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RESUMO

Toxoplasma gondii e Neospora caninum sdo parasitos intracelulares obrigatdrios responsaveis
por distdrbios reprodutivos em ovinos. Objetivou-se neste estudo avaliar a cinética de
anticorpos em ovelhas naturalmente infectadas por Toxoplasma gondii e Neospora caninum.
Ovelhas em idade reprodutiva compuseram 0S grupos experimentais. Todos 0s animais
passaram por diagnostico de gestacdo e monitoramento soroldgico para determinar a taxa de
prevaléncia e incidéncia. Amostras de sangue das ovelhas e seus conceptos foram coletadas
para avaliar a taxa de transmissdo vertical. Para 0 monitoramento sorologico das ovelhas foi
utilizada a técnica de ELISA e para a pesquisa de anticorpos 1gG anti- T. gondii e N. caninum
nos neonatos foi utilizada a RIFI. Dos fetos abortados foram coletadas amostras de tecidos para
PCR. A prevaléncia inicial da toxoplasmose no rebanho foi de 25,0% (15/60) e a final de 46,7%
(28/60) com incidéncia de 28,9% (13/45); para N. caninum a prevaléncia inicial foi de 26,0%
(13/50) e a final de 72,0% (36/50) e taxa de incidéncia de 62,2% (23/37). A taxa de aborto foi
de 37,5% (3/8) nas ovelhas infectadas por T. gondii e auséncia de abortos por N. caninum. A
taxa de transmissdo vertical para T. gondii foi de 38,9% e de 15,4% para N. caninum. Os
resultados deste estudo indicam alteracGes na resposta imune de ovelhas naturalmente
infectadas por T. gondii, principalmente nas ovelhas que abortaram. Além disto, constatou-se a
importancia da transmissdo horizontal na incidéncia da infeccdo pelos coccidios e a importancia
da infeccdo congénita para a manutengdo dos parasitos no rebanho analisado.

Palavras-chave: Prevaléncia, incidéncia, ovelhas, protozoarios, aborto, resposta imune.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii and Neospora caninum are obligate intracellular parasites responsible for
reproductive disorders in sheep. The aim of this study was to evaluate the kinetics of antibodies
in ewes naturally infected by Toxoplasma gondii and Neospora caninum. Ewes in reproductive
age composed the experimental groups. All animals were submitted to pregnancy diagnosis and
serological monitoring to determine prevalence and incidence rates. Blood samples of the ewes
(postpartum) and their lambs (pre-colostral) were collected to evaluate the vertical transmission
rate. Serological monitoring of the ewes was performed using the ELISA, and research of IgG
antibodies anti- T. gondii and N. caninum in lambs was performed by IFAT. Aborted fetuses
tissue samples were collected for PCR. The initial prevalence of toxoplasmosis was 25.0 %
(15/60) and the final 46.7% (28/60), with an incidence of 28.9% (13/45); N. caninum initial
prevalence was 26.0% (13/50) and the final 72.0% (36/50), and the incidence rate of 62.2 %
(23/37). The abortion rate was 37.5% (3/8) for T. gondii and no abortions cases by N. caninum.
The vertical transmission rate for T. gondii was 38.9% and 15.4% for N. caninum. The results
of this study indicate immune response alterations in ewes naturally infected by T. gondii,
mainly in those that aborted. Moreover, it was observed the importance of the horizontal
transmission on the infection incidence by coccidia, as weel as the importance of the congenital
infection to the maintenance of the parasites in the flock analyzed.

Keywords: Prevalence, incidence, ewe, protozoa, abortion, immune response.
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1. QUALIFICACAO DO PROBLEMA

A ovinocultura apresenta um forte impacto no setor agropecuario, econémico e social
na regido nordeste do Brasil, onde concentra cerca de 90% das criacGes de caprinos e ovinos
(FRANCA et al., 2012). O Brasil possui um rebanho ovino de cerca de 16,78 milhdes de
cabecas, distribuidos por todas as regifes do pais (IBGE, 2012). O Nordeste detém o maior
efetivo do rebanho ovino brasileiro com cerca de 56,08% do rebanho nacional, entretanto as
criagdes apresentam baixo indice de produtividade e condi¢bes precarias de manejo e saude
animal (COSTA et al., 2011).

De acordo com Madruga et al., (2005), a ovinocultura vem se apresentando como uma
atividade promissora no agronegocio brasileiro, em virtude de o pais possuir baixa oferta para
0 consumo interno da carne ovina e dispor dos requisitos necessarios para ser um exportador
desta carne: extensdo territorial para pecuaria, clima tropical, muito verde, mdo-de-obra barata,
produzindo animais a baixo custo. O Brasil apresenta potencial para competir com 0s maiores
produtores de carne ovina do mundo como China, india, Austréalia e Nova Zelandia. Entretanto,
0 pais ainda importa carne ovina de paises como Argentina e Uruguai por ndo atender a
demanda interna desta carne.

As doencas infectocontagiosas sdo consideradas como as principais responsaveis por
perdas econémicas nos rebanhos ovinos (PINHEIRO et al., 2000), dentre essas destaca-se a
toxoplasmose, causada pelo coccideo Toxoplasma gondii, que é descrito como um dos
principais responsaveis por problemas reprodutivos em rebanhos no mundo. Os transtornos
podem ocorrer quando a fémea se infecta durante a gestacdo, podendo acarretar desde
reabsorcdes embrionarias iniciais e abortos até fetos malformados e crias debilitadas e fracas,
variando de intensidade de acordo com a fase gestacional da fémea (DUBEY, 1986; BUXTON,
1998; WEISSMANN, 2003).

A toxoplasmose tem sido identificada como uma das maiores causas de problemas
reprodutivos em ovinos e caprinos na Gra-Bretanha, Noruega, Australia, Nova Zelandia, nos
EUA e no Uruguai, assim como em outros paises (BLEWETT; WATSON 1984, DUBEY;
BEATTIE 1988, SKJERVE et al., 1998, FREYRE et al., 1997, BORDE et al., 2006). No Brasil,
estudos realizados especialmente em pequenos ruminantes tém detectado prevaléncias de
anticorpos anti-T. gondii nos rebanhos que variam entre 28,9-92,4% (SILVA et al., 2003;
MACIEL; ARAUJO, 2004).

Apesar de N. caninum ser considerado um importante agente infeccioso, responsavel por
abortos ou falhas reprodutivas em bovinos de todo o mundo (ORTEGA- MORA, 2006;

DUBEY; SCHARES, 2011), sua relevancia epidemiologica, clinica e econdmica, em pequenos
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ruminantes, ainda permanece pouco compreendida (ARRANZ-SOLIS et al., 2015). Contudo,
estudos recentes em pequenos ruminantes sugerem que a neosporose pode ser uma causa de
aborto mais importante do que tem sido considerada (MESQUITA et al., 2013; ARRANZ-
SOLIiS etal., 2015; ARRANZ-SOLIS et al., 2016; PORTO et al., 2016).

No contexto da producéo, ainda pouco se sabe sobre a transmisséo vertical e as perdas
reprodutivas relacionadas a participagdo de Neospora caninum e Toxoplasma gondii em
disturbios reprodutivos na espécie ovina. O estudo do impacto destes parasitos na reproducao
de pequenos ruminantes e a transmissdo vertical nesta espécie, na infeccdo natural, podera
proporcionar aces importantes nos programas de controle destas doencas, visto a escassez de

trabalhos sobre este evento na infeccdo natural.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neospora caninum

2.1.1 Histérico

Em 1984, na Noruega, foi descrita uma enfermidade que provocava quadro de miosite e
encefalomielite resultando em paresia de membro posterior e outras alteragdes neurologicas em
seis filhotes caninos da raca Boxer. Os animais apresentaram taquizoitos em tecido nervoso e
muscular, porém ndo foram detectados anticorpos anti-Toxoplasma gondii no soro destes cdes
como também n&o se obteve sucesso no bioensaio (BJERKAS et al., 1984).

No ano de 1987 houve dois relatos de infeccdo em bezerro, com caracteristicas
semelhantes a T. gondii ou a Sarcocystis spp. com quadro nervoso, porém, sem dados
suficientes para a classificacdo do agente (O'TOOLE et al., 1987; PARISH et al., 1987).

Em um estudo retrospectivo feito em 1988 com cortes histoldgicos de tecidos de caes,
no periodo de 1948 a 1987 foram analisados tecidos por exame histopatolégico e
imunohistoquimica. Dos 23 casos de cdes dos EUA anteriormente diagnosticados como
toxoplasmose, 13 foram confirmados. Nos outros 10 cortes histologicos foi encontrado um
parasito que diferia morfoldgica e antigenicamente de T. gondii (DUBEY et al., 1988a).

Dubey et al. (1988a) realizaram o primeiro isolado in vitro desse novo coccideo, a partir
de tecido nervoso de uma ninhada de cdes com alteracbes neuroldgicas, passando a ser
classificado como Neospora caninum.

Um ano apos o isolamento, N. caninum foi associado ao aborto de dois fetos bovinos,
em um surto de abortamento em uma propriedade leiteira nos Estados Unidos, sendo
identificado em lesdes no cérebro dos fetos e no rim de um deles (THILSTED et al., 1989). A
partir de seu reconhecimento, a neosporose emergiu como uma séria enfermidade de bovinos e
cdes (DUBEY, 2003). Diferentes estudos demonstraram que este coccideo é uma das principais
causas infecciosas de perda reprodutiva na bovinocultura de diferentes localiza¢des geograficas
(DUBEY et al., 1989a; BARR et al., 1991a; JARDINE et al., 1993; AGERHOLM et al., 1994;
MCcINTOSH et al., 1994; JARDINE et al., 1995; BJORKMAN et al., 1996; DUBEY et al.,
1996a; DUBEY et al., 1996b; GONDIM et al., 1999c; ANDERSON et al., 2000; REICHEL,
2000; BACSADI et al., 2001; CORBELLINI et al., 2002; DUBEY, 2003;).

Por meio de imunohistoquimica especifica para Neospora caninum e para outros
coccididios em 1991, Bjerkas e Dubey confirmaram que 0s parasitos encontrados nos caes da

Noruega em 1984 eram Neospora caninum.
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Em 1998, os cées (Canis familiaris) foram definidos como hospedeiros definitivos de
N. caninum, pois foram capazes de eliminar oocistos apds ingerirem tecidos de camundongos
infectados experimentalmente com o protozoario. A confirmacdo de que os oocistos eram de
N. caninum foi feita por meio de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (MCALLISTER et
al., 1998). Posteriormente, trés outros canideos foram identificados como hospedeiros
definitivos de N. caninum: o coiote (Canis latrans) (GONDIM et al., 2004c); o dingo
australiano (Canis lupus dingo) (KING et al., 2010) e o lobo cinza (Canis lupus) (DUBEY et
al., 2011).

No Brasil, o primeiro trabalho relacionando ao agente foi um inquérito soroldgico em
bovinos leiteiros e de corte nos estados do Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo, onde foram
encontrados 12,22% de animais soropositivos (BRAUTIGAM et al., 1996). Posteriormente,
Gondim et al., (1999a) relataram bovinos leiteiros sorologicamente positivos e identificaram o
parasito em um feto bovino abortado, oriundo de uma propriedade com histérico de aborto
recente, por meio da imunoistoquimica (GONDIM et al., 1999a; GONDIM et al., 1999b).

Posteriormente, Gondim et al. (2001) obtiveram o primeiro isolado de N. caninum no
Brasil, denominado NC-Bahia, a partir do cérebro de um cdo de Salvador, Bahia com
sintomatologia nervosa. Existe uma grande variedade de hospedeiros intermediarios para o N.
caninum, domésticas e selvagens, incluindo bovideos, caprinos, ovinos, equinos, suinos, gatos
domeésticos, diversas espécies de aves, roedores e lagomorfos, bisdes, veados, iaques,
camelideos e Ihamas (DUBEY; SCHARES, 2011).

2.1.2 Taxonomia e Ciclo Biolégico

N. caninum foi classificado, segundo estudos morfoldgicos por microscopia eletrénica
e sequenciamento do DNA, como pertencente ao reino Protista, filo Apicomplexa, classe
Conoidasida, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidiida, subordem Eimeriorina, familia
Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae e género Neospora (ELLIS et al., 1994;
HOLMDAMHL et al., 1994).

Apresenta maior importancia para bovinos, e em menor escala para os caninos (DUBEY
etal., 1996a; McLLISTER et al., 1998; GONDIM, 2006; REICHEL et al., 2013). Caracteriza-
se como um protozoario intracelular obrigatério, que forma cisto nos tecidos de seus
hospedeiros e causa uma enfermidade denominada neosporose (DUBEY et al., 1988b; DUBEY
etal., 1993).
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Ao se constatar a eliminacédo de oocistos nas fezes de cées que ingeriram cistos contidos
em cérebro de camundongo infectado, Mcllister et al. (1998) elucidaram o ciclo bioldgico do
parasito.

