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RESUMO

FELICIO, P. S. Infeccdo por Toxoplasma gondii em rebanhos exclusivos de criacdo de ovinos e
consorciado com bovinos e a contaminacdo ambiental por oocistos. Infection by Toxoplasma
gondii in herds of sheep-farming exclusive or intercropping with cattle and the environmental
contamination by oocysts. S&o Paulo, 2010, 46 f., dissertacdo Mestrado em sanidade animal,
seguranca alimentar e ambiental no agronegocio — Instituto Biolégico de S&o Paulo.

A toxoplasmose, zoonose mundialmente difundida, destaca-se na espécie ovina,
dentre as enfermidades parasitarias reprodutivas, como responsavel por quadros
de abortamento, mal-formacdo fetal e natimortalidade. O Toxoplasma gondii,
protozoario intracelular obrigatério, apresenta trés estagios unicelulares
infectantes do parasito 0s taquizoitos, os bradizoitos (contidos em cistos
teciduais) e o0s esporozoitos (contidos em oocistos). Nos ovinos, a infecgcéo
ocorre através da ingestdo de oocistos presentes nos alimentos, solos e aguas de
superficie contaminadas. O presente trabalho teve como objetivo determinar a
ocorréncia de toxoplasmose nos rebanhos ovinos e bovinos da regido de
Sorocaba-SP e determinar a presenca de oocistos em amostras de solo e agua pelo
bioensaio em camundongos e PCR. Foram estudados 272 ovinos e 17 bovinos
provenientes de quatro propriedades da Regido de Sorocaba, sendo duas exclusivas
de criagdo de ovinos e duas consorciadas com bovinos. Foi utilizada a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para a pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma
gondii. A pesquisa da presenca de oocistos de Toxoplasma gondii em amostras de
aguas de bebida (dguas de superficie) e de solo foi realizada através do
bioensaio em camundongos (inoculados via intraperitoneal e pela via oral). Nos
dias 0, 30 e 60 apdés a inoculacdo foram colhidas amostras de soro sanguineo dos
camundongos, e analisadas pela RIFI, para observacdo da soroconversdo. Apos 60
dias de inoculacdo os camundongos foram submetidos & eutanasia e o0s O6rgdos
analisados pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). As amostras de agua e de
solo foram analisadas com a finalidade de detectar o DNA de Toxoplasma gondii
pela PCR. Pela RIFI, das 272 amostras de soro de ovinos foram determinados 31,62%
de animais sororeagentes, enquanto nos bovinos 94,12% foram sororeagentes. Das 13 amostras
de &gua inoculadas em camundongos nove (69%) foram positivas pela PCR e das 10 amostras de
solo cinco (50%) foram positivas pela PCR concordando com resultados positivos na RIFI
realizada no soro dos camundongos inoculados. Com base nos resultados apresentados nas
condi¢Bes experimentais deste trabalho pode-se concluir que a toxoplasmose esta presente nos
quatro rebanhos ovinos examinados da regido de Sorocaba. O consumo de aguas e o pastejo
dos animais em solos contaminados com oocistos de Toxoplasma gondii foram considerados
como importantes fontes de infecgéo.

Palavras chave: Toxoplasma gondii, oocistos, ovino, bovino, agua e solo



ABSTRACT

FELICIO, P. S. Infection by Toxoplasma gondii in herds of sheep-farming exclusive or
intercropping with cattle and the environmental contamination by oocysts Infec¢éo por Toxoplasma
gondii em rebanhos exclusivos de criagdo de ovinos e consorciado com bovinos e a contaminagéo
ambiental por oocistos, Sdo Paulo, 2010, 46 f., dissertacdo Mestrado em Sanidade Animal,
Seguranga Alimentar e Ambiental no Agronegocio — Instituto Biol6gico de S&o Paulo.

Toxoplasmosis, a worldwide spread zoonosis, stands out among the reproductive parasitic
diseases in sheep as responsible for clinical features like miscarriage, fetal malformation and
stillbirth. Toxoplasma gondii, an obligate intracellular protozoan, presents three infecting unicellular
stages, the tachyzoites, the bradyzoites (contained in tissue cysts) and the sporozoites (contained
in oocysts). In sheep, infection occurs through ingestion of oocysts from contaminated food,soll
sand surface watery. The present study aimed to determine the occurrence of toxoplasmosis in
sheep and cattle herds in Sorocaba-SP area and the presence of oocysts in samples of soil and
water using mouse bioassay and PCR. 272 sheep and 17 cows from four farms in Sorocaba area
were studied , being two of them exclusively sheep farms and the other two intercropped with
cattle. Indirect immunofluorescence assay (IFA) was usedto detect antibodies against-
Toxoplasma gondii. The research for the presence of Toxoplasma gondii oocysts in drinking water
(surface water) and soil samples was done through mouse bioassay (inoculated intraperitoneally
and orally). On days 0, 30 and 60 after inoculation, blood serum mice samples were taken and
analyzed by IFA, for seroconversion observation. After 60 days inoculation, all mice were
euthanized and their organs were analyzed by polymerase chain reaction (PCR). The water and
soil samples were analyzed in order to detect Toxoplasma gondii DNA through PCR. On IFA from
272 sheep serum samples, 31.62% of the animals sera were determined as positive, while
94.12% cattle sera were positive. T. gondii DNA was found in 9 (69%) of 13 inoculated water
samples and there were 5 positives (50%) of 10 soil samples, with PCR. Based on the results
presented in experimental conditions, it can be concluded that toxoplasmosis is present in all four
sheep flocks examined. Water consumption and animal grazing on soils contamined with

Toxoplasma gondi oocysts were considered major sources of infection.

