. E necessario cobrir o tanque de areia das criancas, quando no
estiver em uso, evitando a contaminagdo com fezes de animais. A caixa de areia dos felinos
deve ser limpa, diariamente, a fim de evitar contato com oocistos esporulados. O destino
adequado dessas fezes € a incineracdo. Deve-se alimentar os gatos exclusivamente com racao
comercial e combater ratos e camundongos, além de fazer o controle da populacdo felina
(HILL; DUBEY, 2002).

Mulheres gravidas soronegativas para o T. gondii devem evitar contato direto com as
fezes de gatos, solo ou ingerir carne mal passada. Devem beber agua tratada e fazer a
sorologia antes da gravidez e pelo menos trimestralmente, durante a gestacdo (LOPES, 2007).
Pacientes imunodeprimidos com sorologia negativa também devem fazer exames periddicos,

para permitir o diagnéstico da infec¢do logo no inicio (P1ZZlI, 1997).

1.5 TOXOPLASMOSE EM OVINOS

1.5.1 Epidemiologia

Dentre os animais de producdo, 0 ovino € um dos que mais comumente apresenta-se
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infectado, juntamente com os suinos, caprinos e coelhos (DUBEY; THULLIEZ, 1993).

A alta prevaléncia da toxoplasmose em ovinos pode decorrer da menor resisténcia
desta espécie ao parasito e as proprias condices de exploracdo, que expdem estes animais a
maior probabilidade de contato com os oocistos eliminados pelos gatos (LOPES, 2007).

O primeiro relato de toxoplasmose ovina foi realizado por Olafson e Monlux (1942),
nos Estados Unidos. Estes pesquisadores, além de descreverem as lesdes e os sinais clinicos
da doenga, encontraram também as formas tipicas do parasito em uma ovelha adulta, que
havia apresentado sintomas nervosos, aumento de temperatura e rigidez muscular 14 dias
antes de morrer. O diagnostico para esta zoonose foi estabelecido ap6s necropsia e exame
histopatoldgico do cérebro e medula espinhal do animal. Mesmo com esse relato, somente a
partir de 1954, o T. gondii foi reconhecido como agente etioldgico de abortos nas ovelhas e
considerado a principal causa de problemas reprodutivos nesta espécie (SILVA et al., 2003).

A infeccdo pelo protozoario em ovinos geralmente € inaparente e, em animais adultos,
costuma se restringir a esfera reprodutiva, ndo provocando mortalidade (DUBEY et al., 1990).
Além dos problemas reprodutivos, outro sinal clinico configura-se na hipertermia, logo ap6s a
infeccdo (BUXTON; FINLAYSON, 1986). Eventualmente, pode haver uma forma
neuroldgica da toxoplasmose, com paralisia progressiva dos membros, febre e leucocitose
(McEARLEAN, 1974). Em condi¢Bes experimentais, ovinos também podem apresentar
letargia, diarreia e/ou sintomas respiratorios (ANDERSON; BARR; CONRAD, 1994). Em
Jaboticabal, estado de Sdo Paulo, oito ovinos foram inoculados com T. gondii e apresentaram
sinais clinicos de hipertermia, disturbios respiratorios (dispneia, tosse e corrimento nasal),
anorexia, diarréia, tremores musculares e prostracdo (MARQUES; COSTA, 1982).

Os abortamentos podem ocorrer de forma esporadica ou epidémica dentro de uma
propriedade, dependendo do nivel de exposicdo do rebanho e da presenca ou ndo de animais
imunes (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 ndo apresentam falhas
reprodutivas (BEVERLEY; WATSON, 1971). Blewett, Miller e Buxton (1982) confirmaram
gue uma Unica infeccdo pode conferir imunidade duradoura e ovelhas ndo infectadas, quando
inoculadas durante a prenhez, apresentaram 22% de perdas fetais, enquanto ovelhas
previamente infectadas dois anos antes, ndo abortaram, mantiveram titulos altos na
hemaglutinacdo indireta (HAI) durante esses dois anos e pariram filhotes saudaveis e nédo
infectados. A explicacdo provavel é que a infec¢do crdnica previne novas parasitemias e
impede que o agente alcance o feto (BUXTON; FINLAYSON, 1986). Essa imunidade
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também faz com que as ovelhas raramente abortem por toxoplasmose repetidamente, mesmo
que sejam reinfectadas durante uma nova gestagcdo, e a maioria delas gera crias livres de
infeccdo (BEVERLEY; WATSON, 1971; BUXTON; FINLAYSON, 1986).

O efeito da infeccdo transplacentaria depende do estagio da gestacdo em que ocorre a
infeccdo. Se esta ocorrer antes dos 50 dias de gestacdo, o resultado é a morte embrionaria
precoce e reabsorcdo. Se ocorrer entre 50 e 90 dias pode levar a morte fetal seguida de
abortamento ou mumificacéo, natimortalidade ou morte neonatal. Se ocorrer no Gltimo més da
gestacdo, o cordeiro pode nascer vivo com infeccdo inaparente ou nascer livre de infeccdo
(BLEWETT; WATSON, 1983). Inoculacdo experimental em ovelhas na metade da gestacao
provocou 50% de morte fetal, enquanto todas as ovelhas inoculadas no Gtimo més de gestacdo
deram a luz a filhotes vivos (BEVERLEY; WATSON, 1971).

O protozoario percorre a circulacdo sanguinea, chega ao septo caruncular onde se
multiplica, provocando necrose focal e finalmente invade o trofoblasto e se dissemina no feto.
Apo6s 20 a 30 dias ocorre uma resposta celular fetal. O sistema imune do feto ndo precisa estar
totalmente maduro para responder ao T. gondii, o que explicaria em parte a sobrevivéncia do
feto, quando a infeccao ocorre no final da gestacdo (BUXTON; FINLAYSON, 1986).

Em algumas propriedades os abortos ocorrem apenas em ovelhas recentemente
introduzidas. 1sso pode acontecer se a toxoplasmose for endémica na propriedade e ovelhas
ndo imunes introduzidas forem colocadas imediatamente em reproducéo, ndo havendo tempo
para se infectarem antes da prenhez. Assim, alguns autores sugerem que essas ovelhas sejam
introduzidas algum tempo antes da reproducéo para que se infectem e adquiram imunidade
(BEVERLEY; WATSON, 1971).

Em machos adultos, o Unico sinal clinico observado em infec¢do experimental foi
febre, ndo havendo alteracdo na qualidade do sémen. Apesar dos carneiros eliminarem T.
gondii no sémen, a transmissao venérea provavelmente ndo € importante, porque a eliminacdo
ocorre em um curto periodo de tempo (TEALE et al., 1982). Aganga et al. (1988), na Nigéria,
num trabalho envolvendo inoculacdo de reprodutores ovinos (cepa TS-1), recuperaram T.
gondii em amostras seminais colhidas no 21° dia p6s inoculacdo (DPI) de todos os machos
infectados. Lopes (2007), em Jaboticabal, estado de S&o Paulo, observaram hipertermia em
ovinos machos experimentalmente infectados, inoculados com taquizoitos nos 3°, 5° e 7° DPI
e trés animais inoculados com oocistos de T. gondii (cepa P), apresentaram fezes pastosas,
inapeténcia e apatia nos 5° e 7° DPI, coincidindo com o quadro de aumento da temperatura
corporal. Das amostras seminais positivas na sorologia (RIFI) e bioprova nos camundongos

inoculados com sémen, também foi possivel detectar a presenca de T. gondii pela técnica de
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Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) nos 11°, 14°, 21°, 56° e 70° DPI por taquizoitos e nos
140, 35°, 42°, 56° e 63° DPI por oocistos. Também foi detectada a presenca do T. gondii nas
amostras seminais (bioprova e PCR) dos ovinos experimentalmente inoculados, sugerindo
possibilidade de transmissdo venérea.