Ha relatos de infec¢bes naturais e/ou deteccdo de anticorpos anti-N. caninum em cées
(DUBEY et al., 1988b), bovinos (CONRAD et al., 1993), bufalos (RODRIGUES et al., 2004),
ovinos (KOBAYASHI et al., 2001), caprinos (DUBEY et al., 1992), equinos (LINDSAY et al.,
1996), raposas (ALMERIA et al., 2002), veados (DUBEY et al., 1996), veados-de-cauda branca
(GONDIM et al., 2004b), Ihamas e alpacas (CHAVEZ-VELASQUEZ et al., 2004), suinos
(AZEVEDO et al., 2010; FEITOSA et al., 2014), gatos domésticos (MILLAN et al., 2009),
galinhas (COSTA et al., 2008; GONCALVES et al., 2012), pardais (GONDIM et al., 2010),
Rattus norvegicus (FERROGLIO et al., 2007), capivaras (YAI et al., 2008; TRUPPEL et al.,
2010), coelhos (HUGHES et al., 2008; IBRAHIM et al., 2009), lontras marinhas (MILLER et
al., 2010), focas-comuns (FUJII et al., 2007), rinocerontes (WILLIAMS et al., 2002;
SANGSTER et al.,, 2010), equinos (GRAY et al., 1996; DAFT et al., 1997), asininos
(GHAREKHANI et al., 2013; MACHACOVA et al., 2013; BLANCO et al., 2014), dentre
outros.

Somente no epitélio intestinal dos hospedeiros definitivos ocorre a reproducao sexuada
do parasito, resultando na formagao de oocistos ndo-esporulados que séo excretados nas fezes
(MCALLISTER et al., 1998; DUBEY, 2003; GONDIM et al., 2004c; DUBEY et al., 2007). Os
oocistos ndo-esporulados apresentam formato esférico ou subesférico e medem de 10 a 11um
de didmetro.

Os caes eliminam oocistos em torno do quinto dia p6s-ingestdo de tecidos de animais
infectados. A quantidade de oocistos eliminados, o periodo de eliminacdo e o periodo pré-
patente variam consideravelmente (GONDIM et al., 2002). Foi demonstrado que animais mais
jovens excretam uma maior quantidade de oocistos em comparagdo a animais adultos, e que
caes realizam a re-excre¢do de oocistos apés a reinfeccdo por ingestdo de tecido com cistos de
N. caninum em um intervalo de 18 a 20 meses decorridos da primo infeccdo (GONDIM et al.,
2005).

No ambiente, 0s oocistos esporulam entre 24 e 72 horas em condigdes Otimas de
temperatura, oxigenacdo e umidade, tornando-se infectantes (LINDSAY et al., 1999a;
GONDIM et al., 2002). Oocistos esporulados medem 11,7 por 11,3um, possuem uma parede
com espessura de 0,6 - 0,8um e apresentam no seu interior dois esporocistos com formato
elipsdide, cada um contendo quatro esporozoitos, organismos alongados, medindo 6,5 por 2um

(MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al., 1999D).
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Ao serem ingeridos pelos hospedeiros intermediarios, os oocistos esporulados chegam
a luz intestinal e neste ambiente ocorre a liberacdo dos esporozoitos por excistacdo. Estes
organismos invadem os enterdcitos assumindo a forma evolutiva de taquizoitos, iniciando-se
novo ciclo de infeccdo (MCALLISTER etal., 1998; LINDSAY et al., 1999b).

A transmissdo de N. caninum entre seus hospedeiros intermediarios pode ocorrer pela
via horizontal e vertical (DUBEY et al., 2006a). A via horizontal ou po6s-natal advém da
ingestdo de oocistos esporulados na agua ou alimentos, ou de cistos teciduais contendo
bradizoitos consumidos por carnivoros (DIJKSTRA et al., 2002). Essa forma de transmisséo
foi demonstrada por Gondim et al. (2002), que induziram a excrecdo de oocistos em cées
alimentados com tecidos de bezerros que haviam recebido oocistos por via oral. Os oocistos
eliminados pelos cées foram usados para a infeccdo de um novo bezerro, cujos tecidos foram

ingeridos por outro cdo com a consequente excrecao de oocistos do parasito.

Figura 01: Ciclo biol6gico de Neospora caninum
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A via vertical ou transplacentéaria é considerada uma importante rota de transmisséo de
N. caninum em bovinos (DUBEY, 1999). Foi sugerido o uso dos termos de transmissédo
transplacentaria exdgena e transmissao transplacentaria enddgena para diferenciar a origem da
infeccdo (TREES et al., 2005). Na transmissdo transplacentaria exogena, a infeccdo fetal
origina-se a partir da ingestdo de oocistos pela fémea quando ja gestante, enquanto que na via
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transplacentaria endogena, cursa com a ativacdo de formas cisticas do parasito em vacas com
infeccdo latente, provavelmente, por uma mudanga na condi¢do imunoldgica da fémea, quando
gestante permite a infeccdo do feto e a perpetuagédo do parasitismo no rebanho (TREES et al.,
2005). Gondim et al. (2004) também demonstraram a possibilidade de vacas infectadas com
oocistos de N. caninum, em diferentes estagios de gestacdo, transmitirem o parasito por via

transplacentéria e a ocorréncia de aborto e infeccdo dos fetos, conforme a figura 02.

Figura 2: Transmissdo exogena e endogena de N. caninum
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2.1.3 Neosporose Ovina

O primeiro relato da enfermidade na espécie ovina foi feito por Dubey et al., (1990a).
Estes pesquisadores reanalisaram o tecido neuroldgico de um cordeiro do Reino Unido com
suspeita de toxoplasmose que apresentava sinais neurol0gicos e morreu com uma semana de
idade. Ao exame histopatolégico 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. gondi, porém o diagnéstico ndo foi comprovado (HARTLEY;
BRIDGE, 1975). Uma nova analise realizada por microscopia eletrénica e imunohistoquimica
confirmou a presenca de cistos de N. caninum no cérebro e medula espinhal.

Em um estudo conduzido na espécie ovina, Moreno et al. (2012) demonstraram que N.
caninum desempenha um papel significativo no aborto em pequenos ruminantes na populagéo
estudada na Espanha. Além disso, os dados publicados destacaram a importancia do diagnostico

diferencial entre protozoarios semelhantes, como T. gondii, sempre que as lesdes caracteristicas

20



forem observadas. No mesmo ano, o potencial de envolvimento de N. caninum na ocorréncia
de abortos em ovinos naturalmente infectados também foi demonstrado na PCR em fetos
abortados (HOWE et al., 2012). Os estudos publicados indicam que N. caninum no trato
reprodutivo de ovelhas pode se comportar de maneira semelhante ao que ocorre na espécie
bovina.

Arranz-Solis et al. (2015) demonstraram que o0 estagio da gestacdo tem papel fundamental
no curso da neosporose ovina, onde as infec¢des no tergo inicial e médio de gestacdo causaram
100% de aborto, enquanto infeccdo no terco final da gestacdo resultou em cordeiros infectados
nascidos prematuros, fracos ou clinicamente saudaveis. A resposta imune desempenha um papel
crucial nos resultados da infeccéo por N. caninum durante a gestacdo. Devido a resposta imune
fetal ser imatura nesta fase, permitindo ao parasito atravessar a barreira placentaria antes da
resposta imune maternal ser estabelecida, sugeriram que o aborto no terco inicial da gestacédo de
ovinos possa ser causado pela multiplicacdo descontrolada de N. caninum no feto. O aborto no
terco médio ocorre provavelmente pela grave lesdo desenvolvida na placenta. O fato de ndo ter
havido aborto no terco final de gestacdo pode ser devido ao curto intervalo de tempo entre a
inoculacdo de N. caninum e o periodo de nascimento dos cordeiros e de um sistema imune fetal
mais maduro (ARRANZ-SOLIS et al., 2016).

Porto et al. (2016) realizaram estudo semelhante em caprinos, resultando em morte fetal
em todas as cabras que foram inoculadas durante o primeiro terco gestacional (sete animais). A
infeccdo no terco médio provocou morte fetal, um cabrito natimorto e nascimento de cabritos
saudaveis, mas congenitamente infectados. No terco final de gestacdo nasceram cabritos
congenitamente infectados debilitados e com sinais neuroldgicos. Os autores demostraram que
houve morte fetal durante a fase aguda da neosporose, algo que ndo havia sido descrito em
ovinos e bovinos.

Os resultados desses estudos sugerem que a infeccdo por N. caninum em cabras e
ovelhas no terco final da gestacdo pode ter tido consequéncias mais severas que a infeccdo em
bovinos no mesmo periodo (BENAVIDES et al., 2012; ARRANZ-SOLIS et al., 2015; PORTO
etal., 2016).

Em bovinos, caprinos e ovinos, o principal sinal clinico observado na neosporose é o
aborto, que pode ocorrer em qualquer época do ano e apresentar-se de forma esporadica,
endémica ou surtos epidémicos (DUBEY, 2003; ARRANZ-SOLIS et al., 2015; PORTO et al.,
2016). Aumento transitorio na temperatura corporal de vacas e cabras foi descrito durante a
primeira semana apos infecgdo experimental, que é mais provavelmente devida a inoculagdo

dos taquizoitos e os primeiros ciclos de replicacdo do parasito nos tecidos do hospedeiro
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(REGIDOR-CERRILLO et al., 2014; PORTO et al., 2016). A infeccdo pelo protozoario em
ovinos geralmente € inaparente e, em animais adultos, costuma se restringir a esfera
reprodutiva, ndo provocando mortalidade (BLEWETT; WATSON, 1983; DUBEY, 1990). Em
condicdes experimentais, ovinos também podem apresentar letargia, diarréia ou sintomas
respiratorios (ANDERSON; BARR; CONRAD, 1994).

Estudos soroldgicos sobre a frequéncia de anticorpos anti-N. caninum comprovam a
disseminacdo da neosporose em ovinos no mundo; as taxas de infec¢cdo em ovinos no Brasil
variam de 4,69% a 74,5% (Tabela 1). Esta variacdo, segundo Dubey (1990) pode ser

influenciada pelo tipo de teste soroldgico utilizado, regido e idade dos animais.

Tabela 1 — Frequéncia de ovinos soro reagentes ao N. caninum nas diferentes Unidades

Federativas do Brasil.

Fecerativa Autor A tiizada  Animais PR (%9
Rio Grandedo  PINHEIRO et al. 2015 ELISA 110 33,63
gg(l) Paulo e Rio PAIZ etal. 2015 RIFI 596/393 59,2/74,5
Grande do Sul
Curitiba MORIKAWA et al. 2014 RIFI 17 23,5
Minas Gerais ANDRADE et al. 2013 RIFI 488 13,1
Pernambuco TEMBUE et al. 2011 RIFI 81 64,2
Maranhdo MORAES et al. 2011 RIFI 64 4,6
Séo Paulo MACHADO et al. 2011 RIFI 1497 8,0
Sao Paulo LANGONI et al. 2011 RIFI 382 12,8
Minas Gerais ROSSI et al. 2011 RIFI/ELISA 155 47,1/54,0
Pernambuco SOUZA NETOetal. 2010 RIFI 158 10,1
Alagoas FARIA et al. 2010 RIFI 343 9,6
Minas Gerais SALABERRY et al. 2010 RIFI 334 8,1

F.R. — Frequéncia Relativa; RIFI — Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta; ELISA - Ensaio

Imunoenzimatico.

2.1.4 Imunologia da neosporose

Pode-se dizer que fatores imunoldgicos influenciam os mecanismos de perda fetal e de
transmissdo vertical do parasito (QUINN et al., 2002). Tanto em animais naturalmente
infectados, quanto em animais experimentalmente infectados, tém sido relatados resposta

imune celular com a producéo de IFN- y apés a infecgdo com N. caninum (KHAN et al., 1997;
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QUINN et al., 2002; INNES et al., 2002). Portanto, a resposta imune ao N. caninum, igual a
outros parasitas intracelulares, € dominada pela resposta do tipo Thl (SMITH, 1996; KHAN et
al., 1997; QUINN et al., 2002; INNES et al. 2002; WILLIAMS et al., 2003). A gestagédo
representa uma situacao estranha para o sistema imune da gestante, porque a mée carrega uma
espécie de “enxerto alogeno” (feto) sem que ocorra uma reagao de rejeicao (INNES et al.,
2002). Uma resposta imune celular é tida como importante fator na protecdo contra a infeccéo
por N. caninum. A resposta imune contra a infec¢do vai influenciar no sucesso da gestacao,
visto que a imunomodulacéo que ocorre durante a gestacdo pode afetar a habilidade da gestante
para enfrentar a infeccéo. O que se tem observado é que o periodo da gestacdo no qual o animal
foi infectado é importante para o destino da gestagdo (QUINN et al., 2002; INNES et al. 2002;
BUXTON et al., 2002). Quando a infeccdo ocorre em estagios mais avangados da gestacéo, a
capacidade de resposta imunoldgica do feto pode determinar o sucesso da prenhez (MALEY et
al., 2006; ROSBOTTOM et al., 2011).

2.1.5 Diagnostico da neosporose ovina

O diagndstico baseado na avaliacdo clinica ndo € simples, uma vez que o0s sinais sao
inespecificos. Desta forma, a confirmacdo deve ser feita por meio de exames laboratoriais
(DUBEY et al., 1996a; PACKHAM et al., 2002). A utilizacdo de técnicas de diagndstico
indiretas (soroldgicas como MAT, RIFI, ELISA e Western blot) ou direto (identificacdo do
parasito por histopatologia, imunohistoquimica, isolamento in vitro e in vivo e PCR) sdo
necessarios para auxiliar na confirmacéo da suspeita clinica (HO et al., 1996; WILLIAMS et
al., 1997; DUBEY et al., 2006b).