Key-words: Toxoplasma gondii, oocysts, sheep, cattle, water, soil.
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1. INTRODUGCAO

Segundo o ultimo Censo Agropecuario realizado em 2006, o rebanho ovino e bovino,
no Brasil foram estimados em cerca de 13,9 milhdes e 169,9 milh6es de animais (IBGE,
2006a). A regido Nordeste contava com 7,7 milhfes de ovinos e 26 milhdes de bovinos, a
regido Norte detinha 474 mil ovinos e 31,2 milhdes de bovinos, a regido Centro-Oeste 867 mil
ovinos e 53,8 milhdes de bovinos, a regido Sul era detentora de 3,9 milhGes ovinos e 23,9
milhdes de bovinos e a regido Sudeste totalizava 763 mil cabecas de ovinos e 34,9 milhdes de
bovinos (IBGE, 2006b).

Em 1970, o estado de Sdo Paulo, contava com efetivo animal de aproximadamente
98.126 ovinos e 9.110.633 bovinos; o qual nas ultimas quatro décadas demonstrou crescente
aumento atingindo 460.746 cabecas de ovinos e 10.209.204 bovinos (IBGE, 2006c)
distribuidos em 11.027 e 124.612 estabelecimentos (IBGE, 2006d). A regido de Sorocaba
fulcro deste estudo conta com o montante de 11.513 ovinos e 238.052 bovinos, com aptidao
de corte, de leite e mista, distribuido respectivamente em 187 e 4432 UPA’s — Unidades de
Producao Agropecuaria, (SAA/CATI/IEA, 2008).

A consolidagdo da cadeia produtiva da ovinocultura no Brasil foi marcada por
mudancas ocorridas nos ultimos dez anos. Nesse periodo, a atividade ganhou atencédo de
governantes, técnicos e produtores e acarretou algumas transformacées principalmente com a
intensificacdo das pesquisas voltadas para producdo de animais e beneficiamento de seus
produtos, crescimento do nivel de organizacdo dos produtores, aumento da absorcdo das
novas tecnologias, maior atuacdo dos agentes financeiros para facilitar o acesso ao crédito e,
0 mais importante, o aumento da demanda por produtos derivados de caprinos e ovinos
(MEDEIROS et al, 2005; CARVALHO, 2007). Entretanto, apesar do impulso mercadolégico, a
produtividade da caprinovinocultura de corte no Brasil ainda é baixa. Uma das razdes esta no
regime de manejo da exploragdo ainda obedecendo aos padrdes de criacdo extensiva, com
alta dependéncia da vegetacdo nativa, utilizacdo de racas ndo especializadas, assisténcia
técnica deficitaria, baixo nivel de organizacdo e gestdo da unidade produtiva e, sobretudo
carente de controle sanitario efetivo, em alguns centros criatérios.

Na regido Sudoeste paulista, a exploracdo dessas criacbes ocorre em sistema
extensivo com a ingestdo de volumosos (pastagem) que ainda é a principal fonte de
alimentacdo dos rebanhos (NOGUEIRA; MELLO, 2005). A crescente expansdo da
ovinocultura no estado de S&o Paulo, atualmente bastante significativa, esta principalmente
relacionada a ovinocultura de corte, com estrutura e organizacdo empresarial, em substituicdo

as criacbes de subsisténcia.



O preciso diagnéstico parasitario € essencial para qualquer abordagem sanitaria em
ovinos e caprinos, caso contrario a criagdo dessas espécies torna-se inviavel devido a baixa
produtividade (JARDIM, 1996).

Na espécie ovina, a toxoplasmose, zoonose mundialmente estudada, destaca-se
dentre as enfermidades parasitarias reprodutivas como responsavel por quadros de
abortamento, mal-formagéo fetal e natimortalidade (MALIK et al., 1990)

O Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério (MONTOYA;
LIESENFIELD, 2004) com trés estagios unicelulares infectantes do parasito: os taquizoitos, os
bradizoitos (contidos em cistos teciduais) e os esporozoitos (contidos em oocistos). Nos
ovinos, a infeccdo ocorre através da ingestao de oocistos presentes nos alimentos ( pastos e
racdo) e solos contaminados (PLANT? et. al., 1974 apud OGAWA, 2003; COUTINHO? et. al.,
1982 apud OGAWA, 2003). Para Isaac-Renton et. al., 1998, deve-se considerar ainda a
possibilidade de disseminacédo de oocistos ndo esporulados através de aguas de superficie.

A infeccdo humana por Toxoplasma gondii tem elevada prevaléncia no Brasil e ocorre
pela ingestdo de alimentos, principalmente, carnes cruas ou mal cozidas e &gua
contaminadas por oocistos (TENTER; HECKROTH; WEISS, 2000; MEIRELES, 2001).

A importancia do oocisto livre ou do cisto tecidual para a transmissao varia de acordo
com a regiao, o grupo étnico e os habitos alimentares de cada populacdo. A agua parece ter
papel mais importante do que anteriormente imaginado, ja que surtos relacionados a fontes de
agua contaminada tém sido freqiientemente relatados (DUBEY, 2004; TENTER; HECKROTH,;
WEISS, 2000).

Outras formas de transmissdo menos comuns sdo o transplante de 6rgdos e a
transfusdo sanguinea (DUBEY, 1994). Nos pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) ou transplantados submetidos a terapia imunossupressora, estima-se que de
10 a 30% dos pacientes com AIDS morram por toxoplasmose (TENTER; HECKROTH; WEISS,
2000; HILL; DUBEY, 2002).

Considerando-se a importancia da toxoplasmose, tanto em seus aspectos soécio-
econdmicos quanto zoon6ticos e de salde publica, e o crescente interesse pela ovinocultura
no estado de Sdo Paulo, o presente trabalho podera contribuir para um melhor entendimento
da doenca, particularmente no que se refere aos fatores de risco relativos as fontes de

infeccdo, visando a protecédo dos susceptiveis nestas criacoes.

! PLANT, J. W.; RICHARDSON, N.; MOYLE, G. G. Toxoplasma infection and abortation in sheep associated with
feeding of grain contaminated with cat faeces. Australian Veterinary Journal, Artamon, v. 50, p. 19-21, 1974.

2 COUTINHO, S. G.; LOBO, R.; DUTRA, G. Isolation of Toxoplasma from the soil during an outbreak of
toxoplasmosis in rural area in Brazil. Journal of Parasitology Lawrence, v. 68, n. 5, p. 886-868, 1982.