O controle e a prevencdo passam por medidas que visam evitar ou minimizar a
contaminagdo da agua e alimentos por oocistos, como o controle da populacdo de gatos na
propriedade, manutencdo desses animais fora da area de criacdo dos ovinos e o correto
armazenamento de grdos e feno. Outras medidas incluem a remocdo imediata, seguida de
incineracé@o ou enterro, de abortos e membranas fetais e a exposi¢do de animais introduzidos
na propriedade ao ambiente contaminado, antes da cobertura (DUBEY, 1994; BUXTON,
1998).

Pesquisas com vacinas para animais estdo sendo realizadas com o intuito de prevenir,
em felideos, a eliminacdo de oocistos e a consequente contaminacdo ambiental (GARCIA,
2009). Nos animais de producdo, para diminuir 0 nimero de cistos teciduais e impedir a
infeccdo transplacentaria, minimizando as perdas econémicas na industria animal (DUBEY,
1996; FREIRE et al., 2003). Uma vacina para ovinos esta comercialmente disponivel na Nova
Zelandia e Europa. Feita a partir de taquizoitos atenuados da amostra S48 , ela diminui as
perdas fetais de ovelhas em reproducéo, porém ndo impede a infec¢do do feto, sendo uma
vantagem o fato de o parasito ndo persistir no tecido da ovelha vacinada (DUBEY, 1996;
BUXTON, 1998).

1.5.2 Diagnéstico

A utilizacdo de testes soroldgicos para a deteccdo de anticorpos contra T. gondii € de
grande importancia no diagnostico da toxoplasmose ovina, frente as limitacdes encontradas
nos diagnosticos parasitologico, molecular e clinico (CHIARI; LIMA; LIMA, 1986; BAHIA,
1993; COSTA et al., 2007). Além disso, quando sintomatica, a toxoplasmose pode assumir
quadros clinicos facilmente confundidos com grande variedade de enfermidades, dificultando
a tomada de medidas especificas de controle e tratamento (VIDOTTO, 1992).

Varios autores realizaram o diagndstico sorologico da toxoplasmose animal pela
presencga de anticorpos, principalmente da classe 1gG, utilizando uma variedade de reagdes
soroldgicas, entre as quais a de Sabin-Feldman ou teste do corante (GARCIA-VAZQUEZ et
al., 1993), a hemaglutinacao indireta (HAI) (HASHEMI-FESHARKI, 1996; LANGONI et al.,
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1999; GORMAN et al., 1999), a imunofluorescéncia indireta (RIFI) (MAINARD et al., 2003;
FIGLIUOLO et al., 2004; UZEDA et al., 2004), a aglutinacio do latex (LAT) (HASHEMI-
FESHARKI, 1996; PITA-GONDIM et al., 1999; JITTAPALAPONG et al., 2005), 0 método
da aglutinacéo direta (MAD) (SILVA; CUTOLO; LANGONI, 2002), o teste da aglutinacédo
modificado (MAT) (KLUN et al., 2005), a reacdo imunoenzimatica — ELISA (SKJERVE et
al., 1998; CAVALCANTE, 2004; SAWADOGO et al., 2005) e dot-ELISA (BAHIA, 1993).

Um marcador soroldgico capaz de distinguir entre infecgdes agudas e cronicas, € a
avidez dos anticorpos 1gG especificos (BAHIA et al., 1995; CONDE et al., 2001). Em
infeccOes recentes, uma alta porcentagem destes anticorpos apresenta baixa avidez, e ao longo
de semanas ou meses, esses anticorpos vao apresentando avidez crescente, de modo que, nas
infeccGes de mais longa duracdo, encontra-se um predominio marcante de anticorpos de
grande afinidade. Bahia et al. (1995) avaliaram a avidez de anticorpos 1gG como marcador
soroldgico de infeccdo recente e cronica de caprinos pelo T. gondii através da dissociacdo do
complexo antigeno-anticorpo (Ag-Ac), com ureia. Sager et al. (2003) e Gross, Holpert e
Goebel (2004) também associam a presenca de anticorpos anti 1gG de alta avidez a infecgdes
tardias.

Soro e liquidos cavitarios fetais podem ser utilizados para o diagnostico de aborto por
T. gondii, pois os anticorpos da mde ndo atravessam a placenta. A auséncia de anticorpos,
entretanto, ndo exclui o diagnostico de toxoplasmose, uma vez que o desenvolvimento de
anticorpos depende da idade do feto e do tempo decorrente entre a infeccdo e o exame
(DUBEY et al., 1990). A soropositividade da mae, por sua vez, ndo confirma o diagnostico,
porque a prevaléncia entre ovinos é alta e titulos elevados podem permanecer até a proxima
gestacdo (DUBEY; KIRKBRIDE, 1984). Se anticorpos maternos ndo forem detectados, ha
pequena chance do protozoario ter provocado o abortamento, pois o titulo costuma aumentar
antes do abortamento (DUBEY et al., 1990).

Macroscopicamente, a placenta infectada apresenta pequenos nodulos esbranquicados
nos cotilédones que podem chegar a dois milimetros de diametro e, que correspondem, na
microscopia, a areas de inflamacéo focal que progridem para necrose com material caseoso e
calcificacdo (DUBEY et al., 1990). As lesBes placentarias sao muito mais comuns e severas
que as leses fetais (BEVERLEY; WATSON; PAYNE, 1971).

Os fetos ndo apresentam lesGes macroscopicas patognoménicas de toxoplasmose
(HARTLEY et al., 1954; BEVERLEY; WATSON; PAYNE, 1971). O 64rgdo mais
frequentemente atingido no feto é o cérebro, que apresenta encefalite ndo supurativa com

necrose e infiltracdo de células mononucleares ao exame histopatologico. Outros 6rgéos,
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como pulmdes, figado, coracdo e rins também podem apresentar inflamacao e necrose. Pontos
brancos podem ser vistos a olho nu nos pulmdes e figado (DUBEY et al., 1990).

O diagndstico histopatolégico da enfermidade depende mais da presenca das lesdes
placentérias do que do encontro do parasito, que dificilmente é observado e muitas vezes pode
estar em meio a areas de necrose, dificultando sua identificacdo (BEVERLEY; WATSON;
PAYNE, 1971).

Técnicas moleculares, além da sorologia, foram utilizadas para a realizacdo do
diagnostico de toxoplasmose ovina. Masala et al. (2003), entre os anos de 1999 a 2002,
analisaram 9639 amostras de soros pela RIFI e 815 amostras bioldgicas obtidas de fetos
abortados pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), procedentes de ovinos e caprinos da
Sardenha, na Italia. Os autores mostraram, pela associacdo dos testes, que a prevaléncia de T.
gondii em ovinos e caprinos € relativamente alta, além da importancia da toxoplasmose nos
casos de aborto nessas espécies.

Pereira-Bueno et al. (2004) analisaram a evolucdo de abortos em ovinos, associados a
infecgdo por T. gondii, por meio de diferentes técnicas diagnésticas. Estes autores estudaram
173 fetos abortados, provenientes de diferentes localidades do centro e do norte da Espanha.
Além da sorologia (ELISA e RIFI) utilizaram também a histopatologia (hematoxilina eosina)
e ferramentas de biologia molecular (nested-PCR). A porcentagem de fetos positivos
diagnosticados por técnicas soroldgicas (28,3%) foi superior em comparagdo com 0S
resultados de outras técnicas, sendo 8,7% detectados pelo exame histologico e 6,9% por meio
da PCR.