As técnicas indiretas de diagndstico apresentam sensibilidade e especificidade elevadas,
permitindo o diagnoéstico da infeccdo in vivo nos animais e o estudo da importancia dos
hospedeiros no ciclo biolégico do parasito ou na epidemiologia da infeccio (ALVAREZ-
GARCIA, 2003).

A RIFI foi o primeiro teste soroldgico empregado para a detec¢do de anticorpos anti-N.
caninum (DUBEY et al., 1988b; BJORKMAN et al., 1999). A técnica consiste na fixacdo, em
lamina, de antigeno para qual se pesquisa a presenca de anticorpos no soro animal, com
posterior incubacdo de um anticorpo conjugado com uma molécula que emite fluorescéncia
qguando exposta a luz ultravioleta. A execucdo requer treinamento e experiéncia, porque a
interpretacdo da reacéo é visual e individual, logo subjetiva (CAMARGO, 1974).

O método de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), detecta varias classes de

anticorpos (IgM, IgG, IgA, IgE) e permite que os soros de varios animais sejam examinados de
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uma so vez. Os testes podem ser automatizados e tém resultados precisos, reprodutiveis e
padronizados por leitura de cor em espectofotdmetro. Utilizam extratos, fragmentos ou
proteinas recombinantes do parasito fixado em cavidades (pogos) de placas de poliestireno para
mensuracdo dos anticorpos com uma anti-imunoglobulina humana especifica contra o isotipo
de interesse (1gG, IgM, etc.) marcada com uma enzima (CAMARGO, 2001).

A deteccdo direta do parasito no exame histopatoldgico é utilizada para identificar lesdes
teciduais sugestivas de neosporose como infiltrado mononuclear né&o-supurativo no SNC e
outros o6rgaos como coracdo, musculatura esquelética, pulmao, figado e baco (BARR et al.,
1991b). O exame histopatologico ndo é uma técnica definitiva para o diagnéstico da
neosporose, mas é muito importante para detectar as leses sugestivas da infeccdo pelo parasito
(CANADA et al., 2002). Outros coccideos causam lesGes semelhantes as observadas na
neosporose, sendo necessaria a combinacao de outras técnicas para o diagndstico definitivo da
doenca como a imunohistoquimica, que demostra a presenca do parasito no fragmento tecidual
por anticorpos especificos e posteriormente é marcado por um anticorpo secundario conjugado
a enzimas que reagem gerando coloracdo quando exposto a um reagente (LINDSAY et al.,
1989; PETERS et al., 2001; JENKINS et al., 2002; DUBEY, 2003).

A amplificacdo exponencial de fragmentos especificos do DNA de Neospora spp. por
PCR, nos tecidos de animais suspeitos € considerada uma técnica com alta sensibilidade e
especificidade, até mesmo em comparagdo com a IHQ (MULLER et al., 1996; BASZLER et
al., 1999; VAN MAANEN et al., 2004). Essa técnica é utilizada no diagndstico de abortamento
em bovinos, todavia, deve-se destacar a necessidade de associacdo da PCR a outros exames,
como o histoldgico, para a confirmacgdo definitiva da doenca, uma vez que a identificacdo do
DNA no parasito no tecido do feto € indicativa apenas de infec¢do (DUBEY et al., 2006b). Os
alvos mais utilizados na PCR para N. caninum sdo as sequéncias de rDNA (18S, 28S e ITS-1)
e 0 gene pNc5 (HOLMDAHL et al., 1996; YAMANE et al., 1996; HOMAN et al., 1997;
GONDIM et al., 20043).

2.1.6 Prevencao e controle da neosporose ovina

As medidas de prevencdo e controle da neosporose muitas vezes podem ser invidveis
economicamente ou pouco praticas. Incluem neste contexto a remocéo de fetos abortados,
placentas e borregos mortos do pasto, ado¢do de medidas para diminuir a contaminacéo fecal
de 4gua e alimentos por cées e outros canideos, evitar a introdugdo de animais infectados no
rebanho e descarte dos animais infectados (DUBEY, 2003; INNES et al., 2002).
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2.2 Toxoplasma gondii

2.2.1 Historico

Toxoplasma gondii € um dos parasitos mais estudados no mundo devido a sua
importancia médica e veterinaria. Até o século XX, quinze mil artigos e 500 revisdes tinham
sido publicadas a respeito do assunto (TENTER et al., 2000). Desde o ano 2000 até os dias
atuais (2016), mais de nove mil artigos com os termos “toxoplasma” ou “toxoplasmose” foram
indexados no PubMed, Centro Nacional de Informagdo em Biotecnologia dos Estados Unidos
(NCBI).

Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez em 1908 por Nicolle e Manceaux que
observaram o parasito em um roedor africano, Ctenodactylus gondii. A principio, os autores o
nomearam Leishmania gondii. Na mesma época, Splendore (1908), no Brasil, descreveu o
parasito em coelhos. Em 1909, Nicolle e Manceaux renomearam o parasito para Toxoplasma
gondii.

No final da década de 30, este parasito foi isolado pela primeira vez em animais (SABIN;
OLITSKY, 1937) e em humanos (WOLF et al., 1939), tratando-se, entdo, ndo somente de um
parasito que acometia animais e sim de uma zoonose; finalmente apds o primeiro isolado, T.
gondii foi considerado e reconhecido mundialmente como importante causador de
abortamentos em ovinos e caprinos (HARTLEY; MARSHALL, 1957).

Na década de 60, formas do parasito foram encontradas em fezes de gatos
(HUTCHISON, 1965) e, em 1970 o ciclo bioldgico foi concluido, quando Frenkel, Dubey e
Miller (1970) identificaram os estagios sexuais do T. gondii no intestino delgado de gatos e 0s
oocistos nas fezes, confirmando o gato como hospedeiro definitivo.

Todos os animais de sangue quente sdo considerados hospedeiros intermediarios. Os
primeiros animais a serem identificados foram coelhos, cées domésticos e ratos (NICOLLE;
MANCEAUX, 1908; MELLO 1910; LEVADITI et al., 1928).

Na espécie ovina, T. gondii foi descrito pela primeira vez em 1942 (NICOLLE;
MANCEAUX, 1908), e desde essa época muitos pesquisadores demonstraram a importancia
econdmica da toxoplasmose nos ovinos como causa de abortos e natimortos (OKUDA et al.,
2007). Toxoplasma gondii causa uma infec¢do que se traduz por severas perdas econémicas em
ovinos, incluindo abortos, mé formagé&o fetal, natimortos e placentite (MALIK et al., 1990).

No Brasil, estudos tém demonstrado a presenca e a importdncia de T. gondii,
especialmente em pequenos ruminantes (AMARAL, et al., 1978; CHIARI et al., 1987,
PESCADOR, et al., 2007). Os estudos de prevaléncia da infec¢do ainda séo escassos em alguns
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Estados do Brasil (GONDIM et al., 1999), no entanto, em outras regides trabalhos indicam uma
alta taxa de sororeagentes que variam de 17% a 50% (ROMMANELLI, 2002; FIGLIUOLO et
al., 2004).

2.2.2 Taxonomia e ciclo biologico

T. gondii foi classificado como pertencente ao reino Protista, sub-reino Protozoa, filo
Apicomplexa, classe Conoidasida, subclasse Coccidiasina, ordem Eucoccidiorida, familia
Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae, género Toxoplasma e espécie Toxoplasma gondii
(CURRENT et al., 1990; LEVINE, 1980; QUIROZ, 2007; DUBEY, 2000).

O parasito T. gondii pode ser encontrado em Vvarios estagios como: taquizoitos,
bradizoitos e esporozoito (VELARDE et al., 2009). O taquizoido de T. gondii tem uma regido
alongada de aproximadamente 8 um de comprimento por 2um de largura, € caracterizado por
apresentar o conoide, as roptrias, 0s micronemas, o nucleo, o complexo de Golgi, o apicoplasto
e o reticulo endoplasmatico. Por fim, observa-se uma pelicula que envolve todo o conjunto que
parte do anel polar posterior (SOUZA et al., 2010). Os taquizoitos caracterizam a infec¢do
aguda de T. gondii, mesmo que ja se tenha instalado a resposta imune protetora (COSTA-
SILVA; CHIOCCOLA, 2010).

As funcBes do condide, roptrias, microporos e micronemas ndo estdo muito bem
conhecidas, mas provavelmente esta relacionada a penetracdo e criagdo de um ambiente
intracelular adequado para sobrevivéncia do parasito (DUBEY, 2010). Os bradizoitos séo
parecidos com 0s taquizoitos, porém, sdo menores e possuem um ndcleo situado na parte
superior, o que o diferencia dos taquizoitos que possuem o nucleo mais central. Estes podem
ser encontrados dentro dos cistos teciduais que podem variar de 5-70um de tamanho, ja que
podem conter de um a centenas de bradizoitos no seu interior (VELARDE et al., 2009).

O oocisto mede aproximadamente 10-12um. Neste encontra-se um par de esporocistos
cada qual com 4 esporozoitos, que se formam unicamente nos felinos (hospedeiros definitivos)
(VELARDE et al., 2009). Ao ingerir qualquer das trés formas morfoldgicas de T. gondii, 0s
gatos podem desenvolver e eliminar os oocistos. Porém, menos de 30% dos gatos liberam
oocistos nas fezes apds ingestdo de taquizoitos ou oocistos, enquanto que quase todos liberam
oocistos quando infectados por cistos teciduais contendo bradizoidos (DUBEY, 1996a). Os
gatos contaminam o ambiente com cerca de 100.000 oocistos por grama de fezes (DUBEY,
2010). Os oocistos sdo excretados por apenas uma ou duas semanas, mas podem permanecer
viaveis por até dois anos quando em condicfes de temperatura e umidade favoraveis (FREYRE
etal., 1997).
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As trés formas de transmissdo principais sdo: transplacentaria, ingestdo de cistos
teciduais contidos em tecidos animais e ingestdo de &gua contaminada com oocistos (DUBEY,
1994). Acredita-se que os ovinos se infectam principalmente pela ingestdo de oocistos na dgua
ou alimento (HILL; DUBEY, 2002), embora Duncanson et al. (2001) tenham observado alta
taxa de transmissdo congénita (61%) em um rebanho ovino por deteccdo do DNA do
protozoario em placentas e tecidos fetais. Em raras ocasides, podem se infectar pelo consumo
de restos placentarios ou de abortos ou leite cru, sendo estas vias consideradas ndo importantes
(HILL; DUBEY, 2002).

Existe ainda, outra provavel via de infeccdo que vem sendo estudada; trata-se da via
venérea ou sexual. Apesar do assunto ter sido pouco estudado, existem estudos sobre o tema
em ovinos. A infecgédo experimental oral ou subcutanea de reprodutores ovinos (LOPES et al.,
2009) ou infeccdo experimental por meio da contaminacdo do sémen fresco (MORAES et al.,
2010; MORAES et al., 2011).

Figura 3: Ciclo biol6gico de Toxoplasma gondii.
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2.2.3 Toxoplasmose ovina

O primeiro relato de abortamento em ovinos provocado por T. gondii ocorreu em 1954,
em uma propriedade da Nova Zelandia, onde se observou um surto de abortamento e
natimortalidade (HARTLEY; JEBSON; MCFARLANE, 1954). Desde entdo, a toxoplasmose
tem sido reconhecida como importante agente abortivo em ovinos em diversas regifes do
mundo (DUBEY et al., 1986; FREYRE et al., 1997).

Os abortamentos podem ocorrer de forma esporédica 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 € infectada pela primeira vez durante a gestacdo. Ovelhas infectadas
antes da gestacdo ndo apresentam falhas reprodutivas (WATSON; BEVERLEY, 1971).

A infeccdo em ovinos ocorre principalmente por meio da ingestdo de oocistos infectantes
nos alimentos e solo contaminado. Clinicamente a toxoplasmose ovina € assintomatica, porém
ovelhas ndo imunes que se infectam durante a gestacdo podem desenvolver distirbios
reprodutivos com graves repercussoes reprodutivas e econdmicas (BONAMETTI et al., 1997,
CLEMENTINO et al., 2007).

A toxoplasmose é relativamente comum em pequenos ruminantes (MAINAR et al.,
1996) sendo responsavel por grandes perdas, principalmeste pelos problemas reprodutivos em
rebanhos ovinos e caprinos, onde a infeccdo torna-se a principal causa de abortamentos,
malformacBes fetais, nascimento de animais prematuros e mortes neonatais (MALIK;
DREESEN; CRUZ, 1990).

Os sinais clinicos observados em ovinos diferem de acordo com o estagio de gestacdo
da ovelha no momento da infeccdo. As ovelhas ndo gestantes geralmente sdo assintomaticas
(VAUGHAN, 1996), ocorrendo a formacao de cistos. Nos animais em gestacdo, durante a fase
aguda da infeccdo, pode haver invasdo da placenta com presenca de taquizoitos livres e no
interior dos trofoblastos, resultando em focos de necrose e mineralizacdo nos cotilédones da
placenta. Podem existir lesbes macro ou microscopica com presenca de manchas brancas e
nodulos de até 2mm de diamentro que podem estar presentes na placenta. Podem, ainda, ser
confluentes e nem todos os cotilédones sdo acometidos pelo mesmo grau de necrose (DUBEY,
1988; FRENKEL, 1990; JONES et al., 2000).