2. REVISAO DE LITERATURA

7

A toxoplasmose é uma protozoonose causada pelo Toxoplasma gondii, classificado
como coccideo intracelular obrigatério, pertencente ao Reino Protozoa, Filo Apicomplexa,
Classe Sporozoea, Familia Sarcocystidae (HILL et al, 1994), o qual é capaz de infectar e se
replicar no interior de qualquer célula nucleada de mamiferos ou aves (BLACK; BOOTHROYD,
2000), sendo amplamente prevalente em humanos e animais (DUBEY; LINDSAY; SPEER,
1998).

O Toxoplasma gondii, inicialmente denominado Leishmania gondii.,, foi descoberto
pelos parasitologistas franceses Charles Nicolle e Louis Hebert Manceaux (1908 apud COX,
2002)*, como parasito em um roedor africano (Ctenodactylus gondii), considerado seu
hospedeiro e reservatério. No mesmo ano Splendore (1909 apud Cox, 2002)*, em S&o Paulo,
descreveu a presenca do parasito em coelhos e Samuel Taylor Darling (1909 apud Cox,
2002)5', observou-o em humanos. Em 1909, Nicolle e Manceaux® (1909 apud Cox, 2002),
renomearam o0 parasito para Toxoplasma gondii (toxo significa arco e plasma material
germinativo ou seja organismo em forma de arco).

Os membros da familia Sarcocystidae podem apresentar no seu ciclo evolutivo dois
tipos de hospedeiros, o definitivo e o intermediario (ndo obrigatério). Nos hospedeiros
definitivos, membros da familia Felidae, comumente gatos domésticos, ocorrem as fases
intestinal (entero-epitelial) e extra-intestinal (em outros tecidos epiteliais); enquanto que nos
hospedeiros intermediarios outras espécies de mamiferos e aves, existe apenas a fase extra-
intestinal (TENTER; HECKEROT; WEISS, 2000). Por conta deste modelo de ciclo biolégico o
T. gondii é considerado polixeno e heteroxeno facultativo.

Nos hospedeiros definitivo e intermediario o T. gondii passa por duas fases assexuadas
de desenvolvimento, na primeira os taquizoitos, multiplicam-se rapidamente no interior de
diferentes tipos de células (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; TENTER; HECKEROT; WEISS,
2000) e, durante a segunda fase do desenvolvimento, resultam na formacdo de cistos
teciduais (TENTER; HECKEROT; WEISS, 2000), em resposta a imunidade do hospedeiro
(MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

®NICOLLE, C.; MANCEAUX, L. H. Sur une infection & corps de leishiman du gondi CR Acad Sci, 1908
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SDARLING, S. T. Sarcosporidiosis: with reporto f a case in man. Proc. Canal Zone Med. Assoc. v. 1, p.141-152,
1909.
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O ciclo de vida do Toxoplasma gondii foi esclarecido quando foram identificados
estagios sexuais no intestino delgado de gatos (ciclo enteroeptelial) e oocistos nas suas fezes
(FRENKEL; DUBEY; MILLER, 1970).

O Toxoplasma gondii apresenta trés estagios infecciosos (DUBEY; LINDSAY; SPEER,
1998) nos hospedeiros definitivos: os taquizoitos (agrupados), bradizoitos (cistos teciduais) e
esporozoitos (oocistos) enquanto que nos hospedeiros intermediarios sédo encontrados apenas
taquizoitos (agrupados) e bradizoitos (cistos teciduais) .

Os taquizoitos (endozoitos), bradizoitos (cistozoitos) e oocistos (esporozoitos) sao
ultraestruturalmente semelhantes diferindo em algumas organelas e corpusculos de incluséo.
Também sao semelhantes entre si no ataque e penetragdo nas células dos hospedeiros
igualmente a outros parasitos coccideos (DUBEY; LINDSAY; SPEER 1998).

Os taquizoitos possuem forma de semi-arco e medem de 4 a 8 pm de comprimento
por 2 a 4 y de largura (MONTOYA; LIESENFELD, 2004) sdo encontrados durante a fase
aguda da infeccao (BLACK; BOOTHROYD, 2000) em resposta a imunidade do hospedeiro,
diferenciam-se em bradizoitos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Os bradizoitos (cistozoitos), no interior dos cistos teciduais multiplicam-se lentamente.
Os cistozoitos apresentam-se em diferentes tamanhos e, na sua forma recente, podem medir
5 micrébmetros de diametro e conter apenas dois bradizoitos, enquanto que os mais antigos
podem conter até 100 bradizoitos. No cérebro, os cistozoitos frequentemente séo esferoidais e
raramente alcancam 70 micrdmetros de diametro; ja os cistozoitos intramusculares podem
atingir até 100 micrémetros (DUBEY; LINDSAY; SPEER 1998).

O cisto tecidual tem alta afinidade por tecido nervoso e muscular, com predominio de
localizacdo no sistema nervoso central, nos olhos e na musculatura esquelética cardiaca; mais
raramente encontrado em 4rgédos viscerais como pulmdes, figado e rins.

Os cistos teciduais sdo o estagio final do ciclo de vida no hospedeiro intermediario
(TENTER; HECKEROT; WEISS, 2000) e podem persistir por toda vida do hospedeiro sem
causar resposta inflamatéria (DUBEY; LINDSAY; SPEER 1998), cujo mecanismo ainda é
desconhecido. Em algumas espécies, os hospedeiros intermediarios, permanecem infectados
por toda vida (TENTER; HECKEROT; WEISS, 2000), sendo assim, considerado o estagio
cronico da doenca (BLACK; BOOTHROQOYD, 2000).

Apo6s a ingestéo de cistos teciduais pelos felideos a parede do cistos é dissolvida por
enzimas proteoliticas do estomago e intestino delgado. Os bradizoitos liberados penetram nas
células epiteliais da parede do intestino delgado e iniciam inimeras multiplicacdes assexuadas
de geracdes de T. gondii (DUBEY; LINDSAY; SPEER 1998).