A deteccdo de anticorpos através da sorologia € fundamental para o tratamento e
controle da toxoplasmose, uma vez que a infeccdo, tanto em humanos como nos animais
domésticos e silvestres, pode assumir quadros clinicos facilmente confundidos com vérias
infeccdes, além da grande maioria, ser assintomatica (SILVA; CUTOLO; LANGONI, 2002).

Um método soroldgico para ser utilizado em estudos soroepidemioldgicos precisa ser
econdmico, simples, sensivel, especifico, apresentar boa reprodutibilidade e concordancia
(CHIARI, 1981). Por essas razdes, com relacdo a toxoplasmose animal, RIFI e ELISA sao as
técnicas mais utilizadas na rotina de diagndstico e em levantamentos (ESTEBAN-
REDONDO; INNES, 1997). Chiari et al. (1985) verificaram que a sensibilidade da reacdo de
Sabin-Feldman é menor do que a da RIFI, além desta técnica ter caido em desuso na rotina
laboratorial devido, principalmente, a necessidade de manipulacéo de taquizoitos vivos.

Varios autores ressaltam a importancia da RIFI como teste soroldgico para a pesquisa

de anticorpos contra T. gondii. Chiari et al. (1987) e Serra-Freire, Norberg e Gazeta (1994)
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descrevem a RIFI como uma reacdo sensivel, especifica e reprodutivel afastando a possivel
ocorréncia de reagdes falso positivas entre antigenos tissulares de T. gondii e de espécies do
Sarcocystis ou outros coccidios. A RIFI €, portanto, uma técnica que merece destaque devido
a sua alta sensibilidade, ja demonstrada nas toxoplasmoses humana, de ovinos, suinos,
bovinos entre outros animais. Como desvantagens destacam-se a subjetividade na leitura e a
necessidade de equipamentos de alto custo (CAVALCANTE, 2004).

Em relacdo a RIFI sdo consideradas como amostras positivas, 0S soros ovinos que
apresentam titulos iguais ou superiores a 1:64. Esta diluicdo aumenta a especificidade da
reacdo, diminuindo assim, a presenca de possiveis resultados falso positivos, sendo utilizada
frequentemente por varios autores (VAN DER PUIJE et al., 2000; CAVALCANTE, 2004;
FIGLIUOLO et al., 2004). Apesar de possiveis reacdes cruzadas, muitos autores utilizam a
diluicdo 1:16 como ponto de corte para a RIFI (CHIARI et al., 1985; CHIARI et al., 1987;
SERRA-FREIRE; NORBERG; GAZETA, 1994; MAINARD et al., 2003; SILVA et al., 2003;
UZEDA et al., 2004).

A maioria dos autores considera 0 ELISA mais sensivel que a RIFI (GARCIA-
VAZQUEZ et al., 1993; CONDE et al., 2001).

O ELISA torna-se uma boa opcao para testes soroldgicos por ser uma técnica pratica,
répida, sensivel e de leitura automatizada, ideal para levantamentos epidemioldgicos
(GARCIA-VAZQUEZ et al., 1993; SILVA; CUTOLO; LANGONI, 2002; SAWADOGO et
al., 2005).

1.5.3 Prevaléncia e Fatores de Risco

O parasito tem distribuicdo mundial em animais e humanos. A infeccéo é teoricamente
ausente apenas em ilhas e atdis que nunca foram habitados por gatos (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000; HILL; DUBEY, 2002; DUBEY; SU, 2009).

As prevaléncias da infecgdo por T. gondii em ovinos variam conforme a regido e o
teste soroldgico utilizado. Blewett (1983) compilou 33 trabalhos em ovinos e encontrou um
valor médio de 30%. Tenter, Heckeroth e Weiss (2000) revisaram levantamentos sorologicos
em ovinos de Varios paises de 1990 a 2000 e observaram percentuais variando de 0 a 92%.

Estudos tém sido feitos na tentativa de associar certas caracteristicas do animal, dos
rebanhos ou do ambiente a infeccao toxoplasmica.

Dubey et al. (1983) nos EUA, Gorman et al. (1999) no Chile e Van der Puije et al.
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(2000) em Gana, observaram aumento da prevaléncia conforme o aumento da idade dos
ovinos, contrariando os resultados de Huffman et al. (1981) e O’Donoghue, Riley e Clarke
(1987), que ndo encontraram diferenca significativa na sorologia dos animais com diferentes
idades, nos EUA e Sul da Australia, respectivamente.

Machos apresentaram maior soropositividade com relacdo as fémeas em Pernambuco
(SILVA et al., 2003), enquanto Van der Puije et al. (2000) observaram maior frequéncia entre
fémeas em Gana. Samad, Rahman e Halder (1993), em Bangladesh e Gorman et al. (1999), no
Chile, ndo observaram diferencas entre 0s sexos.

Regides mais Umidas parecem contribuir para uma maior prevaléncia da infeccao.
Gondim et al. (1999) verificaram maior soropositividade em ovinos da regido do Recdncavo,
regido Litoranea (Umida), em relacdo a Caatinga (seca), assim como Silva et al. (2003) que
encontraram maior soropositividade em caprinos da Zona da Mata (Umida) em relacdo ao
Agreste (seca) de Pernambuco.

Na Austrélia, houve diferencas na frequéncia de soros ovinos positivos entre diferentes
regibes estudadas, mas o0s autores sugerem que 0 manejo intensivo aliado a uma maior
lotacdo, caracteristicos de algumas regides, possam contribuir para o aumento da prevaléncia
mais do que as diferencas climaticas entre as regides (PLANT; FREEMAN; SAUNDERS,
1982).

Confinamento de ovinos e caprinos tem associagdo com a infecgdo (SILVA et al.,
2003). Van der Puije et al. (2000), entretanto, verificaram que ovinos em Gana sob manejo
extensivo, tinham prevaléncia significativamente maior.

Em Pernambuco, problemas reprodutivos ndo estavam associados a prevaléncia da
infeccdo (SILVA et al., 2003), mas Plant, Freeman e Saunders (1982), na Austrélia,
observaram maior prevaléncia em propriedades de criacdo de ovinos com histérico de abortos
em relacdo as demais. Em uma propriedade dos EUA, a mortalidade neonatal foi
significativamente maior entre ovelhas soropositivas (30,7%), quando comparada com as
ovelhas soronegativas (13,6%). Além disso, neonatos de ovelhas soropositivas tinham menor
sobrevida em relacéo aos filhotes das soronegativas, e ovelhas com titulo maior ou igual a 128
na HAI tiveram maior perda de cordeiros que aquelas com titulo menor ou igual a 64
(HUFFMAN et al., 1981). Savio e Nieto (1995), no Uruguai, observaram uma taxa de
natalidade maior entre ovelhas que ndo soroconverteram durante a prenhez em relacdo as que
soroconverteram.

Ueno (2005) pesquisaram a prevaléncia das infeccbes por T. gondii e Neospora

caninum em matrizes e reprodutores ovinos em rebanhos comerciais do Distrito Federal.
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Neste trabalho foram processados 1028 soros, dos quais 364 foram positivos para T. gondii a
diluicdo 1:64 na RIFI, determinando uma frequéncia de 35,41%. As coletas foram realizadas
em animais de 32 propriedades e a prevaléncia considerando as propriedades foi de 100%, e
com relacdo aos animais prevaléncias variando de 4,76% a 96,55%. Os titulos de anticorpos
variaram de 64 a 65536, sendo que os titulos com maior frequéncia foram 2048 (21,15%),
1024 (18,13%), 4096 (17,86%), 64 (10,44%) e 512 (10,16%).