A infeccdo no primeiro terco da gestacdo causa maiores prejuizos, ocorrendo
reabsorcdo embrionéria e morte fetal, seguida de aborto. Contudo a infecgdo em fases mais

adiantadas da gestacdo pode ocasionar mumificagdo e malformacdo fetal, natimortos ou
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recém-nascido fracos (DUBEY, 1988; BARBERAN; MARCO, 1997; WEISSMANN, 2003).
A figura 04 ilustra as difersas fases de infecc¢do por T. gondii em ovinos.

Figura 4: Consequéncia da infeccdo por Toxoplasma gondii em ovelhas
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Fonte: Barberan e Marco (1997)

Estudos soroldgicos relatam alta prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii comprovando
a disseminacdo da toxoplasmose em ovinos no mundo com porcentagens de animais soro
reagentes que variam de 3% a 92% (TENTER, 2000). As taxas de infeccdo em ovinos no Brasil
variam de 7% a 55% (Tabela 2). Esta variacdo, segundo DUBEY (1990) pode ser influenciada
pelo tipo de teste sorolégico utilizado, regido e idade dos animais.

Tabela 2 — Frequéncia de ovinos soro-reagentes ao T. gondii nas diferentes Unidades

Federativas do Brasil.

. . o

Fgge;?:tcij\ia Autor Ano u-l';ﬁ(i:znaltgz Aninl:lais F.R (%)
Pernambuco MAGALHAES etal. 2016 RIFI 240 85,0
Alagoas NUNES et al. 2015 RIFI 100 14,0
Bahia ROCHA et al. 2015 RIFI 275 41,5
Pernambuco SILVA et al. 2014 RIFI 57 15,7
Rio de Janeiro LEITE et al. 2014 MAD 379 53,3
Nordeste MENDONCA etal. 2013 RIFI 932 28,2
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Bahia GUIMARAES etal. 2013 RIFI 795 30,2

Rio Grande do Sul ANDRADE et al. 2013 RIFI 930 22,1
Santa Catarina SAKATA et al. 2012 RIFI/ELISA 360 56,9/42,5
Pernambuco COSTA etal. 2012 RIFI/MAT 97 60,8
Maranhao MORAES etal. 2011 RIFI 64 18,7
Séo Paulo LANGONI et al. 2011 MAD/RIFI 382 18,6
Minas Gerais ROSSI et al. 2011 RIFI/ELISA 155  46,5/36,9
Séao Paulo LOPES et al. 2010 RIFI 488 52,0

F.R. — Frequéncia Relativa; RIFI — Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta; ELISA - Ensaio
Imunoenzimético; MAD — Método de Aglutinagdo Direta.

2.2.4 Imunologia da toxoplasmose

O T. gondii pela sua caracteristica de entracelularidade obrigatéria desencandea uma
resposta imune celular para protecdo dos hospedeiros. Contudo, a resposta imune humoral,
assim como a inata, também é ativada em individuos com toxoplasmose (GAZZINELLI et al.,
1993; INNES; VERMEULEN, 2006).

A presenca do parasito induz a sintese de IL-12 e, subsequentemente, de IFNy por
células NK de camundongo (SUZUKI et al., 1988; GAZZINELLI et al., 1993; HAYASHI et
al., 1996; YAP; SHER, 1999). Neutrofilos e células dendriticas também produzem altos niveis
de IL-12 (GAZZINELLLI et al., 1993, 1994; BLISS et al., 1999). A influéncia de citocinas na
atracao de macrofagos é relatada, em especial I1L-6, que estimula a sintese hepatica de proteinas
de fase aguda (APPELBERG et al., 1994).

A inducdo da resposta imune celular do tipo Thl é importante para o controle da
proliferacdo parasitaria. Estudos in vitro com células de ovinos demonstraram que IFNy
produzida por esta espécie animal inibe a multiplicacdo intracelular dos taquizoitos com
possivel morte do parasito (SUZUKI et al., 1988; OURA et al., 1993; YAP; SHER, 1999). A
sintese de IFNy ocorre no segundo dia da infeccdo de ovinos com cepa atenuada (S48) de T.
gondii (INNES et al., 1995).

O risco da infeccdo durante a gestacao reside na modulagdo imunoldgica na interface
materno-fetal. A supressdo dos mecanismos inflamatérios com minima expressao de 1L-12,
IFNy e TNFa tornam a placenta e o feto suscetiveis a invaséo parasitaria durante a parasitemia
por T. gondii. Se a infecgdo ocorrer precocemente durante a gestacdo, as consequéncias para o
feto serdo fatais (BUXTON; FINLAYSON, 1986; ENTRICAN; WHEELHOUSE, 2006), mas
se a infecgcdo ocorrer em gestacdo anterior ou antes do cruzamento, a imunidade e memoria

imunoldgica desenvolvidas irdo garantir parto normal e nascimento de neonato ndo infectado
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(WATSON; BEVERLEY, 1971; McCOLGAN et al., 1988). Contudo, indicios de que a
protecdo imunoldgica ndo é absoluta também foram publicados (EDWARDS; DUBEY, 2013).

2.2.5 Diagnostico da toxoplasmose ovina

O diagndstico para T. gondii pode ser realizado por meio de testes sorologicos,
bioldgicos, moleculares e métodos histologicos e/ou imunohistoquimicos ou uma combinagdo
destes métodos (DUBEY, 2010).

Os métodos de diagndsticos sdo classificados como diretos e indiretos. Os métodos
indiretos tém como objetivo confirmar a presenca do T. gondii nos tecidos, excre¢oes ou fluidos
corporais (VELARDE et al., 2009). Enquanto que os testes indiretos geralmente sdo
estabelecidos por meio da pesquisa de anticorpos anti- T. gondii no soro dos animais (RAGOZA
et al., 2008; SOCCOL et al., 2009; SILVA et al., 2010; PEREIRA et al., 2012).

Para o diagnostico da infeccdo por T. gondii pode-se utilizar varios testes para deteccédo
de anticorpos 1gG e IgM (DUBEY, 2010). Vérios testes sdo indicados como Sabin-Feldman ou
teste do corante (GARCIA-VARQUEZ et al., 1993), Aglutinacdo Modificada (MAT)
(DUBEY, 2010), Aglutinacdo em Latex (LAT) (Gondim et al., , 1999), Hemaglutinacdo
Indireta (HAI) (HASHEMI-FESHARKI, 1996; LANGONI et al., 1999; GORMAN et al., 1999;
VITOR et al., 1999), Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (MAINARDI et al., 2003;
FIGLIUOLO et al., 2004; UZEDA et al., 2004), Aglutinacdo em Latex (HASHEMI-
FESHARKI, 1996; GONDIN et al., 1999; JITTAPALAPONG et al., 2008), Aglutinagdo Direta
(MAD) (KLUN et al., 2006) e Reacdo Imunoenziméatica—-ELISA (SKJERVE et al., 1998;
CAVALCANTE, 2004; SAWADOGO et al., 2005) e dot-ELISA (BAHIA et al., 1993).

Toxoplasma gondii pode ser isolado a partir de amostras de tecidos infectados como
sangue, fluido cerebroespinhal, tecidos fetais e/ou placentarios mediante a inoculacdo
intraperitoneal em camundongos, porém requer de trés a seis semanas € a manutencdo de
animais em biotérios (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; DUBEY, 2010).

O exame histopatol6gico ndo é uma técnica conclusiva para o diagnéstico da infeccdo
por T. gondii, pois o parasito pode ser confundido com nicleos ou fragmentos nucleares que se
coram de forma semelhante devido a auséncia de caracteristicas tintoriais proprias (FARREL
et al.,, 1952; TSUNEMATSU et al., 1964, BARBOSA, 1988). Entretanto foi utilizada por
diversos autores que relataram a observacdo frequente de taquizoitos e lesdes macro e
microscopicas na placenta, membranas fetais e tecidos fetais (MCSPORRAN et al., 1985;
DUBEY et al., 1986; UGGLA et al., 1987; DUBEY, 1988).
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A tecnica da imunohistoquimica € especifica e confirma o diagnostico em algumas
horas, sendo capaz de detectar pequenas quantidades de antigeno pela observagéo de taquizoitos
ou cistos com bradizoitos nos tecidos (DUBEY:; LIN, 1994; VON WASIELEWSKI et al.,1997;
DUBEY, 2010). O diagnéstico ainda pode ser realizado por amplificacdo especifica do DNA
parasitario a partir de tecidos infectados utilizando a técnica da Hibridacao e Reacdo em Cadeia
da Polimerase (MACEDO, 1994; INNES; ESTEBAN-REDONDO, 1997; MONTOYA,
LIESENFELD, 2004; KOMPALIC-CRISTO et al.,, 2005). Avangos no conhecimento do
genoma de T. gondii tornaram possivel a utilizacdo da Técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase para deteccdo do parasito. Esta técnica se fundamenta na amplificacdo especifica
de determinados genes ou fragmentos de genes, detectando com seguranga, rapidez e
sensibilidade o parasito em qualquer amostra do animal infectado (WONG; REMINGTON,
1993; BASTIEN, 2002). A PCR ¢é uma técnica muito sensivel, sendo capaz de detectar
infeccdes por um Unico taquizoito (WONG; REMINGTON, 1994; BASTIEN, 2002). Segundo
Dehkordi et al. (2013), a PCR é um método de diagnostico preciso, seguro, sensivel, especifico
e répido que pode ser utilizado para monitorar o parasito no leite. A parasitemia tem sido
detectada com maior sensibilidade por meio dos métodos de biologia molecular, em especial a
PCR com a vantagem de demonstrar maior sensibilidade quando comparado ao isolamento do
parasito em culturas de tecido (MEIRELES, 2001).

2.2.6 Prevencéo e controle da toxoplasmose ovina

O controle e a prevencao da toxoplasmose passam por medidas que visam evitar ou
minimizar a contaminacdo da agua e alimentos pelos gatos como controle dessa populacéo na
propriedade, manutencdo desses animais fora da area de criacdo dos ovinos e o correto
armazenamento de gréos e feno (BLEWETT; TREES, 1987; BUXTON, 1998; DUBEY, 1994).

Outras medidas incluem a remocdo imediata seguida de incinera¢do de abortos e
membranas fetais e exposicdo de animais introduzidos nas propriedades ao ambiente
contaminado antes da cobertura (WATSON; BEVERLEY, 1971; BUXTON 1998; DUBEY,
1994).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar a cinética de anticorpos em ovelhas naturalmente infectadas por Toxoplasma

gondii e Neospora caninum.

3.2 Especificos

o Determinar a taxa de transmissao vertical de Neospora caninum e Toxoplasma gondii
na espécie ovina;
o Determinar a taxa de aborto por N. caninum e T. gondii em uma populacdo de ovelhas

naturalmente infectadas;

o Avaliar a incidéncia de infeccdo por Neospora caninum e Toxoplasma gondii na espécie
ovina;
o Determinar a taxa de transmissao vertical de Neospora caninum e Toxoplasma gondii.

33



CAPITULO I
Incidéncia e taxa de transmisséo vertical de Neospora caninum em ovelhas
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Incidéncia e taxa de transmisséo vertical de Neospora caninum em ovelhas

RESUMO: A neosporose ovina ainda é pouco estudada, mas a infecgdo por N. caninum nesta
espécie pode determinar a ocorréncia de aborto e nascimento de borregos fracos e debilitados.
Objetivou-se neste estudo avaliar a incidéncia da infeccdo natural por Neospora caninum e a
taxa de transmisséo vertical em ovelhas. Um rebanho de 50 ovelhas foi monitorado por meio
da técnica de ELISA por um periodo de seis meses e suas crias também foram submetidas a
pesquisa de anticorpos anti-N. caninum para determinar a taxa de transmissdo vertical pela
técnica de Imunofluorescéncia Indireta. A prevaléncia inicial e final da infecc¢do por N. caninum
foi de 26,0% (13/50) e 72,0% (36/50), respectivamente, e a incidéncia da infeccdo por N.
caninum neste estudo foi de 62,2% (23/37). A taxa de transmisséo vertical neste estudo foi de
15,4% (2/13). Neste estudo foi demonstrada uma elevada taxa de incidéncia de infeccdo por N.
caninum em ovinos, sendo este o primeiro relato do estudo da incidéncia de N. caninum em
ovelhas naturalmente infectadas.

Palavras-chave: Neosporose, ovelhas, resposta imune.

ABSTRACT: Little is known about neosporosis in sheep, but it may produce abortions
and birth of weak and debilitated lambs. The purpose of this study was to evaluate the
incidence of natural infection by Neospora caninum and the vertical transmission rate in
pregnant ewes. Thus, a flock of 50 sheep was submitted a serological monitoring by ELISA
during six months, and the lambs were also subjected to IFAT to research of antibodies
anti-N. caninum to determine vertical transmission. The initial and final prevalence for N.
caninum were 26.0% (13/50) and 72.0% (36/50), respectively, and the incidence of N.
caninum infection in this study was 62.2% (23/37). The vertical transmission rate in this
study was 15.4% (2/13). In this study was observed a high incidence rate of N. caninum
infection, in sheep, thus this is the first study on the N. caninum incidence in naturalli
infected ewes.