Ao estagio final da fase de multiplicacdo assexual inicia-se a fase sexual do ciclo de
vida do T. gondii, com a formacao de oocistos que ocorrem nas células epiteliais do intestino
delgado (TENTER; HECKEROT; WEISS, 2000), ap6s a fertilizacdo forma-se a parede em



torno do zigoto, e logo o epitélio infectado se rompe e libera o oocisto no lumen intestinal
(DUBEY; LINDSAY; SPEER 1998). Os oocistos ndo esporulados sédo sub-esféricos ou
esféricos e possuem de 10 a 12 micrdmetros de diametro (DUBEY; LINDSAY; SPEER 1998),
e deixam o lumen intestinal e vao para o meio ambiente através das fezes (TENTER;
HECKEROT; WEISS, 2000) e necessitam sofrer esporulagdo para se tornarem infectantes
(LINDSAY; BLAGBURN; DUBEY, 2001), e esta ocorre nas fezes do gato entre 1 a 5 dias,
dependendo da aeracdo, umidade e da temperatura ambiente (DUBEY; LINDSAY; SPEER
1998), quando esporulados os oocistos sdo sub-esféricos e apresentam de 11 a 13
micrémetros de diametro e no interior de cada oocisto existem dois esporocistos que medem
de 6 a 8 microbmetros, e cada esporocisto contém quatro esporozoitos (DUBEY; LINDSAY;
SPEER 1998).

Os gatos albergam oocistos ap6s a ingestao de qualquer um dos trés estagios do T.
gondii,; ou seja taquizoitos, bradizoitos ou esporozoitos (DUBEY; LINDSAY; SPEER 1998).

O periodo pré-patente € de 3 a 10 dias apés a ingestao de cistos, maior ou igual a 18
dias ap6s a ingestao de oocistos e 13 dias ap0s a ingestdo de taquizoitos. Menos de 38% dos
gatos albergam oocistos apés ingerirem taquizoitos ou oocistos, considerando que
aproximadamente todos os gatos alojem oocistos apos a ingestéo de cistos teciduais (DUBEY;
LINDSAY; SPEER 1998).

Ruiz; Frenkel, 1977, ao analisarem em fezes de gatos infectados experimentalmente
pelo método de concentracdo (flutuacdo em solucdo de sucrose com alta densidade)
detectaram pela microscopia a presenca de oocistos em 12,7% das amostras, enquanto que
pelo bioensaio em camundongos 87,3%.

Os gatos domésticos apresentam importante papel na epidemiologia da toxoplasmose
(DUBEY, 1986), uma vez que contaminam aguas, pastagens e solo, com oocistos eliminados
pelas suas fezes (MAINAR et al. 1996; VAN DER PUIJE et al. 2000; PLANT; RICHARDSON;
MOYLE, 1974; COUTINHO; LOBO; DUTRA, 1982), portanto, pode-se dizer que 0s oocistos
eliminados resultam na contaminacdo ambiental (DUBEY, 2004).

As taxas de infeccdo em gatos, geralmente, sdo determinadas pelas taxas de infecgéo
em populacbes de aves e roedores, que servem como fonte de alimento (DUBEY, 2004). Em
inquérito epidemioldgico, dados de soroprevaléncia em gatos sdo mais usuais que exames
coproparasitolégicos, pois a presenca de anticorpos em gatos indica que provavelmente ja
tenham eliminado oocistos e, portanto, podem ser considerados como indicadores de
contaminac&o ambiental (DUBEY; FRENKEL, 1972).

Pena et al., 2005, analisaram o soro de 237 gatos do estado de Sé&o Paulo
provenientes de 15 cidades, sendo que 35,4% dos gatos errantes foram reagentes para
anticorpos anti-Toxoplasma gondii pelo teste de aglutinagdo modificado (MAT — modified

aagglutination test).



Os oocistos nédo esporulados podem sobreviver mais de 11 semanas em temperatura
de geladeira; no meio ambiente, podem sobreviver por menos de 3 meses, com capacidade de
se tornarem infectante (LINDSAY; BLAGBURN; DUBEY, 2001). Os oocistos de T. gondii
podem persistir no ambiente por um longo periodo (VILLENA et al., 2004).

A sobrevivéncia de oocistos esporulados na agua sob temperatura de -10°C até 70°C
por diferentes periodos foi estudado por Dubey, 1998, e a infectividade foi comprovadas pelo
bioensaio em camundongos, ndo havendo perda da infectividade quando estocada sob as
temperaturas de 10°C, 15°C, 20°C e 25°C durante 200 dias, 30°C por 107 dias, 35°C por 32
dias, 40°C por 9 dias, 45°C por 1 dia, 50°C por 1 hora, 55°C e 60°C em 2 e 1 minutos
respectivamente, j& nas temperaturas de 4°C por 54 meses, enquanto que nas temperatura de
-5°C por 106 dias e a -10 °C durante 13 meses.

Os oocistos resistem por uma hora a tintura de iodo a 2%, etanol a 95%, aménia liquida,
NaOH e acido hipocloroso a 10% (AMATO NETO et al., 1995).

Wainwrigth, et al, 2007, utilizaram-se do hipoclorito de soédio (100mg/mL por 30
minutos , duas, quatro, oito, dezesseis e 24 horas) e do 0zdénio (6mg/L por um, dois, quatro,
oito e doze minutos) na tentativa de inativar os oocistos presentes na agua. A viabilidade dos
oocistos foi testada pelo bioensaio em camundongos, porém, nenhum dos dois métodos foram
capazes de inativar o oocisto de T. gondii.

A transmissao horizontal do T. gondii pode envolver trés estagios do seu ciclo de vida:
a ingestao de oocisto proveniente do meio ambiente, a ingestéo de cistozoitos ou a ingestédo
de taquizoitos contidos em carnes ou visceras de diferentes animais (TENTER; HECKEROT;
WEISS, 2000)
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Figura 1- Ciclo do Toxoplasma gondii.