Pita-Gondim et al. (1999) em estudos na Bahia utilizando a LAT, encontraram a
soroprevaléncia de 18,75% em 240 ovelhas. Os autores consideraram positivas as amostras
que apresentaram titulacdo maior ou igual a 1.64.

Estudo soroepidemioldgico também foi realizado no estado de Pernambuco por Silva
et al. (2003). De 173 amostras de soros provenientes de ovinos de duas regides, foram
encontrados 35,3% sororreativos pela RIFI, considerando-se como ponto de corte a diluicdo
1:16. Neste trabalho foram encontradas associacdes significativas para raga e sexo, mas nédo
para a regido, tipo de manejo ou falha reprodutiva.

Amaral, Santos e Reboucas (1978) realizaram um estudo sobre a prevaléncia da
toxoplasmose em ovinos procedentes do Rio Grande do Sul. Estes pesquisadores analisaram
100 soros pela HAI e relatam 23 positivos com titulos iguais ou superiores a 1:64. Destes 23
ovinos reagentes, 47,83% apresentaram titulos de anticorpos iguais a 1:64, 21,74% iguais a
1:256, 13,04% iguais a 1:1024 e 17,39% iguais a 1:4096. Também neste Estado, Larsson et
al. (1980), encontraram a prevaléncia de 39%. Pappen (2008) realizaram estudo sobre a
prevaléncia de anticorpos para T. gondii em ovinos da regido sul do estado do Rio Grande do
Sul. O total de soros testados pela RIFI foi de 1840, dos quais 450 foram positivos. Apds o
ajuste a posteriori, no qual foi definido um peso estatistico para cada uma das amostras, a
prevaléncia calculada foi de 20,2%. A titulacdo maxima verificada foi de 1:4096 (8%), sendo
que 70,8% dos ovinos positivos apresentaram titulacdes de anticorpos para T. gondii entre
1:256 e 1:1024.

Freire et al. (1995) e Garcia et al. (1999), na regido Norte do Parana, trabalhando com
RIFI e utilizando a diluicdo 1:64 como ponto de corte, observaram soroconversao para T.
gondii de 47,8% e 51,8% de sororreagentes respectivamente. No sul do mesmo Estado,
Romanelli (2002) observaram prevaléncia de 51,4%, sendo que esta regido apresenta uma
ovinocultura bastante desenvolvida. Ogawa et al. (2003) realizaram um estudo sobre a
ocorréncia de anticorpos contra T. gondii em ovinos da regido de Londrina, Parana e
constataram 185 (54,6%) de sororreagentes a T. gondii pela RIFI. Moura et al. (2007)

realizaram pesquisa sobre a ocorréncia de anticorpos contra T. gondii em suinos e ovinos
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abatidos no municipio de Guarapuava, Parand e verificaram que 11 ovinos (7%) foram
sorologicamente positivos pela RIFI.

Langoni et al. (1999) estudando 352 amostras de soros ovinos de 18 propriedades do
estado de Sdo Paulo pela HAI e RIFI, relataram 30,4% de positividade pela HAI e 55,1% pela
RIFI. Este levantamento reforca a importancia da padronizacdo das técnicas soroldgicas
utilizadas no diagnostico desta infecgdo. No mesmo estado, Figliuolo et al. (2004) analisaram
597 ovinos encontrando uma taxa de positividade de 34,7% para a presenca de anticorpos
contra T. gondii. Esses autores utilizaram a RIFI na diluicdo 1:64 como critério de
positividade e encontraram associacdo entre a idade dos animais e a presenca de anticorpos
contra T. gondii.

Carneiro (2006) no estado de Minas Gerais, realizaram um levantamento
soroepidemioldgico da toxoplasmose caprina e ovina. Foram analisados 711 soros ovinos
originados de diferentes mesorregides do estado. Através do ELISA foi encontrada uma
prevaléncia de 31,2%. Para a RIFI foram analisadas duas diluicdes do soro como critério de
positividade e encontrados 43,2% para titulo 1:64 e de 68,8% para 1:16. Rossi e Cabral
(2008), determinaram a frequéncia de anticorpos contra T. gondii em 155 amostras de soros
ovinos de 2 propriedades rurais, no municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Pela RIFI
constatou-se 46,4% de animais soropositivos e através do ELISA, 63,2%.

Lopes et al. (2010) determinaram a prevaléncia e fatores de risco para T. gondii em
ovinos na microrregido de Jaboticabal, estado de Sdo Paulo. Das 488 ovelhas analisadas pela
RIFI (> 1:64), 52% foram sororreagentes para T. gondii. Os fatores de risco foram: sexo,
sistema de pastoreio, contato com gatos, utilizacdo de suplementos minerais e tipo de nutri¢do

dos animais.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO DO MUNICIPIO DE LAGES

O municipio de Lages possui uma area de 2.504,70 Km? (PML, 2007), com
aproximadamente 161.583 habitantes (IBGE, 2000). Encontra-se situado no Planalto Serrano
do estado de Santa Catarina, com altitude de 961 m, latitude de 27°48'S e longitude de
50°20'0, possuindo como cenério natural, superficie plana, ondulada e montanhas, com matas
de Araucarias, campos limpos, sujos e campos de inundagdes. O clima é subtropical com
temperatura média de 14,3°C, sendo a maxima de 35°C e a minima de -7,4°C, com umidade
relativa média de 79,3%, com meses de maior calor dezembro, janeiro, fevereiro e marco
(PML, 2007).

No municipio de Lages a populacdo de ovinos foi estimada em 10.581 cabecas
(CIDASC/ ICASA, 2008).

2.2 COLETA DE DADOS

2.2.1 Coleta de amostras de sangue

No periodo entre agosto de 2008 e julho de 2009, foram coletadas amostras de sangue
de 360 ovinos, oriundos de 13 propriedades, definidas por conveniéncia, no municipio de
Lages, estado de Santa Catarina, para obtencdo de soro. De cada animal foram colhidos 5mL
de sangue total, sem anti coagulante, por meio de puncéo da veia jugular externa com agulha
1,20mm x 40mm, apds contengdo do animal e desinfec¢do do local com alcool iodado. O
sangue foi armazenado em tubos de ensaio estéreis, com capacidade de 12mL. Os tubos foram
devidamente identificados, acondicionados em caixas de isopor sob refrigeracdo e
transportados ao Laboratorio de Parasitologia e Doencas Parasitarias do Centro de Ciéncias
Agroveterinérias (CAV) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC).
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2.2.2 Aplicacéo de questionério

InformacBes acerca de aspectos epidemiolégicos, sanitarios e de manejo, que
poderiam ser potencialmente incriminados como fatores de risco para a infeccdo por T.
gondii, foram obtidas por meio da aplicacdo de questionarios aos proprietarios, no dia da
coleta de sangue. As varidveis analisadas foram: idade, sexo, raca, dieta, fonte de agua,
contato com gatos, problemas reprodutivos, sistema de criacdo e categoria animal.

2.2.3 Obtencéo do soro

Para a obtengdo do soro, as amostras foram submetidas ao banho maria em
temperatura de 37°C durante 15 minutos, posteriormente foram centrifugadas a 385g por 10
minutos. O soro foi armazenado em microtubos tipo “Eppendorf”, identificados, separados
em duas aliquotas (A e B) e refrigerados a —20°C até a realizacdo das provas sorolégicas
(RIFI e ELISA).