Keywords: Neosporosis, ewes, immune response.
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1. INTRODUCAO

As doengas infectocontagiosas sdo consideradas as principais responsaveis por perdas
econdmicas nos rebanhos ovinos (PINHEIRO et al., 2000). Estudos experimentais recentes em
pequenos ruminantes sugerem que a neosporose pode ser uma importante causa de aborto
nesses animais (MESQUITA et al., 2013; ARRANZ-SOLIS et al., 2015; ARRANZ-SOLIS et
al., 2016; PORTO et al., 2016).

Apesar de N. caninum ser considerado um importante agente infeccioso, responsavel por
abortos e/ou falhas reprodutivas em bovinos (DUBEY etal., 2007; DUBEY; SCHARES, 2011),
sua importancia epidemiologica, clinica e econdmica, em ovinos e caprinos, ainda nao esta
completamente compreendida com uma lacuna nessa area (ARRANZ-SOLIS et al., 2015).

Estudos em bovinos demonstraram que a transmissdo vertical ou congénita de N.
caninum é considerada a mais importante e pode ocorrer por diversas geracdes (DUBEY;
SCHARES, 2011). A transmissdo transplacentaria de N. caninum é também considerada em
pequenos ruminantes (MORENO et al., 2012; ARRANZ-SOLIS et al., 2015; ARRANZSOLIS
etal., 2016; PORTO et al., 2016). Em ovinos infectados experimentalmente por N. caninum, a
taxa de transmissdo da mae para sua progénie foi de 10-12% (BUXTON et al., 2001).

Moreno et al. (2012) demonstraram que N. caninum desempenha um papel significativo
em casos de aborto na espécie ovina na Espanha. Estudo experimental conduzido por Arranz-
Solis et al. (2015) em ovinos demonstraram que o estagio da gestacdo tem papel fundamental
no curso da neosporose em ovelhas gestantes. Os autores relataram que a infeccdo por N.
caninum no terc¢o inicial e médio de gestacdo causou 100% de aborto, enquanto que no terco
final da gestagdo resultou no nascimento de cordeiros prematuros infectados, fracos ou
clinicamente saudaveis.

Os resultados dos estudos experimentais por N. caninum em ovelhas sugerem que
infeccdes no terco final da gestacdo pode ter consequéncias mais severas que a infeccdo em
bovinos durante o mesmo periodo (JOLLEY etal., 1999; BENAVIDES et al., 2012; ARRANZ-
SOLISetal., 2015).

Objetivou-se neste estudo avaliar a incidéncia da infeccdo natural por Neospora caninum
e a taxa de transmissdo vertical em fémeas ovinas durante a gestacdo em uma criagdo comercial

localizada no estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Composic¢éo dos grupos
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Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso Animal (CEUA) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco sob o nimero de licenga 117/2015. Foram selecionadas 50
ovelhas em idade reprodutiva da raca Santa Inés criadas em regime semi-intensivo em uma
propriedade localizada na regido Agreste do estado de Pernambuco, Brasil.

Para compor 0s grupos experimentais, inicialmente todas as ovelhas do rebanho foram
submetidas a testes soroldgicos (ELISA) para detec¢do das fémeas naturalmente infectadas por
Neospora caninum. Apos a triagem, os animais foram divididos em dois grupos: G1 composto
por 13 animais infectados por N. caninum e G2 composto por 37 animais nao infectados (grupo
controle). Todos os animais dos grupos G1 e G2 foram negativos para Toxoplasma gondii,

Brucella sp. e Clamydophila abortus.

2.2. Diagndstico da gestacdo

As ovelhas foram submetidas a estacdo de monta na proporcao de vinte fémeas para
cada reprodutor. Trinta e cinco dias ap6s o término da estacdo de monta, as ovelhas foram
submetidas a ultrassonografia transretal para confirmar a gestacao.

2. 3. Monitoramento soroldgico

Para o estudo da incidéncia da infec¢do por Neospora caninum, as 50 ovelhas do G1 e
G2 foram monitoradas por um periodo de seis meses, sendo realizadas coletas de sangue
mensais. A pesquisa de anticorpos IgG anti- N. caninum nas ovelhas foi realizada por meio da
técnica de ELISA indireto descrita por Alvarez-Garcia et al. (2003). Os animais que ao longo

do monitoramento soroconverteram foram automaticamente incluidos no G1.

2. 4. Avaliacdo da taxa de transmissao vertical por N. caninum

Para o estudo da transmissao vertical de N. caninum foram considerados positivos 0s
borregos que apresentaram titulo pré-colostral de 25 na RIFI (ALVAREZ-GARCIA et al.,
2003).

2.5. Métodos analiticos
Preparo do antigeno para ELISA e RIFI

O isolado Nc-SP7 de N. caninum utilizado neste estudo foi mantido em cultivo de
monocamadas de células Marc-145 seguindo condicGes descritas por Regidor-Cerrillo et al.
(2010). O nimero de taquizoitos viaveis foi determinado por contagem em camara de Neubauer

utilizando azul de Tripan. Os taquizoitos de N. caninum livres foram rompidos por passagem
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em agulha, purificados através de filtro e em seguida foram liofilizados e armazenados a -80 °C
até as anélises de ELISA.

Para a RIFI, os taquizoitos purificados foram ressuspendidos em 0,2% (v/v) de
formalina em PBS com concentracio ajustada para 107 taquizoitos/ml, aliquotados e

armazenados a -20 °C até a sua utilizagéo.

ELISA

Os niveis de anticorpos 1gG especificos contra N. caninum foram mensurados por meio
datécnica de ELISA indireto, utilizando antigeno liofilizado de N. caninum para sensibilizar as
microplacas, seguindo protocolo de Alvarez-Garcia et al. (2003) modificado. O antigeno foi
utilizado na concentragéo de 10°taquizoitos/poco diluidos em solugéo de carbonato-bicarbonato
(0,1 M, pH 9,6), adicionando o volume final de 100 pL. em cada pog¢o. Como conjugado foi
utilizada Proteina-G-biotina (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) diluida em PBS-
Tween 5% na proporcéo de 1:15000. Foi utilizado como substrato a solugdo ABTS (Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA). A reacdo foi parada ap6s 20 minutos em temperatura
ambiente adicionando-se solucdo de &cido oxalico 0,3M e a leitura foi realizada em um
espectrofotobmetro Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific Oy, FI- 01620, Vantaa, Finland)
utilizando comprimento de onda de 405nm (OD405). Os valores da densidade 6tica foram
convertidos em indice relativo por cento (IRPC) usando-se a seguinte formula: IRPC = (OD405
amostra - OD405 controle negativo)/(OD405 controle positivo - OD405 controle negativo) x
100. Um valor de IRPC > 10 indica um resultado positivo. Para valida¢do das reagdes foi
utilizada duplicata de soros testados previamente e sabidamente positivo e negativo para N.

caninum.

Reacdo de imunofluorescéncia indireta

Para a deteccdo de anticorpos 1gG anti-N. caninum no soro pré-colostral foi usada a
Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) de acordo com Dubey (1998). O ponto de corte
usado foi de 1:25 (ALVAREZ-GARCIA et al., 2003). Como antigeno foi utilizado taquizoitos
da cepa NC1 de N. caninum mantidos em cultivo de células Marc-145. Em todas as reacGes
foram incluidos soros controles positivo e negativo de ovinos previamente conhecidos. Além
disto foram utilizados anticorpos anti IgG-ovina conjugados ao isotiocianato de fluoresceina
(Anti-Sheep 1gG (whole molecule) - FITC, Sigma-Aldrich®, St. Louis, Estados Unidos).

2.6 Analise Estatistica
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Realizou-se analise estatistica descritiva através das frequéncias relativas e absolutas das
variaveis (Thrusfield, 2004). O software EPIINFO™ 7 foi utilizado para a execucdo dos
calculos estatisticos e o nivel de significancia adotado foi de 5,0%.

3. RESULTADO
A prevaléncia inicial para Neospora caninum no momento O de avaliacédo foi de 26,0%
(13/50). A prevaléncia final apés o monitoramento sorolégico realizado por seis meses com
coletas mensais foi de 72,0% (36/50). A incidéncia da infeccdo por Neospora caninum neste
estudo foi de 62,2% (23/37) (Tabela 1).

Tabela 1 — Incidéncia da infeccdo por N. caninum em um rebanho ovino naturalmente

infectado.
) Periodo
Variaveis
30 60 90 120 150 180
Incidéncia 0,0% 18,9% 6,7% 7.1% 3,8% 8,0% 39,1%
n 0 7 2 2 1 2 9
N 37 37 30 28 26 25 23

n — Casos novos; N — Total de ovelhas suscetiveis.
Né&o houve ocorréncia de aborto nos animais do G1 e G2. Na tabela 2 observa-se a média
de IRPC das ovelhas do G1 durante a gestacgéo, contudo houve tendéncia de elevagéo entre o 30°

e 120° dias de gestacdo e declinio na época do parto.

Tabela 2: Resultado das médias do IRPC no ELISA das ovelhas gestantes

Periodo
Grupo Variaveis
0 30 60 90 120 150
- Média 20,501 32,446 29,458 26,409 25,346 20,051
DP 17,075 28,527 23,535 20,100 21,850 7,413

Nove ovelhas do G1 que gestaram neste periodo, pariram um total de treze borregos e
destes, dois, (um macho e uma fémea), da mesma ovelha foram positivos para anticorpos 1gG
anti-N. caninum na RIFI. A taxa de transmissdo vertical neste estudo foi de 15,4% (2/13)

(Tabela 3). No G2, nasceram 15 borregos todos negativos na RIFI.
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Tabela 3: Resultados da sorologia (RIFI) dos borregos das ovelhas do G1

Grupo Ovelhas  Borrego Titulo de 1gG anti-N. caninum*
Gl El EK1 Negativo
Gl E2 EK2 Negativo
Gl E3 EK3 Negativo
Gl E4 EK4a Negativo
Gl EK4b Negativo
Gl E5 EK5 Negativo
Gl E6 EK6a Negativo
Gl EK6b Negativo
Gl E7 EK7a Negativo
Gl EK7b Negativo
Gl E8 EK8 Negativo
Gl E9 EK9a 25
Gl EK9b 25

a e b — Borregos filhos da mesma fémea; * Soro pré-colostral

4. DISCUSSAO

Embora N. caninum seja reconhecido como uma das principais causas de aborto em
bovinos no mundo (DUBEY et al., 2007; DUBEY; SHARES, 2011), sua relevancia clinica,
econbmica e epidemioldgica em pequenos ruminantes ainda nao esta totalmente esclarecida.
Estudo experimental recente realizado por Arranz-Solis et al. (2015) demonstrou que o estagio
da gestacdo tem papel fundamental no curso da neosporose em ovelhas gestantes. Os autores
relataram que a infec¢do por N. caninum no terc¢o inicial e médio de gestacdo causou 100% de
aborto, enquanto que no terco final da gestacéo resultou no nascimento de cordeiros prematuros
infectados, fracos ou clinicamente saudaveis.

Este é o primeiro estudo sobre a incidéncia de infeccdo por N. caninum em ovelhas
naturalmente infectadas. O nosso estudo foi realizado em uma propriedade que adotava o
regime semi-intensivo de criagdo e algumas falhas no manejo foram verificadas como a
auséncia de um local apropriado para estocagem de racdo e a inexisténcia de um programa de
controle de roedores, alem da presenca de cées no rebanho. Estes fatores podem ter influenciado
nos resultados da elevada incidéncia observada neste rebanho. Mcallister et al. (1998)
recomenda que é importante evitar o contato de cdes com os alimentos e o controle periddico
de roedores, principalmente nos estabulos para reduzir o risco de infeccdo por N. caninum.

Coberlline et al. (2006) tambem relataram uma maior taxa de infecgéo por Neospora caninum
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em animais criados em sistema intensivo e semi-intensivo pela maior concentracdo de animais
e exposicao dos animais aos alimentos contaminados.

Inqueéritos soroldgicos tém demonstrado prevaléncias elevadas proximas de 30,8% em
ovinos e caprinos sem historico de aborto em alguns rebanhos no Brasil (DUBEY; SHARES,
2011; ROSSl et al., 2011; PAIZ et al., 2015; PINHEIRO et al., 2015). Prevaléncias semelhantes
as observadas neste estudo foram relatadas em outras regides do Brasil, inclusive no estado de
Pernambuco (ROSSI et al., 2011; TEMBUE et al., 2011; PAIZ et al., 2015; PINHEIRO et al.,
2015). Entretanto alguns estudos relataram prevaléncias menores do que a descrita no nosso
estudo, variando entre 4,69-23,5% (LANGONI et al., 2011; MACHADO et al., 2011;
MORAES et al., 2011; ANDRADE etal., 2012; MORIKAWA et al., 2014), demonstrando uma
variagdo dos resultados de acordo com a regiéo.