A infeccdo por T. gondii é caracterizada pelo desenvolvimento de resposta imune no
hospedeiro, 0 que propicia a sua protegdo evitando, assim, o rapido desenvolvimento de
taquizoitos e consequentemente prevenindo a infeccdo severa (COSTA-SILVA; PEREIRA-
CHIOCCOLA, 2010).

Nos ovinos e bovinos, a toxoplasmose ocorre através da ingestdo de oocistos
presentes nos alimentos (pastos e racdo) e solo contaminados (PLANT; RICHARDSON;
MOYLE 1974; COUTINHO; LOBO; DUTRA 1982). Para Isaac-Renton et. al. 1998, ha a
possibilidade de disseminacao de oocistos ndo esporulados através de aguas de superficie,
contudo, considera-se a ingestdo de oocistos como a principal via de transmissdo para 0s
herbivoros, particularmente, ovinos e caprinos (ENGELAND et al., 1996; DUNCASON et al.,
2001).

Nos animais abatidos para o consumo humano a inspecdo é prejudicada por ser a
toxoplasmose uma infeccdo na qual, muitas vezes, os sinais clinicos e as lesdes sao
inaparentes e dificultando o controle desta zoonose (SPOSITO FILHA et al., 1992).

Em algumas regides brasileiras, o habito de determinados grupos étnicos relativo ao
manuseio e ao consumo de carne ou visceras de ovinos cruas ou mal cozidas, sao
provavelmente os responsaveis pela ocorréncia desta antropozoonose (LARSON et al, 1980).

No Brasil, Bonametti et al. 1997, relataram surto de toxoplasmose aguda em humanos
na cidade de Bandeirantes, no estado do Parana; apos ingestdo de carne crua de carneiro
(quibe). Apods periodo de incubacgéo de 6 a 13 dias, as pessoas apresentaram perfil soroldgico
compativel com toxoplasmose aguda com febre, cefaléia, mialgia, artralgia e adenomegalia
(cervical ou cérvico/axilar). Segundo Dubey, 2004, a infec¢éo pelo T gondii em humanos pode
se manifestar de forma localizada ou generalizada, sendo a linfadenite a forma mais freqliiente.
As linfoadenopatias podem estar associadas a febre, mal-estar, fadiga e mialgias, dor de
garganta e dor de cabeca.

Os casos de toxoplasmose humana na Europa foram associados por Dumétre et al.,
2006, a ingestédo de carne crua de ovinos criados em sistema extensivo, embora dados sobre
a doenga em ovinos fossem relativamente escassos.

Nas Américas, recentes surtos de toxoplasmose em humanos podem estar
relacionados a contaminacdo do meio ambiente (TENTER; HECKEROT; WEISS, 2000). A
agua constitui importante via de transmissédo da toxoplasmose, pois € disseminadora de
oocistos para a populacdo humana e animais que a consomem. (DUBEY, 2004; DIAS;
FREIRE, 2005; AUBERT; VILLENA, 2009; SROKA; WOJCIK-FATLA; DUKIEWICZ, 2006).

O primeiro relato de contaminacdo no abastecimento municipal de agua foi registrado
em 1995 em Victoria, British Columbia, Canada, e suscitou a hipétese de que a agua do
reservatorio teria sido contaminada com fezes de gato (Felis catus) ou cougar (Felis concolor)
contendo oocistos de T. gondii (ARAMINI, et al, 1999).



O primeiro surto de toxoplasmose foi descrito no Panama em 1979 com infeccao de 39
soldados que beberam agua de trés nascentes contaminadas (BENSON et al., 1982).

Bahia-Oliveira et al., 2003, no estado do Rio de Janeiro, relacionaram a presenca de
alta soroprevaléncia de toxoplasmose ao consumo de agua nao filtrada como potencial fonte
de disseminacéo de oocistos de T. gondii entre a populacdo de baixa renda daquela regiéo.

Sroka; Wojcik-Fatla; Dutkiewicz, 2006 , correlacionaram a alta incidéncia, 64,6%, de
toxoplasmose entre os habitantes da regido de Loblin (leste da Polonia) a presenca de
ocorréncia de T. gondii em agua de 87 propriedades das quais foram colhidas 114 amostras
(80 de poco doméstico raso com carretilha manual, 16 de poco profundo com bomba e 18 com
sistema de abastecimento). Dessas amostras de agua de bebida a presenca de DNA de T.
gondii foi considerada positiva em 31 amostras (27,2%), sendo 30 de poco raso e 1 de aguas
de poco profundo, enquanto que todas as amostras de agua do sistema de abastecimento
foram negativas.

Para Sroka; Wojcik-Fatla; Dutkiewicz, et al., 2006, a presenca de oocistos e DNA de
Toxoplasma gondii em agua proveniente de poco € evidencia de contaminacdo ambiental, e
formas dispersas do parasito podem criar risco difusdo da toxoplasmose entre homens e
animais.

Fleck; Chessun; Perkins, 1972, foram os primeiros a isolar os parasitos de amostras de
solo e de areia Umida de jardim, em uma propriedade em que trés moradores possuiam
anticorpos anti T. gondii. Ruiz; Frenkel; Cerdas, 1973, isolaram o parasito em quatro de quinze
amostras colhidas em locais sombreados ou Umidos de solo de um quintal de uma residéncia
e de uma plantacdo de café adjacente frequentados por gatos. Amendoeira; Lopes, 1980,
recolheram amostras de solo Umido e sombreado de duas hortas freqlientadas por gatos e
encontraram oocistos em uma amostra e, apdés trés passagens consecutivas em
camundongos demonstraram a presenca de organismos semelhantes a taquizoitos. Todas as
amostras de solo foram colhidas de locais sombreados (ndo ocorrendo exposicao a luz solar)
e umidos.

Azevedo, 1980, colheu 115 amostras de solo de dois bairros exclusivamente
residenciais, arborizados e que ainda apresentavam terrenos baldios. As colheitas foram feitas
com auxilio de colher a uma profundidade de aproximadamente 5 cm. A amostra de solo para
inoculagdo em camundongos foi preparada utilizando solucéo de sacarose de densidade 1,15
e inoculado 0,5 mL em cada um de dois camundongos por via intraperitoneal. Como
resultados duas amostra foram consideradas positivas pela técnica de Sabin e Feldman com
titulos > 16.