2.3 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA - RIFI

Para a realizacdo da RIFI para toxoplasmose foram utilizados como antigeno
taquizoitos da cepa RH de T. gondii. As laminas, ja preparadas com a suspensdo de
taquizoitos, foram gentilmente cedidas pela Universidade Estadual de Londrina (UEL). Os
exames foram realizados de acordo com Camargo (1964).

Os soros foram diluidos em PBS (pH 7,2) em mdltiplos de quatro (1:16 e 1:64) para
triagem inicial. Em seguida, 12uL dos soros diluidos foram depositados nos respectivos
pocos de uma lamina ja adsorvida com antigeno de T. gondii, sendo a mesma logo apos
incubada em estufa a 37°C por 30 minutos em cdmara Umida. Procedeu-se, entdo, a lavagem
das laminas com a mesma solucdo tampdo ja citada, durante 10 minutos, por trés vezes. Apos
a secagem das laminas em estufa a 37°C, por periodo que variava de 6 a 8 minutos, foram
adicionados nos pogos 10uL de uma solugdo contendo conjugado (anti IgG ovina® marcada
com isotiocianato de fluoresceina), previamente padronizado na diluicdo 1:100 em PBS pH

7,2. As laminas foram novamente incubadas a 37°C por 30 minutos em camara Umida,

! Sigma Chemical® F7634
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submetidas a trés lavagens e secas na estufa a 37°C por aproximadamente 6 a 8 minutos. Em
seguida foi realizada a montagem com glicerina tamponada (pH 8,0) e laminula.

A leitura das laminas foi realizada no Centro de Diagnoéstico de Microbiologia Animal
(CEDIMA), no CAV/UDESC, sendo considerados positivos 0S po¢os que apresentaram
taquizoitos com fluorescéncia total e homogénea, engquanto 0s po¢os que apresentavam
taquizoitos com fluorescéncia parcial ou apical foram considerados negativos (PARE;
HIETALA; THURMOND, 1995). Foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram titulos na diluicdo > 1:64, considerado o ponto de corte para a espécie ovina
(FIGLIUOLO et al., 2004). Os soros controles positivo e negativo, cedidos pela Universidade
Estadual de Londrina, foram utilizados com a finalidade de comparagcdo. As amostras
positivas foram submetidas a titulagdo final em multiplos de quatro (1:16 até 1:16384).

Aos proprietarios foram encaminhados o0s resultados dos exames de
Imunofluorescéncia Indireta por meio de laudos e repassadas as devidas informacgdes quanto

aos resultados.

2.4 ENSAIO IMUNOENZIMATICO INDIRETO - ELISA

Apos a padronizacdo da diluicdo dos soros, do conjugado e da concentracdo da
proteina o teste de ELISA foi realizado como descrito por Garcia et al. (2006).

O antigeno, previamente titulado, foi diluido em tampdo de adsorcdo carbonato
bicarbonato, pH 9,6 (5ug/mL fracédo roptrias/mL) e, desta solucdo, 100uL foram transferidos
para uma placa de poliestireno do tipo rigida, possuindo 96 cavidades com fundo plano. Para
efetuar a adsorcdo, as placas foram refrigeradas em 6 a 8°C overnight. Ap6s a incubacéo, as
placas foram lavadas trés vezes com solugdo de lavagem PBS Tween (PBS com 0,05% de
Tween 20), atravées do lavador de microplacas programa JLG1, para a retirada dos antigenos
ndo ligados a placa.

Os pocos foram cobertos com 200uL de tampéo de bloqueio (tampé&o de adsorgéo com
leite em p6 desnatado® a 8%), com funcéo de bloquear os locais ndo imunes, ou seja, os locais
em que o antigeno néo se aderiu na parede do poco e incubados a temperatura de 37°C
por uma hora em cdmara umida. A seguir, a lavagem foi repetida, trés vezes com PBS Tween,
pelo mesmo processo descrito anteriormente.

Os soros controle e testes foram diluidos em solugéo de leite em po desnatado a 5%

2 Molico®, Nestlé Brasil Ltda.
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em PBS Tween a 1:50 e distribuidos na placa (100uL) nas cavidades em duplicata e
incubados a 37°C por uma hora em cAmara Umida. Em seguida, foram realizadas trés lavagens
com PBS Tween.

O conjugado anti 1gG ovino, marcado com peroxidase e diluido, conforme titulacao
prévia (1:5000), em solucdo de PBS Tween com leite em p6 desnatado a 5% foi, entdo,
distribuido nas cavidades da placa, na quantidade de 100pL, que novamente foi incubada a
37°C por uma hora em camara Umida. Apos trés lavagens das placas, como ja descrito,
adicionou-se 100uL por poco de substrato cromdgeno, preparado previamente, e depois de
uma incubacédo de 20 a 25 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, realizou-se o
blogueio da reacdo com a adi¢do de 50uL de &cido sulfdrico 1M. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro com filtro operacional de 490nm e filtro diferencial de 600nm. Para o
controle positivo e negativo os soros foram incluidos em cada placa e em um valor corrigido

da DO (densidade 6ptica) calculado como a seguir:

Docorrigida = [(Doamostra - Docontrole negativo) /(DO controle positivo — Docontrole negativo)]

Um soro foi considerado como positivo quando a DO, foi maior que [DO média
(controle negativo) mais 2 vezes o DP (desvio padréo do controle negativo)].

Foram calculados os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo,
valor preditivo negativo, concordancia Kappa e eficacia a partir dos resultados do ELISA,

tendo como referéncia a RIFI na diluicdo 1:64.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para o calculo da amostragem de animais utilizou-se o programa Epi Info (verséo 6,
CDC - Atlanta — Center for Disease Control and Prevention), presumindo-se prevaléncia para
T. gondii de aproximadamente 30%, erro de 5% e IC (intervalo de confianga) de 95%.

A tabulacdo dos dados e o calculo das prevaléncias foram feitos no programa
Microsoft Excel® 2003.

As andlises de associacdo foram realizadas pelos testes de Qui quadrado e Exato de
Fischer (p<0,05) para correlacionar os resultados da sorologia com os fatores de risco ou

variaveis analisadas.
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2.6 COMITE DE ETICA

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV/UDESC) no dia 30 de maio de 2008,
protocolo n° 1.20.08.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais analisados sdo de 13 propriedades rurais localizadas no municipio de
Lages, Santa Catarina. Em todas as propriedades foram diagnosticados animais positivos. Das
360 amostras de soro ovino submetidas a RIFI, para pesquisa de anticorpos contra T. gondii,
205 (56,94%) foram positivas (Tabela 1). Entre os 56,94% de animais positivos, 28,29%
foram reagentes na titulacdo de 1:64; 38,05% de 1:256; 22,44% de 1:1024; 9,76% de 1:4096 e
1,46% nos titulos iguais a 1: 16384. Quando submetidas ao ELISA 153 (42,50%) foram
positivas (Tabela 2).

O alto percentual (100%) de propriedades com animais positivos esta de acordo com
os dados de Figliuolo et al. (2004) e Ueno (2005), obtidos em levantamentos semelhantes, no
estado de S&o Paulo e no Distrito Federal, respectivamente. Essa alta prevaléncia evidencia
que o T. gondii esta amplamente distribuido nos rebanhos ovinos do municipio de Lages,
Santa Catarina, independentemente do percentual de animais soropositivos em cada uma
delas.