A cinética de anticorpos anti-N. caninum em ovelhas gestantes naturalmente infectadas
também ndo foi estudada anteriormente. Os resultados encontrados nos periodos de 30 a 120
dias de gestacdo demonstraram uma elevagdo no indice do IRPC no ELISA. Na época do parto,
a concentracdo de anticorpos tendeu a baixar provavelmente por uma queda na resposta
imunolodgica nesta fase da gestacdo e com isso diminuicdo dos titulos de anticorpos.

Por outro lado, a taxa de transmissdo vertical em nosso estudo foi de 15,4%. A
neosporose pode provocar aborto e mortalidade neonatal e N. caninum foi detectado no cérebro
de trés de 18 fetos abortados na Nova Zelandia (HOWE et al., 2008), 2% dos fetos abortados
na Italia (MASALA et al., 2007). Oeste et al. (2006) também encontraram anticorpos em 4 fetos
dos 5 abortados na Nova Zelandia. Estes estudos indicam transmissao transplacentaria de N.
caninum em ovinos com base nos achados soroldgicos e moleculares. Apesar de, no presente
estudo néo ter sido observados casos de aborto foi verificada a transmissdo vertical com o
nascimento de cordeiros positivos na sorologia pré colostral.

De acordo com um estudo realizado na Nova Zelandia por Hassain et al. (2015), no
primeiro ano ap6s a infeccdo experimental de 25 ovelhas com N. caninum ndo ocorreu a
transmissao vertical do parasito. No segundo ano deste mesmo estudo, um borrego recém-
nascido que morreu apés cinco dias de nascido foi positivo para N. caninum no Western blot.
Além deste, outros quatro animais que nasceram a termo também foram positivos na sorologia.
Estudos anteriores relataram que a taxa de transmissdo vertical em ovelhas infectadas
experimentalmente com N. caninum antes do acasalamento foi de 10-12% (BUXTON et al.,
2001).

No estudo de Jolley et al. (1999) foram observadas taxas de mortalidade de 75% em

cordeiros nascidos de ovelhas inoculadas no ano anterior e taxa de 70% naquelas que foram re-
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inoculadas no ano seguinte. Neste estudo ficou demonstrada a transmissdo vertical de N.
caninum para fetos de ovelhas com infeccdo latente. Nosso estudo demonstrou que ovelha
infectada durante a gestacdo com dose e cepa desconhecida de N. caninum pode transmitir
infeccdo por esta via a sua prole. Esta ovelha apresentou inicialmente alto titulo de anticorpos
anti-N. caninum no inicio da gestacdo com queda gradual durante a gestacdo e pariu dois
cordeiros positivos, comprovando a transmissao transplacentéria e auséncia de aborto. Barr et
al. (1993) observaram que a infeccdo congénita de fetos de ovelhas cronicamente infectadas
por N. caninum resulta em aborto sequencial semelhante ao relatado em bovinos.

Estudos desta natureza, envolvendo animais naturalmente infectados séo dificeis de
realizar, principalmente em relacdo a algumas perdas amostrais como o descarte de animais,
mas por outro lado se revestem de grande importancia, pois sdo estudos observacionais e que
refletem o que ocorre quando alguns parametros como dose de infeccao, estagio de gestacao e
viruléncia do parasito ndo sdo controlados. Desta forma outros estudos desta natureza devem
ser conduzidos para agregar dados epidemioldgicos que contribuam para o estudo da

Neosporose ovina.
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CAPITULO I
Incidéncia e cinética de anticorpos em ovelhas e fetos infectados naturalmente por

Toxoplasma gondii
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Incidéncia e cinética de anticorpos em ovelhas e fetos infectados naturalmente por

Toxoplasma gondii

RESUMO: Ovinos sdo comumente infectados pelo protozoario Toxoplasma gondii e este
parasito pode causar reabsor¢do e morte embrionaria precoce, morte fetal e mumificacéo,
aborto, natimortos e morte neonatal. Entretanto, informagdes sobre a resposta imune humoral
na infecdo natural sdo escassas. Neste estudo, a cinética dos anticorpos foi estudada em ovelhas
naturalmente infectadas por Toxoplasma gondii e de seus conceptos. Também foi determinada
a incidéncia da infeccdo por um periodo de seis meses de monitoramento nas ovelhas dos
grupos 1 (infectadas) e 2 (néo infectadas). No G1, problemas reprodutivos relacionados com a
toxoplasmose (aborto) ocorreu em 37,5% das ovelhas infectados por T. gondii. A incidéncia da
infeccdo por T. gondii foi 28,9% e a taxa de transmissdo congénita foi 38,9%. Os titulos de IgG
maternos mostraram-se mais elevados antes do aborto, nos dois Ultimos meses da gestacdo e
dimiuiram no momento que antecedeu o parto no G1. Estes resultados indicam que T. gondii
foi responsavel pela ocorréncia de alteragGes importantes na reposta humoral imune de ovelhas
naturalmente infectadas. O elevado indice de conceptos infectados sugere que a infeccédo
congénita é uma importante via de transmissdo e manutencdo de T. gondii em ovelhas
naturalmente infectadas.

Palavras-chave: Ovelhas, Toxoplasmose, Transmisséo congénita.

ABSTRACT: Sheep are commonly infected by the protozoan Toxoplasma gondii and this
parasite may cause early resorption and embryonic death, fetal death and mummification,
abortion, stillbirth, and neonatal deaths. However, informations regarding the humoral immune
response in the natural infection are scarce. In this study, the kinetics of antibodies was studied
in ewes naturally infected by Toxoplasma gondii, as well as their conceptuses. The infection
incidence was determined by serological monitoring of the ewes infected (G1) and non infected
(G2) during six months. In G1, the reproductive problems concerning to toxoplasmosis
(abortion) have occurred in 37.5% of the ewes infected by T. gondii. The infection incidence
by T. gondii was 28.9% and the congenital transmission rate was 38.9%. There was an increased
of titres of maternal 1gG prior to the abortion, in the last two months of the gestation, and
decreased at the time before the parturition in G1. These results indicate that T. gondii was
responsible for the occurrence of important alterations in the humoral immune response of

naturally infected ewes. The high proportion of infected conceptuses suggests that congenital
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infection is one important route of transmission and maintenance of T. gondii for naturally
infected ewes.
Keywords: Ewes, Toxoplasmosis, Congenital transmission.
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1. INTRODUCAO

A infeccdo por Toxoplasma gondii € altamente prevalente em humanos e animais em
todo o mundo (DUBEY; BEATTIE, 1988). A toxoplasmose é causa de grandes perdas
econdmicas para a industria de ovinos em todo o mundo (DUBEY; BEATTIE, 1988; BUXTON
etal., 2007).

Anticorpos contra T. gondii foram encontrados em ovinos ao redor do mundo. A soro-
prevaléncia mostrou-se aumentada com a idade, alcangando 95% em ovelhas com 6 anos em
alguns rebanhos, sugerindo que a maioria dos animais adquiriram infeccao ap6s 0 nascimento.
Em geral, a maior parte dos ovinos adquiriram infecéo antes dos 4 anos de idade, mas um tergo
das ovelhas ainda foram soronegativas em rebanhos altamente endémicos (DUBEY;
KIRKBRIDE, 1989a). A prevaléncia também foi elevada em ovelhas onde surtos de abortos
epizodticos foram relatados (DUBEY; KIRKBRIDE, 1989a).

De acordo com dados revisados por Dubey (2009), poucos estudos analisaram os fatores
de risco associados com soropositividade para T. gondii em ovinos. Em um estudo realizado na
Sérvia, ovelhas de rebanhos de estatais apresentaram maior soropositividade do que ovelhas de
rebanhos privados (KLUN et al., 2006). Na Italia, Vesco et al. (2007) relataram que a presenca
de gatos na fazenda, utilizando agua de superficie para beber e 0 tamanho da propriedade foram
associados com a soropositividade. No Brasil, Magalhdes et al. (2016) identificaram que em
ambiente insular, a alta concentracdo de gatos esta associada ao maior risco de infeccdo de
ovinos por Toxoplasma gondii.

Pereira-Bueno et al. (2004) realizaram uma investigacdo em fetos abortados na Espanha
e T. gondii foi detectado em 37 (34,9%) de 106 fetos em uma ou mais técnicas (sorologia,
histologia e PCR); 4 nos trés testes, 7 na PCR e sorologia, 2 na histologia e sorologia e 24
apenas em um teste (6 na histologia, 1 na PCR e 17 na sorologia).

Até recentemente, a visdao predominante era que a maioria dos ovinos adquiriam
infecgdo por T. gondii ap6s o nascimento (DUBEY, 2009). Estudos realizados por Buxton et
al. (2006) e Rodger et al. (2006) afirmaram que os achados da transmissdo congénita de T.
gondii em ovelhas persistentemente infectadas é pouco frequente. Varios artigos publicados por
Duncanson et al. (2001); Morley et al. (2005); Williams et al. (2005) e Morley et al. (2008)
onde propuseram que a transmissdo transplacentaria de T. gondii em ovinos seria mais comum
do que se acreditava anteriormente. No entanto, todas as provas apresentadas basearam-se na
deteccdo de DNA de T. gondii por PCR.

Com o objetivo de estabelecer alteragdes na resposta imune humoral e a relagédo com a

ocorréncia de infeccdo transplacentaria endogena e desordens reprodutivas, o objetivo deste
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estudo foi avaliar a cinética de IgG anti-T. gondii em ovinos e conceptos naturalmente
infectados por T. gondii e a incidéncia da infeccdo por T. gondii por um periodo de seis meses

em um rebanho de ovino.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Ovinos e coleta de amostras de sangue

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), numero 117/2015.

Para composicdo dos grupos experimentais foram selecionadas 15 ovelhas multiparas
naturalmente infectadas por T. gondii (G1), identificadas pela presenca de anticorpos
especificos na reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ELISA. Todos os ovinos do G1
foram soronegativos para Neospora caninum, Brucella sp. e Clamydophila abortus. Como
controle (GIl) foram utilizadas 45 ovelhas negativas para Toxoplasma gondii, Neospora
caninum, Brucella sp. e Clamydophila abortus. Todos os animais utilizados neste estudo eram
procedentes de um mesmo rebanho da raca Santa Inés e localizado na regido Agreste do estado

de Pernambuco, Brasil.

2.2. Diagnostico de gestacao
As ovelhas do G1 e G2 foram submetidas a monta natural e a gestacdo foi confirmada
trinta e cinco dias apds a monta, através da ultrassonografia transretal que também foi utilizada

para o monitoramento mensal da viabilidade fetal.

2.3. Monitoramento soroldgico dos grupos experimentais (prevaléncia e incidéncia)

Para o estudo da prevaléncia e incidéncia foram utilizados 60 animais que compuseram
0S grupos experimentais.

Para o estudo da incidéncia da infeccdo por T. gondii, amostras de sangue de todas as
ovelhas do grupo G1 e G2 foram coletadas quinzenalmente por um periodo de seis meses e
submetidas a pesquisa de anticorpos IgG-anti T. gondii empregando a técnica ELISA. Amostras
de sangue foram coletadas de cada ovelha nos dias 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150,
165, 180 e 195, no dia do parto ou aborto. Amostras de sangue das crias que nasceram saudaveis
foram coletadas no dia do nascimento, antes da ingestdo do colostro. As amostras de sangue
foram obtidas por pungdo da veia jugular em tubos Vacutainer® sem anticoagulante e

centrifugadas a 1090 x g durante 10 min. O soro obtido foi congelado e mantido a -20°C até o
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processamento dos testes sorologicos. Os animais do G2 que soroconverteram neste periodo de

avaliacdo foram automaticamente incluidos no G1.

2.4. Monitoramento soroldgico das ovelhas gestantes
Com o objetivo de estudar a cinética de anticorpos durante a gestacdo, as ovelhas

gestantes dos grupos G1 e G2 foram monitoradas a cada quinze dias durante a gestacao.

2.5. Avaliacdo da transmisséo vertical por T. gondii

Para o estudo da transmissdo vertical, consideraram-se positivos 0s borregos que
apresentaram titulo 8 na RIFI (KIRKBRIDE, 1993). Foram incluidos nesta analise seis borregos
do G1 e 12 borregos de ovelhas positivas para T. gondii, mas que ndo foram incluidas no G1,

pois foram descartadas pelo proprietéario.

2.6. Métodos analiticos
2.6.1. ELISA (monitoramento soroldgico das ovelhas)
2.6.1.1 Preparo do antigeno para ELISA e RIFI

O isolado RH do T. gondii utilizado no estudo foi mantido em células Marc-145 em
cultura celular nas condictes especificadas por Regidor-Cerrillo et al. (2010). O namero de
taquizoitos viaveis foi determinado por contagem em camara de Neubauer utilizando azul de
Tripan. Os taquizoitos de N. caninum livres foram rompidos por passagem em agulha,
purificados através de filtro e em seguida foram liofilizados e armazenados a -80°C até as
analises de ELISA. Para RIFI, os taquizoitos purificados foram resuspendidos em de solucéao
formalina a 0.2% (v/v) em PBS e ajustado a uma concentragdo de 10 parasitos/ml. Todos 0s

taquizoitos fixados em formalina foram aliquotados e estocados a -20°C até o uso.