Matsuo et al., 2004, na tentativa de recolher maior quantidade de oocistos em amostras
de solo contaminados experimentalmente modificaram a técnica de flutuagdo em sucrose ao

adicionar ao 0,1% de gelatina na solucéo de lavagem e flutuacéo.



Lass, et al., 2009, foram os primeiros a utilizar métodos moleculares e genotipagem de
oocistos de Toxoplasma gondii presentes em amostras ambientais de solo.

Da SILVA et al., 2003, com a finalidade de estudar as variaveis epidemioldgicas na
toxoplasmose ovina e caprina, colheram amostras de soro de propriedades localizadas em
duas regibes do estado do Pernambuco: a regido da Zona da Mata, préxima ao mar e com alto
nivel pluviométrico no inverno e clima ameno durante todo o ano, e a Zona do Agreste,
transicdo entre o litoral e o interior do estado, com clima mais seco com menor indice
pluviométrico. Dos soros de 173 ovinos e 213 caprinos analisados pela RIFI, determinaram
gue na zona da Mata 67,6% dos ovinos e 47,9% caprinos mostraram-se reagentes a RIFI,
enquanto que na Regido do Agreste 32,4% dos ovinos e 52,1% dos caprinos. Concluiu-se,
portanto, que neste caso para alta prevaléncia da toxoplasmose, a umidade e o tipo de
vegetacdo contribuiam para a formacdo de um microambiente favoravel a manutencao de
oocistos no solo.

A toxoplasmose é uma doenca severa que afeta varias espécies e pode causar morte
embrionaria e reabsorcdo, morte fetal e mumificacédo, aborto, morte neonatal, principalmente,
em ovelhas (FREYRE et al., 1999) e em cabras (DUBEY, 2004)

Desde os anos 50, T. gondii, tem sido reconhecido como causa de abortos em ovelhas
e bovinos Beverlery; Watson’ (1959 apud UENO, 2005). O primeiro relato relacionado a
abortos em ovinos foi descrito por Olafson e Monlux® (1942 apud OGAWA et al., 2003).

O T. gondii pode ser transmitido verticalmente por taquizoitos que séo passados para o
feto através da placenta (TENTER, HECKEROT, WEISS, 2000). Ao primeiro contato com o T.
gondii, ovinos e caprinos em gestacdo podem estabelecer uma infeccdo placentaria e fetal
(BUXTON, 1998), enquanto que as ovelhas infectadas antes das prenhés ndo apresentam
perdas reprodutivas (BEVERLEY; WATSON, 1971).

No estado do Oregon, EUA, a toxoplasmose foi diagnosticada como terceira causa
infecciosa/parasitaria de abortamento e mortalidade perinatal em ovinos (DUBEY; KIRKBRIDE,
1990).

7 BEVERLEY, J. K.; WATSON, W. A. Bovine abortation due to toxoplasmosis. Nature, 184, 2041, 1959
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A toxoplasmose ovina tem sido responsabilizada por perdas neonatais de 1 a 2% ao
ano (BUXTON et al, 2007). No Uruguai, estimou-se que 1,4 a 3,9%, de um total de 1.613
ovelhas, poderiam ter apresentado perdas reprodutivas associadas a toxoplasmose,
representando prejuizo anual de US$ 1,4 a 4.68 milhdes para a ovinocultura Uruguaia
(FREYRE et al., 1999).

A transmisséo congénita entre ovelhas e cordeiros, frequentemente, constituem causa
de aborto (TENTER, HECKEROT, WEISS, 2000, DUNCANSON et al, 2001, FREYRE et al.,
1999) e morte durante o desenvolvimento fetal; o nascimento e o desenvolvimento dos
cordeiros, raramente ocorrem (DUNCASON et al., 2001); ha ainda a possibilidade de
ocorréncia de fetos mumificados (BUXTON, 1998).

Em 2006, Silva; De La Rue, analisaram a possibilidade de transmisséo congénita do T.
gondii a campo em duas propriedades no municipio de Rosario do Sul, RS, Brasil, ao avaliar
as condi¢bes naturais de infeccdo e transmissdo, sendo assim, descreveram resultados da
deteccdo de anticorpos anti-T. gondii (IgG e IgM) em amostras de soro de recém nascidos e
de suas maes, sem sinais clinicos da infeccéo, com a finalidade de quantificacdo de anticorpos
da classe IgG utilizando-se da RIFI e hemaglutinac&o indireta (HI) para anticorpos da classe
IgM. Pelo método de hemaglutinacéo indireta 2-mercaptoetanol (HAI/2-ME), foram analisadas
87 fémeas e 88 cordeiros. Das ovelhas testadas 39 (44,8%) foram sorologicamente reagentes
a RFI e apenas 17 (19,5%) pela HAI, dentre as ovelhas reagentes apenas trés apresentaram
titulos para IgG e IgM. Em 22 cordeiros (18,3%) do total que apresentaram titulo na primeira
colheita, houve decréscimo ou negativacdo da resposta imunologica, indicando transferéncia
passiva de anticorpos. Apenas quatro animais, 3,3% dos animais cujas méaes indicavam
infeccdo recente, apresentavam titulos crescentes de IgG da para a segunda colheita,
sugerindo a possibilidade de transmissao congénita do T. gondii.

A infeccéo por Toxoplasma gondii pode ser diagnosticado indiretamente por métodos
sorolégicos ou diretamente por PCR, isolamento e histologia (MONTOYA, LIESENFELD, 2004)

Varias provas sorolégicas tém sido propostas para a determinagéo de anticorpos anti-T.
gondii desde que Sabin e Feldman realizaram o teste do corante (Sabin-Feldman dye test) em
1948 (DUBEY; BEATHIE, 1988).