A alta porcentagem de ovinos sororreagentes ao T. gondii, (56,94% pela RIFI e
42,50% pelo ELISA), pode estar relacionada a contaminacdo do ambiente com o parasito.
Embora a infeccdo vertical possa ocorrer, a presenca de gatos e roedores, num mesmo
ambiente de convivio, e a preferéncia dos ovinos ao consumo de pastagens de porte mais
baixo, proximas a sede da propriedade rural, as quais os animais normalmente tém acesso,
favorecem a ingestdo de oocistos. Os gatos, presentes em diversos locais nas propriedades,
principalmente com funcdo de controlar roedores, tém fundamental importancia na
epidemiologia do T. gondii, jA que os oocistos eliminados nas fezes dos mesmos podem,
segundo Frenkel (1990), dependendo das condi¢Ges ambientais, permanecer viaveis por

varios meses, até anos, no meio ambiente.
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Tabela 1 - Resultados obtidos por meio de RIFI (> 1: 64), na pesquisa de anticorpos contra T. gondii em ovinos,
no municipio de Lages, SC, no periodo de agosto de 2008 a julho de 2009, por variavel analisada e
total.

Variaveis Categoria Animais Positivo! Positivo?
n % n % n %
Idade 0-6 meses 62 17,22 33 53,23 33 16,09
7-12 meses 64 17,78 29 4531 29 14,15
> 13 meses 234 65,00 143 61,11 143 69,76
Sexo Machos 72 20,00 38 52,78 38 18,54
Fémeas 288 80,00 167 57,99 167 81,46
Raca Raca Definida* 169 46,94 85 50,29 85 41,46
Mesticos 191 53,06 120 62,83 120 58,54
Contato com Sim 275 76,39 155 56,36 155 75,61
Felinos
Nao 85 23,61 50 58,82 50 24,39
Dieta Campo Nativo 110 30,56 70 63,64 70 34,15
Mista 188 52,22 102 5426 102 49,76
Leite Materno e 62 17,22 33 53,23 33 16,09
Campo Nativo
Fonte de Agua  Bebedouros 46 12,78 27 58,69 27 13,17
Acudes e Fontes 314 87,22 178 59,14 178 86,83
Naturais
Problemas Abortos 4 1,11 4 100,00 4 1,95
Reprodutivos
Natimortos 1 0,28 1 100,00 1 0,49
Sem Ocorréncia 355 98,61 200 56,34 200 97,56
Categoria Cordeiros 62 17,22 33 53,23 33 16,09
Animal Gestantes 80 22,22 51 63,75 51 24,88
Vazias 84 23,33 44 52,38 44 21,46
Cria ao pé 90 25 56 62,22 56 27,32
Machos Inteiros 17 4,72 7 41,18 7 3,41
Machos Castrados 27 7,5 14 51,85 14 6,83
TOTAL 360 100 205 - 205 100

1 Rela¢do entre o nimero de animais positivos por categoria e 0 nimero total de animais dentre cada categoria.
2 Relacdo entre o nimero de animais positivos dentre cada categoria e 0 nimero total de animais positivos.
* Hampshire Down e Texel.
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Tabela 2 - Resultados obtidos por meio de ELISA, na pesquisa de anticorpos contra T. gondii em ovinos, no
municipio de Lages, SC, no periodo de agosto de 2008 a julho de 2009, por variavel analisada e
total.

Variaveis Categoria Animais Positivo! Positivo?
n % n % n %
Idade 0-6 meses 62 17,22 18 29,03 18 11,76
7-12 meses 64 17,78 18 28,13 18 11,76
> 13 meses 234 65,00 117 50,00 117 76,47
Sexo Machos 72 20,00 29 40,28 29 18,95
Fémeas 288 80,00 124 43,06 124 81,05
Raca Raca 169 46,94 75 4438 75 49,02
Definida*
Mesticos 191 53,06 78 40,84 78 50,98
Contato com Sim 275 76,39 127 46,18 127 83,01
Felinos
Nao 85 23,61 26 30,59 26 16,99
Dieta Campo Nativo 110 30,56 58 52,73 58 37,91
Mista 188 52,22 77 40,96 77 50,33
Leite Materno 62 17,22 18 29,03 18 11,76
e Campo
Nativo
Fonte de Agua  Bebedouros 46 12,78 33 71,74 33 21,57
Acudes e 314 87,22 120 38,22 120 78,43
Fontes
Naturais
Problemas Aborto 4 1,11 4 100,00 4 2,61
Reprodutivos
Natimortos 1 0,28 0 0 0 0
Nao 355 98,61 149 41,97 149 97,39
Ocorréncia
Categoria Cordeiros 62 17,22 19 30,65 19 12,42
Animal Gestantes 80 22,22 46 57,50 46 30,07
Vazias 84 23,33 24 28,57 24 15,69
Cria ao pé 90 25 44 48,89 44 28,76
Machos 17 4,72 10 58,82 10 6,54
Inteiros
Machos 27 7,5 10 37,04 10 6,54
Castrados
TOTAL 360 100 153 - 153 100

1 Relacdo entre o nimero de animais positivos por categoria e o nimero total de animais dentre cada categoria.
2 Relagdo entre 0 nimero de animais positivos dentre cada categoria e o nimero total de animais positivos.
* Hampshire Down e Texel.
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Tenter, Heckeroth e Weiss (2000) relataram que a frequéncia de anticorpos na
populacdo ovina de diveros paises variou de 0 a 92%. No Brasil, os valores descritos de
soropositividade para T. gondii, em ovinos, variaram de 15,2% (ESCOPELLI, 2004) na
regido da Grande Porto Alegre, Rio Grande do Sul a 54,6% (OGAWA et al., 2003) na
microrregido de Londrina, Parana. Portanto, os resultados obtidos no presente estudo estdo
proximos ao maior percentual descrito no Brasil. Cavalcante et al. (2004) encontraram
prevaléncia de 46,8% em rebanhos ovinos de Monte Negro, Rond6nia. Em Guarapuava,
Parana, Romanelli (2002) observaram uma prevaléncia de 51,47%. Valores mais baixos tém
sido observados no Brasil e em outros paises. No Rio Grande do Sul, em diferentes
municipios, Amaral, Santos e Reboucas (1978), Zonta et al. (1987) e Pappen (2008)
encontraram prevaléncia de 23%, 18,2% e 20,2%, respectivamente. Na Bahia, Gondim et al.
(1999) encontraram uma frequéncia de 18,75% nos ovinos estudados. Gorman et al. (1999) no
Chile, Masala et al. (2003) na Sardenha, Italia e Sawadogo et al. (2005) em Marrakech,
Marrocos, obtiveram frequéncias de 28%, 28,4% e 27,6%, respectivamente.

Utilizando-se dos resultados sorolégicos obtidos por meio da RIFI, observou-se em
relacdo a idade que entre zero e seis meses, 53,23% (33/62) dos animais foram positivos; de
sete a doze meses 45,31% (29/64) e idade igual ou superior a treze meses 61,11% (143/234).
Com os dados do ELISA o percentual de positivos entre zero e seis meses foi de 29,03%
(18/62); de sete a doze meses 28,13% (18/64) e idade igual ou superior a treze meses 50%
(117/234). A amostra foi composta principalmente de animais com idade igual ou superior a
treze meses (65%). A idade mais avancada torna-se um fator de risco, pelo fato de animais
adultos terem maiores chances de contato com oocistos de T. gondii no ambiente. Este fato,
nédo foi constatado nos resultados obtidos pela RIFI, pois a idade dos ovinos ndo mostrou ser
um fator de risco correlacionado com a soropositividade para T. gondii, ja que ndo houve
diferenca estatistica significativa (p>0,05). J& a variavel idade, quando analisada pelos dados
da reacdo de ELISA, mostrou diferenca estatistica significativa (p<0,05), pois ovinos com
idade igual ou superior a treze meses apresentaram uma maior taxa de prevaléncia, quando
comparados aos animais das outras duas faixas etarias. As maiores taxas em animais mais
velhos estdo de acordo com os trabalhos de O" Donoghue, Riley e Clarke (1987) no Sul da
Australia; Gorman et al. (1999) no Chile; Garcia et al. (1999) no Parand; Van der Puije et al.
(2000) em Gana; Figliuolo et al. (2004) em S&o Paulo; Carneiro (2006) em Minas Gerais,
Romanelli et al. (2007), no estado do Parana e Mucalane Tembue et al. (2009), na regido seca
do estado de Pernambuco. No presente estudo ficou evidente que as técnicas podem

apresentar pequenas diferengas diagnosticas, refletindo na andlise estatistica e,
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consequentemente, nos resultados.