2.6.2. ELISA

Para a analise soroldgica, amostras de soro foram testadas para a pesquisa de anticorpos
IgG especificos contra T. gondii utilizando um extrato modificado de antigeno de T. gondii
liofilizado para ELISA, preparado de acordo com Alvarez-Garcia et al. (2003). O antigeno foi
utilizado na concentragdo de 10° taquizoitos/pogo diluidos em solucdo de carbonato-
bicarbonato (0,1 M, pH 9,6), adicionando o volume final de 100 uLL em cada pogo. A proteina
recombinante Biotina-G foi utilizada como conjugado (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
USA) diluido em PBS-T em uma proporc¢do 1:15000 como anticorpo secundério e solucéo
ABTS como substrato (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA). A reacdo foi lida em
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espectrofotdbmetro Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finlandia), utilizando
comprimento de onda de 405nm (OD405). Os valores da densidade ética foram convertidos em
indice relativo por cento (IRPC) usando-se a seguinte formula: IRPC = (OD405 amostra -
OD405 controle negativo)/(OD405 controle positivo - OD405 controle negativo) x 100. Um
valor de IRPC > 10 indica um resultado positivo. Para validagdo das rea¢fes foram utilizados

soros em duplicata testados previamente e sabidamente positivo e negativo para T. gondii.

2.6.3. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (Pesquisa pré-colostral de anticorpos 1gG
anti-T. gondii)

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) foi realizada para a detecgdo de
anticorpos (1gG) anti T. gondii como descrito por Camargo (1964). 10 microlitros de soro
diluido foram colocados em laminas para T. gondii contendo taquizoitos da cepa RH como
antigeno. As amostras foram colocadas sobre o antigeno nas laminas e incubadas a 37°C
durante 30 minutos em camara Umida. As laminas foram lavadas e incubadas com soro igG
anti-ovino conjugado com isotiocianato de fluoresceina (Sigma Chemical, USA), contendo
0.001% do azul de Evans (Sigma Chemical, USA). As laminas foram lavadas novamente,
cobertas com glicerina tamponada e laminula e examinadas em microscopio fluorescente
(Nikon Eclipse; objetiva: 40x). Em todas as laminas foram incluidos controles positivos e
negativos. As amostras foram consideradas positivas quando os taquizoitos apresentaram

fluorescéncia periférica total e titulo > 8.

2.7. PCR para diagnostico de aborto por T. gondii

Neste estudo, tecidos de dois fetos abortados das ovelhas do G1 foram submetidos a
técnica de PCR para pesquisa de DNA de T. gondii em 6érgéos alvo. Fragmentos de cérebro,
coracdo, pulmao, figado, lingua e masseter de dois fetos foram submetidos a extracdo de DNA
utilizando kit comercial (Wizard Genomic DNA Purification System, Promega®, Madison, WI,
USA) de acordo com o protocolo do fabricante. Para a deteccdo do DNA de T. gondii foi
realizada a PCR-Nested em um Unico tubo utilizando dois pares de primers previamente
descritos e protocolos de PCR para amplificar fragmentos de 227bp da regido ITS1 do parasito
(HURTADO et al., 2001). Cada reacéo foi realizada com um volume final de 25 pL com 5uL
de amostra de DNA. Uma suspensdo de taquizoitos de T. gondii (cepa ME49, 10
taquizoitos/mL) e &gua ultrapura foi utilizada como controles positivo e negativo,

respectivamente. Os produtos da amplificagdo da PCR foram submetidos a eletroforese em gel
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em gel de agarose 1.5% marcado com BlueGreen (LGC® Biotecnologia, Cotia, Sdo Paulo,

Brasil) e visualizado sob luz UV.

2.8. Analise Estatistica

Para a avaliacdo da diferenca entre os valores de IRPC obtidos em cada grupo,
inicialmente, verificou-se a normalidade das variaveis através do teste de Shapiro-Wilk e, em
seguida, empregou-se o teste de Tukey HSD para avaliagéo de diferenca entre os momentos de
cada grupo (SAMPAIQ, 1998). Para a analise de associacdo entre 0s grupos e a transmissao
vertical da infeccdo por T. gondii utilizou-se o teste de Exato de Fisher (THRUSFIELD, 2004).
O programa IBM SPSS Statistics 23.0 foi utilizado para a execugdo dos calculos estatisticos e

o nivel de significancia adotado foi de 5,0%.

3. RESULTADOS
A prevaléncia de toxoplasmose nas 60 ovelhas no momento 0 de avaliacéo foi de 25,0%
(15/60). A prevaléncia final apds o monitoramento soroldgico realizado por seis meses foi de
46,7% (28/60) e a incidéncia da infeccdo por Toxoplasma gondii foi 28,9% (13/45) (Tabela 1).

Tabela 1 - Incidéncia da infeccdo por T. gondii durante 0 monitoramento soroldgico nas ovelhas

Periodo (dias)

Variaveis

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195
Incidéncia 0,0% 8,9% 0,0% 0,0% 24% 00% 50% 26% 2,7% 28% 57% 3,0% 0,0% 0,0%
n 0 4 0 0 1 0 2 1 1 1 2 1 0 0
N 45 45 41 41 41 40 40 38 37 36 35 33 32 32

n — Casos novos; N — Total de ovelhas suscetiveis.

A taxa de aborto no G1 foi de 37,5% (3/8), enquanto que no G2 foi 0,0% (0/8). O
resultado do acompanhamento soroldgico das ovelhas do G1 que abortaram (03 ovelhas) em
diferentes tempos da gestacdo demonstra que houve um incremento nos valores do IRPC no
periodo que antecedeu o aborto, contudo, ndo foi demonstrada diferenca estatistica significativa

(P>0,05) entre os tempos analisados (Tabela 2).
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Tabela 2 — Resultados da sorologia (IRPC) das ovelhas que abortaram

Periodo (dias)
Animal
0 15 30 45 60 75 90

Ovla 59,590 56,885 65,751 58,622 66,480 66,693 76,113

Ov2a*" 5,724 8,871 9,923 10,974 10,500 11,500 15,259

Ov3b* 12,429 24,833 18,184 19,084 31,696

a — aborto aos 90 dias de gestacao; b — aborto aos 60 dias de gestacao; * animal era do G2 mas

soroconverteu e foi incluido no G1; * feto positivo na PCR.

Em relacdo a resposta imune das ovelhas que gestaram e ndo abortaram, ndo houve
diferenca significativa entre os momentos dos grupos (P>0,05), entretanto, observou-se uma
tendéncia de aumento dos valores médios do IRPC no ELISA nos dois Ultimos meses da gestacdo

e uma diminuicdo no momento que antecedeu ao parto no G1 (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultados da sorologia (IRPC) das ovelhas que emprenharam e pariram

Periodo

Grupo Variaveis 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150

Média 42,50 43,28 43,28 37,83 41,42 37,80 47,38 51,57 50,77 53,88 39,72

el DP 22,72 27,87 30,15 25,96 28,89 23,67 34,56 24,96 26,70 29,57 21,65
G2 Media 305 323 3,73 444 369 579 539 652 595 551 4,74
DP 151 0,79 211 201 160 292 130 120 153 161 137

DP — Desvio Padrdo

A taxa de transmissdo vertical no G1 somada as ovelhas ndo incluidas no grupo de
acompanhamento sorologico (ovelhas descartadas) foi de 38,9% (7/18) (Tabela 4),
considerando o resultado da sorologia pré-colostral. No G2, nasceram 12 borregos negativos na
RIFI. Observou-se associagdo entre a positividade das médes com a taxa de transmisséo de T.
gondii (Valor P = 0,024). Na PCR, os tecidos dos dois fetos de ovelhas do G1 foram positivos

no tecido do sistema nervoso central e musculatura da lingua.
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Tabela 4 — Resultados da sorologia (RIFI) dos borregos filhos de ovelhas positivas

Grupo Ovelhas Borregos Titulos de 1gG anti-T. gondii*
Gl El EK1 32
Gl E2 EK2 32
Gl E3 EK3: Negativo
EK3; Negativo
Gl Eda EK4 16
Gl E5a EK5 Negativo
SG 001 001 32
SG 002 002 32
SG 003 003 64
SG 004 004 128
SG 005 005 Negativo
SG 006 006 Negativo
SG 007 007 Negativo
SG 008 008 Negativo
SG 009 009 Negativo
SG 010 010 Negativo
SG 011 011 Negativo
SG 012 012 Negativo

a—animal era do G2, mas soroconverteu e foi incluido no G1; * Soro pré-colostral

SG- ovelhas positivas para T. gondii e ndo incluidas no G1 (descatadas).

4.DISCUSSAO

Anticorpos de T. gondii foram detectados em ovinos em todo o mundo. No Brasil, a
prevaléncia varia de 7 a 51,8% (DUBEY, 2009). De acordo com os resultados de Lundén et al.
(1994); Gorman et al. (1999); Figliuolo et al. (2004); Rozette et al. (2005); Dumetre et al. (2006)
e Ragozo et al. (2008), a prevaléncia de anticorpos em ovelhas foi duas vezes maior que em
cordeiros, mas os resultados dependem da idade dos carneiros amostrados.

Séo escassos 0s dados disponiveis sobre a incidéncia da toxoplasmose em rebanhos de
ovelhas naturalmente infectadas por T. gondii. No nosso estudo, a incidéncia de infecgdo por
Toxoplasma gondii foi de 28,9% das ovelhas analisadas no periodo de seis meses de
monitoramento com coletas quinzenais. Este resultado indica que o rebanho estd em contato
com formas infectantes do parasito no ambiente possivelmente agua ou alimento contaminados
com oocistos esporulados de T. gondii. Um dos principais fatores de risco para a toxoplasmose
relatado na literatura é a presenca do hospedeiro definitivo de T. gondii. Nesta propriedade
estudada constatamos a presenga de inimeros gatos de varias idades convivendo no mesmo
ambiente onde as ovelhas permaneciam a pasto ou eventualmente estabuladas. Um estudo

realizado por Vesco et al. (2007) relataram que em uma pesquisa feita com 1961 ovinos de 62
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fazendas no sul da Italia, a presenca de gatos na fazenda que utilizavam agua de superficie para
beber foi um fator de risco associado a soropositividade para T. gondii.

A taxa de aborto nas ovelhas do G1 foi de 37,5% e a taxa de transmisséo vertical foi
relativamente elevada (38,9%) no nosso estudo, considerando os resultados da sorologia pré-
colostral. Estes resultados sao semelhantes aos obtidos por Trees et al. (1988) que examinaram
fetos ovinos na Inglaterra em rebanhos naturalmente infectados por T. gondii.

A transmissdo congénita subclinica de T. gondii foi documentada em ovinos. Neste
estudo os autores relataram que 80 ovelhas da raca Hampshire no estado de Dakota do Sul,
EUA produziram 144 cordeiros, dos quais 30 foram natimortos. A toxoplasmose foi confirmada
em 11 dos 30 cordeiros abortados baseada na sorologia fetal e exame Imunohistoquimico
(DUBEY; KIRKBRIDE, 1989b).

O sistema imune fetal dos ovinos comeca a responder ao T. gondii logo apds 60 dias de
gestacdo quando ambas as reac@es celular e humoral podem ser detectadas (ZENCLUSSEN,
2005). A deteccdo de anticorpos de T. gondii nos fluidos fetais ou soro é Gtil no diagnéstico do
aborto em ovinos (DUBEY, 2009). Arthur and Blewett (1988) examinaram fluidos de 171 fetos
ovinos abortados de 55 rebanhos na Escocia onde foram encontrados titulos de 1:256 na RIFI
considerado como diagnostico de exposicdo ao T. gondii. Trees et al. (1988) examinaram 478
fetos ovinos abortados na Inglaterra e encontraram anticorpos para T. gondii em 40.4% no MAT
e 40% no “dye test”, 37.4% na RIFI e 29% no teste de aglutinacdo em latex (TAL), utilizando
a diluicdo de 1:16 em todos os testes. De acordo com dados revisados por Dubey (2009), até o
momento a visdo predominante era que a maioria das ovelhas adquirem a infec¢do por T. gondii
ap6s o0 nascimento. Embora ndo existam dados exatos, acredita-se que 2% dos ovinos se
infectam congenitamente por T. gondii e menos que 4% das ovelhas persistentemente infectadas
transmitem o parasito para a proxima geracdo (DUBEY; BEATTIE, 1988; BUXTON et al.,
2006, 2007). Outros estudos (BUXTON et al., 2006; RODGER et al., 2006) afirmaram que 0s
achados da transmissdo congénita de T. gondii em ovelhas persistentemente infectadas por este
parasito é pouco frequente.