A técnica indireta para o diagnostico da toxoplasmose foi aperfeicoada por Camargo,
(1974), quando se introduziu pequenas modificacbes técnicas na reagdo de
imunofluorescéncia indireta, como consequéncia os resultados obtidos foram comparaveis aos
da reacdo de Sabin-Feldman, havendo uma concordancia total quanto a positividade ou
negatividade e os titulos de ambas as reagbes coincidiram ou divergiram em geral de apenas

uma diluigéo no soro.



Os autores Fulton; Turk, 1959, descreveram o teste de aglutinacdo, porém néao
obtiveram éxito devido a baixa especificidade e a necessidade de uma grande quantidade de
taquizoitos em cada exame.

O bioensaio em camundongos € a prova padrdo para a detec¢do da infeccdo em
tecidos (HOMAN et al., 2000), devido a sua alta especificidade e sensibilidade (GARCIA et al.,
2006) entretanto, é trabalhosa, dispendiosa, demorada e, oferece riscos para o operador
(ESTEBAN-REDONDO et al., 1999).

A reacao em cadeia pela polimerase (PCR) é utilizada largamente para a deteccao de
T. gondii em fluido amniético, sangue e tecido organico (MONTOYA; LIESENFELD, 2004),
assim como em amostras de agua (ISAAC-RENTTON, et al., 1998, VILLENA et al., 2004,
SROKA; WOJCIK-FATLA; DUTKIEWICZ, 2006, KOURENTI, et al., 2003) e solo (MATSUO et
al., 2004).

Para Kourenti, et al., 2003, a presenca de oocistos e DNA de Toxoplasma gondii em
agua proveniente de poco é evidencia de contaminacdo ambiental, e formas dispersas do
parasito podem criar risco difusdo da toxoplasmose entre homens e animais.

Os surtos de toxoplasmose em seres humanos e animais ndo sdo frequentemente
relatados, provavelmente, em funcdo de sua sintomatologia inaparente (DIAS; FREIRE, 2005,
COX, 2002). Entretanto, pode ser responsavel por sérios casos de mortalidade e morbidade

em recém-nascidos e individuos imunodeficientes (COX, 2002).



3. OBJETIVOS

De rebanhos de criacdo exclusiva de ovinos e de pastejo consorciado com bovinos

provenientes da regido de Sorocaba, S&o Paulo; objetivou-se:

1 — Determinar a ocorréncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em ovinos e bovinos

por meio da reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI);

2 — Detectar o DNA de Toxoplasma gondii pela reacdo em cadeia pela polimerase

(PCR) em amostras de aguas de superficie e de bebida e de solo.

3 — Detectar a presenca de oocistos de Toxoplasma gondii em amostras de aguas de
superficie e de bebedouro e de solo pelo método de bioensaio em camundongos por meio da

reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e da reacao em cadeia pela polimerase (PCR).



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Selecdo dos rebanhos

Foram estudados quatro rebanhos oriundos da regido de Sorocaba, estado de Séo

Paulo: dois com criacéo exclusiva de ovinos e dois com pastejo consorciado com bovinos. Os

rebanhos, destinados a producéo de carne, eram predominantemente formados por fémeas e

mantidos em sistema semi-extensivo com uso de pastejo suplementado com racdo comercial

e sal a cocho e faziam uso de agua de bebida por meio do acesso a aguas de superficie como

rios, riachos e mananciais ou recebiam a dgua em bebedouro.

4.2. Identificacédo dos rebanhos

Tabela 1- Identificacdo dos rebanhos , seus respectivos sistemas de criagdo e nimero

de animais, Sao Paulo, 2009.

Rebanhos Condicéo Localizag&o NUumero de Animais por Espécie
A (@] Piedade, SP 37 ovinos -
B (@] Piedade, SP 91 ovinos -
C C Piedade, SP 37 ovinos 3 bovinos
D C Salto de Pirapora, SP 107 ovinos 14 bovinos
Total 272 ovinos 17 bovinos

O - criac&o exclusiva de ovinos; C — criagdo consorciado ovinos e bovinos.



4.3. Fatores de risco para presenca de Toxoplasma gondii nos rebanhos

Para se determinar a presenca de Toxoplasma gondii nas condi¢des criatorias dos
guatro rebanhos foram investigados dois fatores de risco: a convivéncia dos animais com

gatos domeésticos e o livre acesso as aguas de superficie.

4.4, Colheita das amostras

As amostras clinicas e ambientais foram colhidas no periodo de fevereiro a margo de
2008.

4.4.1. Amostras clinicas

Antes do fornecimento de ragdo, cerca de 10 mL de sangue dos animais foram colhidos
de forma asséptica por meio de tubos a vacuo com gel. Apos separagdo do coagulo, o soro
sanguineo foi transferido para frasco estéril e mantido a —20° C até o momento da utilizac&o.

Um total de 272 amostras de soro sanguineo de ovinos e 17 de bovinos,

correspondentes a totalidade dos animais dos rebanhos foram analisadas.

4.4.2. Amostras ambientais

Um total de 13 amostras de aguas de superficie provenientes de alagados, lagos,
nascentes e minas: sendo duas do rebanho A, duas do rebanho B, duas do rebanho C e trés
do rebanho D; assim como quatro amostras de agua dos bebedouros dos rebanhos A, B, C e
D foram colhidas segundo método de Meirelles (2001) e acondicionadas em garrafas de 100
mL; identificadas de acordo com as propriedades e mantidas sob refrigeracéo a 4°C.

Foram também colhidas nove amostras de 40 gramas de solo cada, sendo duas do
rebanho A, duas do rebanho B, duas do rebanho C e trés do rebanho D, com auxilio de uma
colher individualizada por amostra, segundo a técnica descrita por Azevedo (1981) sendo
acondicionadas em frascos coletores universais estéreis. Para esta colheita foram
selecionadas areas Umidas e sombreadas dos locais onde os ovinos permaneciam a maior

parte do tempo (pasto préximo ao aprisco, interior das baias e ao redor de lagos).



4.5. Exames laboratoriais das amostras clinicas

Os exames foram realizados no Laboratério de Raiva e Encefalites do Centro de Pesquisa

e Desenvolvimento de Sanidade Animal do Instituto Biol6gico de Sao Paulo.