De acordo com os resultados da RIFI, observou-se que 52,78% (38/72) dos machos e
57,99% (167/288) das fémeas foram positivos. Pelo ELISA, o percentual de machos positivos
foi de 40,28% (29/72) e o de fémeas 43,06% (124/288). Nas duas técnicas nao houve
diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre a soropositividade dos animais e 0 sexo dos
mesmos. Os resultados estdo de acordo com a maioria dos trabalhos sobre prevaléncia em
ovinos (SAMAD; RAHMAN; HALDER, 1993; GORMAN et al., 1999; ESCOPELLI, 2004;
CARNEIRO, 2006). Resultados discordantes foram obtidos por Silva et al. (2003); Ueno
(2005); Ragozo et al. (2007) em Pernambuco, Distrito Federal e Sdo Paulo, respectivamente,
com maior soropositividade encontrada em ovinos machos e, por Van der Puije et al. (2000)
em fémeas ovinas de Gana que apontam o sexo feminino como um fator de risco para a
toxoplasmose devido a diferencas hormonais, fisiologicas e de manejo. Para Ueno (2005) a
divergéncia de resultados e, principalmente por ndo haver uma explicacdo bioldgica coerente,
suspeita-se que essa varidvel ndo influencia os resultados, sendo este fato derivado do acaso.

Com relacdo ao tipo racial na RIFI, constatou-se que 62,83% (120/191) dos ovinos
mesticos e, 50,29% (85/169) dos com raca definida foram positivos, enquanto que pelo
ELISA, 40,84% (78/191) dos mesticos e 44,38% (75/169) dos com raca definida foram
sororreagentes. Com os resultados da RIFI houve diferenca estatistica significativa (p<0,05)
entre a infeccdo por T. gondii e a raca dos ovinos, sendo que 0s mesticos apresentaram maior
soropositividade. Estes resultados concordam com os obtidos por Silva et al. (2003) que
encontraram maiores taxas de infeccdo em animais mesticos, podendo, segundo os autores,
este comportamento ser devido ao menor cuidado no manejo higiénico sanitario das criacbes
de animais mesticos. Com os dados do ELISA a andlise da proporcdo de animais
apresentando anticorpos contra T. gondii ndo mostrou diferenca estatistica significativa
(p>0,05), entre os dois tipos raciais analisados, concordando com Van der Puije et al. (2000) e
com Carneiro (2006).

A varidvel, contato com gatos, refere-se a presenca de gatos domésticos na
propriedade. Gatos errantes e felideos silvestres ndo foram categorizados dentro desta
variavel, por terem habitos e caracteristicas de habitat diferentes dos domiciliados, ndo sendo
tdo estreita sua relacdo com os ovinos. Na RIFI, em propriedades com presenca e/ou ovinos
em contato com felinos, 56,36% (155/275) foram positivos e em propriedades sem gatos
domeésticos 58,82%, (50/85). De acordo com os resultados obtidos pelo ELISA, em
propriedades com presenca e/ou ovinos em contato com felinos, 46,18% (127/275) foram

positivos e em propriedades sem gatos domésticos 30,59% (26/85). Neste estudo, nas duas
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técnicas, ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre a presenca e/ou ovinos
em contato com felinos e a soropositividade dos animais, concordando com os dados obtidos
por Soares et al. (2009), que utilizaram a RIFI (1:64) em 409 amostras de soro ovino no
municipio de Mossoro, Rio Grande do Norte. Estes resultados discordam dos obtidos por
Romanelli et al. (2007), no estado do Parana e Pappen (2008), na regido Sul do Rio Grande do
Sul. Estes autores afirmaram que o acesso dos gatos ao depoésito de racdo dos ovinos, nas
propriedades, representa significativo fator de risco. Skjerve et al. (1998) na Noruega,
relataram que a presenca de gatos jovens nos estdbulos dos ovinos, foi fator de risco. Os
autores afirmaram que a presenca de gatos jovens e a criagdo de um grupo de ovinos,
proximos a sede da propriedade, foram fatores relacionados a maiores chances de ingestéo do
oocisto no ambiente. Considerando a relacdo entre o total de animais positivos e 0s que
apresentaram contato com felinos, 75,61% dos ovinos foram sororreagentes na RIFI (Tabela
1) e no ELISA 83,01% (Tabela 2), evidenciando por esta analise a importancia do hospedeiro
definitivo nos percentuais de positividade. Deve-se considerar que a infecgdo pode ocorrer no
rebanho pela forma de transmissdo congénita, porém Ogawa et al.(2003) sugerem que esta
ndo é a principal forma de infeccdo, indicando que a transmissdo horizontal é a mais
importante. Segundo Hill e Dubey (2002), a presenca ou auséncia do hospedeiro definitivo
tem grande reflexo na epidemiologia, ja que a transmissdo de T. gondii para 0s ovinos é
principalmente atribuida a eliminacdo de oocistos nas fezes dos gatos sobre a pastagem e na
agua.

Na variavel alimentacao, pela RIFI, 63,64% (70/110) dos positivos alimentavam-se de
campo nativo, 54,26% (102/188) de dieta mista e 53,23% (33/62) de leite materno e campo
nativo. Pelo ELISA, 52,73% (58/110) dos ovinos positivos alimentavam-se de campo nativo,
40,96% (77/188) de dieta mista e, 29,03% (18/62) de leite materno e campo nativo. De acordo
com os resultados da RIFI e do ELISA, ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05)
do tipo de dieta na soropositividade dos ovinos. Carneiro (2006), em Minas Gerais, também
verificaram que a dieta oferecida aos animais ndo se constituiu num fator de risco de
importancia epidemioldgica significativa.

Na variavel fonte de agua, pelos resultados da RIFI, 58,69% (27/46) dos positivos
ingeriam agua de bebedouros e 59,14% (178/314) de agudes e fontes naturais. N&o houve
diferenca estatistica significativa (p>0,05). Pelo ELISA, 71,74% (33/46) dos positivos
ingeriam agua de bebedouros e 38,22% (120/314) de agudes e fontes naturais, com diferenca
estatistica significativa (p<0,05). Aramini et al. (1999), Romanelli et al. (2007) e Vesco et al.

(2007) constataram correlacdo com fontes de agua de superficie, mais sujeitas a contaminagdo
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por oocistos, onde outros animais tém acesso e a soropositividade para T. gondii.