Em nosso estudo néo foi possivel realizar analises histologicas dos fetos abortados para
associar as lesdes fetais com os abortos por T. gondii. Porém, a resposta soroldgica pré-colostral
dos neonatos obtida na técnica de RIFI suportam o resultado de elevada taxa de transmissdo
vertical em ovelhas naturalmente infectadas por T. gondii. O resultado da PCR também indicou
a presenca do DNA de T. gondii em dois fetos abortados de duas ovelhas positivas para T.
gondii. No nosso estudo, a PCR foi til no diagndstico, pois esteve associada aos resultados

positivos da sorologia materna, ou seja, foi positiva apenas para fetos de ovelhas do grupo 1.
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Sobre a dindmica de anticorpos no ELISA em ovelhas gestantes que abortaram observa-
se na tabela 2 um ligeiro aumento no IRPC antes do aborto. Nas ovelhas que gestaram cordeiros
saudaveis, contatou-se uma elevagcdo nos niveis de anticorpos nos dois Gltimos meses da
gestacdo e uma diminuicdo no momento que antecedeu o parto no G1 (Tabela 3). Considerando
que a ovelha 1a estava cronicamente infectada antes da gestagéo, acreditamos que houve uma
recrudescéncia da infeccdo durante a gestacdo que culminou com o aborto, considerando que o
IRPC se elevou entre 75 e 90 dias de gestacdo quando ocorreu o aborto. As ovelhas 2b e 3a
soroconverteram durante a gestacdo e apresentaram dois comportamentos distintos. A ovelha
2b soroconverteu no intervalo entre zero e quinze dias de gestacdo e abortou aos 60 dias,
enquanto que a ovelha 3a soro converteu entre 75 e 90 dias e abortou aos 90 dias de gestagéo.
Por outro lado, uma ovelha (E4a, Tabela 4) soroconverteu no intervalo entre zero e quinze dias
e pariu um cordeiro viavel e sorologicamente positivo para T. gondii.

Vérios autores estudaram a cinética de anticorpos utilizando diferentes técnicas
soroldgicas na infeccdo experimental por T. gondii (MCCOLGAN et al., 1988; PAYNE et al.,
1988; COUGHLAN et al.,, 1995; ESTEBAN-REDONDO; INNES, 1998; ESTEBAN-
REDONDO etal., 1999; TENTER et al., 1992). Relataram variac¢des individuais em relacdo ao
desfecho da gestacdo. A modulacdo da resposta imune para acomodar a presenca do feto leva a
supressao dos mecanismos que ativam a resposta inflamatoria (BUXTON et al., 2007), sendo
desconhecida se a perda gestacional ou morte fetal nos tercos iniciais da gestacdo reflete a
protecdo do hospedeiro contra a presenca do parasito com prejuizos para a gestacao (INNES et
al., 2007).

Neste estudo foi possivel verificar a transmissdo vertical endégena e exdgena de T.
gondii em ovelhas naturalmente infectadas e a ocorréncia de abortos e de nascimentos de
borregos sorologicamente positivos para T. gondii. O aumento da prevaléncia e da incidéncia
ao longo do estudo sugere uma contaminagdo ambiental por oocistos de T. gondii, favorecendo

a infecc@o de novos animais que contribui para a manutencao da doenca no rebanho.

REFERENCIAS

ALVAREZ-GARCIA, G.; COLLANTES-FERNANDEZ, E.; COSTAS, E.; REBORDOSA,
X.; ORTEGA-MORA, L. M. (2003) Influence of age and purpose for testing on the cut-off
selection of serological methods in bovine neosporosis. Vet Res, 34(3): 341-352.

ARTHUR, M. J.; BLEWETT, D. A. (1988) IFAT detection of IgG specific to Toxoplasma in
thoractic fluids from aborted lambs: evluation on routine diagnostic submissions. Vet Rec,
122(2): 29-31.

57



BUXTON, D.; RODGER, S. M.; MALEY, S. W.; WRIGHT, S. E. (2006) Toxopplasmosis: the
possibility of vertical transmission. Small Rumin. Res. 62: 43-46.

BUXTON, D.; MALEY, S. W.; WRIGHT, S. E.; RODGER, S.; BARTLEY, P.; INNES, E. A.
(2007) Toxoplasma gondii and ovine toxoplasmosis: new aspects of an old story. Vet Parasitol,
149(1-2): 25-28.

CAMARGO, M.E. (1964). Improved technique of indirect immunofluorescence for serological
diagnosis of toxoplasmosis. Rev Inst Med Trop Séo Paulo, 6: 117-118.

COUGHLAN, S. N.; SAMAN, E.; JACOBS, D.; MERCIER, C.; CESBRON-DELAUW, M.
F.; TREES, A. J. (1995) Cellular and humoral immune responses to recombinant antigens in

sheep infected with Toxoplasma gondii. Parasite Immunol, 17(9): 465-468.

DUBEY, J. P.; BEATTIE, C. P. (1988) Toxoplasmosis of Animals and Man. CRC Press, Boca
Raton, Florida, pp. 1-220.

DUBEY, J. P.; KIRKBRIDE, C. A. (1989a) Enzootic toxoplasmosis in sheep in North-Central
United-States. J Parasitol, 75(5): 673-676.

DUBEY, J. P.; KIRKBRIDE, C. A. (1989b) Economic and public health considerations of
congenital toxoplasmosis in lambs. J Am Vet Med Assoc, 195(12): 1715-1716.

DUBEY, J. P. (2009) Toxoplasmosis in sheep — the last 20 years. Vet Parasitol, 163(1-2): 1-14.

DUMETRE, A.; AJZENBERG, D.; ROZETTE, L.; MERCIER, A.; DARDE, M. L. (2006)
Toxoplasma gondii infection in sheep from Haute-Vienne, France: seroprevalence and isolate

genotyping by microsatellite analysis. Vet Parasitol, 142(3-4): 376-379.

DUNCANSON, P.; TERRY, R. S.; SMITH, J. E.; HIDE, G. (2001) High levels of congenital
transmission of Toxoplasma gondii in a commercial sheep flock. Int J Parasitol, 31(14): 1699—
1703.

ESTEBAN-REDONDO, I.; INNES, E. A. (1998) Detection of Toxoplasma gondii in tissues of
sheep orally challenged with different doses of oocysts. Int J Parasitol, 28(9): 1459-1466.

ESTEBAN-REDONDO, I.; MALEY, S. W.; THOMSON, K.; NICOLL, S.; WRIGHT, S;;
BUXTON, D.; INNES, E. A. (1999) Detection of T. gondii in tissues of sheep and cattle
following oral infection. Vet Parasitol, 86(3): 155-171.

FIGLIUOLO, L. P. C.; KASAI, N.; RAGOZO, A. M. A;; DEPAULA, V. S. O.; DIAS, R. A;
SOUZA, S. L. P.; GENNARI, S. M. (2004) Prevalence of anti-Toxoplasma gondii and anti-

58



Neospora caninum antibodies in ovine from Sao Paulo State, Brazil. Vet Parasitol, 123(3-4):
161-166.

GORMAN, T.; PABLO ARANCIBIA, J.; LORCA, M.; HIRD, D.; ALCAINO, H. (1999)
Seroprevalence of Toxoplasma gondii infection in sheep and alpacas (Llama pacos) in Chile.
Prev Vet Med, 40(3-4): 143-149.

HURTADO, A.; ADURIZ, G.; MORENO, B.; BARANDIKA, J.; GARCIA-PEREZ, A. L.
(2001) Single tube nested PCR for the detecion of Toxoplasma gondii in fetal tissues from
naturally aborted ewes. Vet Parasitol, 102(1-2): 17-27.

KIRKBRIDE, C. A. (1993) Diagnoses in 1,784 ovine abortions and stillbirths. J Vet Diagn
Invest, 5(3): 398-402.

KLUN, I.; DJURKOVIC-DJAKOVIC, O.; KATIC-RADIVOJEVIC, S.; NIKOLIC, A. (2006)
Cross-sectional survey on Toxoplasma gondii infection in cattle, sheep and pigs in Serbia:

seroprevalence and risk factors. Vet Parasitol, 135(2): 121-131.

LUNDEN, A.; NASHOLM, A.; UGGLA, A. (1994) Long-term study of Toxoplasma gondii
infection in a Swedish sheep flock. Acta Vet Scand, 35(3): 273 281.

MAGALHAES, F. J.; RIBEIRO-ANDRADE, M.; ALCANTARA, A. M.; PINHEIRO, J. W.
JUNIOR.; SENA, M. J.; PORTO, W. J.; VIEIRA, R. F.; MOTA, R. A. (2016) Risk factors for
Toxoplasma gondii infection in sheep and cattle from Fernando de Noronha Island, Brazil. Rev
Bras Parasitol, 25, 0.

MCCOLGAN, C.; BUXTON, D.; BLEWETT, D. A.; (1988) Titration of Toxoplasma gondii
oocysts in non-pregnant sheep and the effects of subsequent challenge during pregnancy. Vet
Rec, 123(18): 467-470.

MORLEY, E. K.; WILLIAMS, R. H.; HUGHES, J. M.; TERRY, R. S.; DUNCANSON, P.
(2005) Significant familial differences in the frequency of abortion and Toxoplasma gondii
infection within a flock of Charollais sheep. Parasitology, 131(2): 181-185.

MORLEY, E. K.; WILLIAMS, R. H.; HUGHES, J. M.; THOMASSON, D.; TERRY, R. S;
DUNCANSON, P.; SMITH, J. E.; HIDE, G. (2008) Evidence that primary infection of
Charollais sheep with Toxoplasma gondii may not prevent foetal infection and abortion in

subsequent lambings. Parasitology, 135(2): 169-173.

59



PAYNE, R. A.; JOYNSON, D. H. M.; WILSMORE, A. J. (1988) Enzyme linked
immunosorbent assays for the measurement of specific antibodies in experimentally induced

ovine toxoplasmosis. Epidemiol Infect, 100(2): 205-212.

PEREIRA-BUENO, J.; QUINTANILLA-GOZALO, A.; PEREZ-PEREZ, V.; ALVAREZ-
GARCIA, G.; COLLANTES-FERNANDEZ, E.; ORTEGA-MORA, L. M. (2004) Evaluation
of ovine abortion associated with Toxoplasma gondiin Spain by different diagnostic techniques.
Vet Parasitol, 121(3-4): 33-43.

RAGOZO, A. M. A,; YAI, L. E. O.; OLIVEIRA, L. N.; DIAS, R. A,; DUBEY, J. P;
GENNARI, S. M. (2008) Seroprevalence and isolation of Toxoplasma gondii from sheep from
Sdo Paulo State. Brazil. J Parasitol, 94(6): 1259-1263.

REGIDOR-CERRILLO, J.; GOMEZ-BAUTISTA, M.; DEL POZO, I.; JIMENEZ-RUIZ, E.;
ADURIZ, G.; ORTEGA-MORA, L. M. (2010) Influence of Neospora caninum intra-specific
variability in the outcome of infection in a pregnant BALB/c mouse model. Vet Res, 41(4): 41-
52.

RODGER, S. M.; MALEY, S. W.; WRIGHT, S. E.; MACKELLAR, A.; WESLEY, F.; SALES,
J.; BUXTON, D. (2006) Role of endogenous transplacental transmission in toxopasmosis in
sheep. Vet Rec, 159(23): 768-772.

ROZETTE, L.; DUMETRE, A.; COUQUET, C. Y.; DARDE, M. L. (2005) Seroprevalence de
la toxoplasmose chez des ovins et des bovins en Haute-Vienne. Epidemiol et Santé Anim, 48:
97-99.

TENTER, A. M.; VIETMEYER, C.; JOHNSON, A. M. (1992) Development of ELISAs based
on recombinantantigens for the detection of Toxoplasma gondii specific antibodies in sheep and
cats. Vet Parasitol, 43(3-4): 189-201.

THRUSFIELD, M. V., (2004) Epidemiologia Veterinaria. 22 ed. Sdo Paulo: Roca.

TREES, A. J.; AL-ATIYA, S. A.; BALFOUR, A. H. (1988) Diagnosis of ovine toxoplasmosis.
Vet Rec, 123(21): 554.

VESCO, G.; BUFFOLANO, W.; LA CHIUSA, S.; MANCUSO, G.; CARACAPPA, S,
CHIANCA, A.; VILLARI, S.; CURRO, V.; LIGA, F.; PETERSEN, E. (2007) Toxoplasma
gondii infections in sheep in Sicily, southern Italy. Vet Parasitol, 146(1-2): 3-8.

WILLIAMS, R. H.; MORLEY, E. K.; HUGHES, J. M.; DUNCANSON, P.; TERRY, R. S,
SMITH, J. E.; HIDE, G. (2005) High levels of congenital transmission of Toxoplasma gondii

60



in longitudinal and cross-sectional studies on sheep farms provides evidence of vertical

transmission in ovine hosts. Parasitology, 130(3): 301-307.

ZENCLUSSEN A. C. (2005) CDA4(+) CD25 + T regulatory cells in murine preg- nancy. J
Reprod Immunol, 65(2): 101-110.

61



4. CONCLUSAO

Pode-se concluir que o T. gondii foi responsdvel pela ocorréncia de alteracdes
importantes na reposta imune humoral das ovelhas naturalmente infectadas. A elevada
proporcéo de conceptos infectados sugere que a infecgdo congénita é uma importante via da
transmisséo do parasito em ovelhas gestantes. Sobre a infeccdo por Neospora caninum também
foram observadas das elevadas taxas de prevaléncia, bem como a transmissdo vertical em
ovinos naturalmente infectados. Desta forma, outros estudos desta natureza devem ser
conduzidos para agregar dados epidemioldgicos que contribuam para o estudo da toxoplasmose

€ neosporose ovina.
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