Na variavel problemas reprodutivos, todas as quatro fémeas que abortaram, no ano em
que as coletas foram realizadas, apresentaram sorologia positiva para T. gondii (Tabelas 1 e
2). Ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) com os dados obtidos através da
RIFI e do ELISA, entre os problemas reprodutivos (aborto e natimortalidade) e a
soropositividade dos ovinos. O resultado estd de acordo com o obtido por Ogawa et al.
(2003), em estudo sobre a ocorréncia de anticorpos contra T. gondii em ovinos da regido de
Londrina, Parana e com o trabalho desenvolvido em Minas Gerais, com pequenos ruminantes
por Carneiro (2006).

Considerando-se a categoria animal, pela RIFI: 53,23% (33/62) dos cordeiros;
63,75% (51/80) das fémeas gestantes; 52,38% (44/84) das fémeas vazias; 62,22% (56/90) das
fémeas com cria ao pe; 41,18% (7/17) dos machos inteiros e 51,85% (14/27) dos machos
castrados foram positivos. N&o foi encontrada diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre
a categoria dos animais e a soropositividade para T. gondii. Pelo ELISA, 30,65% (19/62) dos
cordeiros; 57,50% (46/80) das gestantes; 48,89% (44/90) das fémeas com cria ao pé; 28,57%
(24/84) das fémeas vazias; 58,82% (10/17) dos machos inteiros e 37,04% (10/27) dos machos
castrados foram positivos. Foi encontrada diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre a
categoria dos animais e a soropositividade para T. gondii.

No presente estudo a variavel sistema de criacdo ndo pdde ser avaliada, uma vez que
se observou o sistema semiextensivo em 100% das propriedades.

A utilizacdo de ELISA e RIFI como testes sorologicos sdo boas opcdes para
levantamentos epidemioldgicos da toxoplasmose ovina gragas a praticidade, sensibilidade e
especificidade destas duas técnicas (ESTEBAN-REDONDO; INNES, 1997; SAWADOGO et
al., 2005).
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Tabela 3 - Valores utilizados para avaliacdo da sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo
(VPP), valor preditivo negativo, (VPN), concordancia Kappa e eficacia do ELISA utilizando como
reacdo de referéncia a RIFI (1:64) em 360 soros de ovinos do municipio de Lages, SC, Brasil.

Resultado ELISA Resultado RIFI Total
Positivo Negativo

Positivo 125 28 153

Negativo 80 127 207

Total 205 155 360

S= 61%; E=82%; VPP=81,6%); VPN=61,3%; Concordancia Kappa= 0,7; Eficacia=70%.

A sensibilidade de um método de diagnostico € a proporcdo de positivos verdadeiros
que sdo detectados por esse método, e a especificidade é a propor¢do de negativos verdadeiros
que sdo detectados pela técnica (THRUSFIELD, 2004). A sensibilidade (61%) e a
especificidade (82%) do ELISA, tendo como referéncia a RIFI na diluicdo 1:64 (Tabela 3),
sdo similares aos valores encontrados por Van der Puije et al. (2000), que também utilizaram
a RIFI e o ELISA em estudos de prevaléncia realizados em rebanhos ovinos em Gana, na
Africa. Shaapan, El-Nawawi e Tawfik (2008) constataram em ovinos de propriedades do
Cairo, no Egito, prevaléncias de anticorpos contra T. gondii de 37% através da RIFI e 41,7%
pelo ELISA; sensibilidades de 90,1% no ELISA e 80,4% na RIFI e especificidades de 91,4%
na RIFI e 85,9% no ELISA.

Quando se utiliza um teste soroldgico ou outro teste de triagem para determinar a
presenca da doenca em uma populagdo, é importante saber a probabilidade de que um animal
positivo de acordo com o teste seja positivo verdadeiro; e também que um animal com teste
negativo, seja negativo verdadeiro. Essas probabilidades sdo os valores preditivos do teste. O
parametro mais usado para estabelecer o valor preditivo de um teste, é o valor preditivo de um
resultado positivo de teste em oposicdo ao negativo. O valor preditivo depende da
especificidade, sensibilidade e prevaléncia. A sensibilidade e a especificidade séo
caracteristicas inatas de um teste e (por uma definicdo do ponto de corte) ndo variam, mas a
prevaléncia da enfermidade na populacdo testada afetara a proporcdo de animais com testes
positivos, que estdo realmente doentes (THRUSFIELD, 2004).

Se ndo ha um padrdo ouro disponivel, a estatistica Kappa € a Unica possibilidade de se
avaliar a concordancia entre testes diferentes, sem assumir que um teste € o melhor. A l6gica
desse enfoque é que a concordancia entre os testes é evidéncia de validade, enquanto a nao
concordancia sugere que os testes ndo sdo confiaveis (THRUSFIELD, 2004). Kappa tem
valor de 1 (concordancia completa) a 0 (concordancia igual aquela por casualidade), enquanto

resultados negativos indicam concordancia menor que a casual. Arbitrariamente, os niveis de
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comparagdo para avaliar o Kappa observado sdo: > 0,81: concordancia quase perfeita; 0,61 a
0,8: concordancia substancial; 0,41 a 0,6: concordancia moderada; 0,21 a 0,4: concordancia
razoavel; 0 a 0,2: concordancia fraca; 0: concordancia pobre (EVERITT, 1989).

No presente trabalho, o ELISA realizado nos soros ovinos mostrou-se mais especifico
gue sensivel. A concordancia substancial (Kappa= 0,7) entre 0 ELISA e a RIFI (1:64) permite
considerar o ELISA como técnica adequada para o diagndstico de T. gondii na espécie ovina.
Pereira-Bueno et al. (2004) constataram uma perfeita concordancia entre a RIFI e 0 ELISA
(Kappa= 1,00) em estudo com ovinos realizado na Espanha, ja Escopelli (2004) trabalhando
com ovinos no Rio Grande do Sul, através das técnicas HAI e RIFI obteve indice Kappa de
0,513, mostrando uma concordancia moderada entre as duas técnicas. Carneiro (2006) em
Minas Gerais comparando ELISA e RIFI (1:64) o indice Kappa mostrou concordancia
substancial (0,68).



CONCLUSOES

- A infeccdo por Toxoplasma gondii esta amplamente distribuida em rebanhos ovinos
no municipio de Lages, Santa Catarina, com animais positivos em 100% das propriedades.

- Os ovinos no municipio de Lages, Santa Catarina, apresentam alta prevaléncia de
Toxoplasma gondii, 56,94% pela RIFI e 42,50% pelo ELISA, representando risco de infeccéo
humana.

- Os fatores de risco associados a infecgdo por Toxoplasma gondii pelo ELISA foram
as variaveis: idade, fonte de agua e categoria animal e pela RIFI, tipo racial.

- Foi constatada sensibilidade de 61%, especificidade de 82% e concordancia Kappa
de 0,7 considerada boa, permitindo indicar o ELISA como técnica adequada para O

diagndstico de Toxoplasma gondii na espécie ovina.
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ANEXQOS

Questionario Projeto Toxoplasmose Ovina

Propriedade:
Endereco:
Proprietario:
Contato (fone / email):
Sistema de Producdo: ( ) Extensivo () Semi-Intensivo () Intensivo
Dieta Principal:
Presencadecdes: ( )Nd& ( )Sim Quantos?:
Presenca de gatos: ( ) Ndo () Sim

N° Tubo N° Raca | Sexo | ldade | Categoria | Dieta Probl.
(animal) Reprodutivos

Termo de Concordéancia
Eu, , proprietario dos animais
supracitados autorizo a utilizacdo das informacGes fornecidas para o desenvolvimento do trabalho de pesquisa
intitulado “ Soroprevaléncia de anticorpos contra Toxoplasma gondii em ovinos no municipio de Lages, SC,
Brasil.

Lages, / /

Assinatura