4.5.1. Reacdo de imunofluorescéncia indireta-RIFI

Os soros dos ovinos e bovinos foram submetidos a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) para a determinagdo da presenca de anticorpos anti-Toxoplasma gondii,
conforme Camargo (1974).

As amostras de soro sanguineo dos ovinos e bovinos foram diluidas em solucédo salina
tamponada -PBS, pH 7,4 na proporcédo de 1uL de soro para 64uL de PBS. Um total de 10
amostras de soros- teste por lamina foram colocados sobre laminas previamente
sensibilizadas com taquizoitos de T. gondii Cepa Rh e em seguida incubadas em camara
Gmida a 37°C durante 30 minutos e depois lavadas com solucdo PBS, pH 7.4 trés vezes
consecutivas com intervalos de 10 minutos. Apés secarem em temperatura ambiente, foram
coradas utilizando-se conjugado anti-lgG ovina marcada com isotiocianato de fluoresceina
(affinity Purified Antibody Fluorescein — rabbity anti sheep IgG H + L, KPL, lote n. 040759) e
diluido a 1:250 em solucao de Azul de Evans a 0,001%, e conjugado anti-lgG bovina marcada
com o isotiocianato de fluoresceina (affinity Purified Antibody Fluorescein — rabbity anti cattle
IgG H + L, KPL, lote n. 040759, diluido a 1:300 em solugcédo de Azul de Evans a 0,001% ;
sendo novamente incubadas em camara Umida a 37°C durante 30 minutos e, em seguida, 0
processo de lavagem com PBS foi repetido por mais trés vezes consecutivas com intervalos
de 10 minutos e finalmente secas em temperatura ambiente. A montagem da lamina-laminula
foi feita utilizando-se glicerina tamponada pH 8. Em cada lamina foram adicionados soro
controle positivo e soro controle negativo de ovinos previamente analisados pela RIFI, cedidos
pelo Laboratério de Parasitologia do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Sao Paulo. Todas essas etapas foram
realizadas sob protecdo da luz. A leitura foi realizada em microscépio de imunofluorescéncia
(NIKON — Eclipse) sob objetiva de 40X e ocular de 10X. Foram consideradas positivas as
amostras que apresentaram fluorescéncia periférica total e homogénea com titulos maior ou
igual a 64 (FIGUIOULO et al.,, 2004). Os soros com fluorescéncia incompleta, apical ou
ausente foram considerados negativos. Os soros que apresentaram fluorescéncia no titulo de
64 foram submetidos a diluices seriadas de base 2 e realizada nova RIFI, seguindo-se o
mesmo protocolo. O titulo final foi a maior diluicdo considerada positiva segundo os critérios de

Camargo (1974), ou seja com fluorescéncia periférica total e homogénea dos taquizoitos.



4.6. Exames laboratoriais das amostras ambientais

4.6.1. Deteccdo de oocistos de amostras de aguas de superficie e de bebedouros

Com a finalidade de concentrar a quantidade de T. gondii nas amostras de agua,
empregou-se 9 mL de solucdo sacarose (128g/100mL) com densidade inicial de 1,275 para
cada 3 mL de agua, resultando em densidade final de 1,150, que foram submetidas a
centrifugacdo a 2.500 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido com seringa
estéril e reservado para o bioensaio em camundongos (AZEVEDO, 1981) e para PCR.

O limiar de deteccdo de DNA de T. gondii em amostras de &gua foi de 2,9X10°

taquizoitos/mL.

4.6.2. Deteccdo de oocistos de amostras de solo

Cerca de um grama de solo colocado em tubo cbénico foi adicionado a 10 mL de
solucdo saturada de sacarose com densidade 1,27 e submetida a técnica de flutuacéo
segundo RUIZ et al.; 1973. O produto resultante foi filtrado em gaze para outro tubo conico
com tampa, e submetido a centrifugacdo a 2.500 rpm por 10 minutos (AZEVEDO, 1981). O
sobrenadante foi recolhido com seringa estéril e reservado para o bioensaio em camundongos

e para PCR.

4.6.3. Reacdo em cadeia pela polimerase-PCR para detec¢cdo de DNA de T. gondii

em amostras de agua e solo

O DNA gendmico foi extraido das amostras de sobrenadante de agua e solo utilizando-
se o Kit comercial DNAzol (Invitrogen®). Inicialmente as amostras de sobrenadante foram
centrifugadas a 13.000 rpm durante 20 minutos, em seguida o sobrenadante foi descartado
por inversdo e ressuspenso o sedimento em 100 uL de TE. Em seguida, foi adicionado 1 mL
de DNAzol (invitrogen®) e homegeneizado por inversao, centrifugado por 10.000 rpm durante
10 minutos. Ao retirar o material da centrifuga desprezou-se o sobrenadante por inversao e
foram adicionados 500 pL de etanol puro, homogeneizada a amostra e centrifugada por 4.000
rpm durante 2 minutos, desprezado o sobrenadante por inversdo e adicionado 850 uL de
etanol 75%, centrifugado por 4.000 rpm durante 2 minutos. Novamente, desprezou-se o

sobrenadante por inversdo e foram acrescentados 850uL de etanol 75% e centrifugado. O



sobrenadante foi desprezado com o auxilio de uma pipeta, em seguida, ao sedimento foi
adicionado 100 uL de NaOH a 8 mM e 40 uL de solugdo HEPES 0,1 M. As amostras foram
armazenadas a -20°C até o momento de execugdo da PCR.

A amplificacdo do DNA de Toxoplasma gondii foi realizada utilizando-se o método
descrito por Homan et al., 2000. Foram empregados os primers género especificos Tox4 e
Tox5 (Tox 4: 5 CGC TGC AGG GAG GAA GAC GAA AGT TG 3 e Tox5: 5 CGC TGC AGA
CAC AGT GCA TCT GGA TT 3’) que amplificam fragmentos de 529 pb (HOMAN et al., 2000).
Para cada duas amostras clinicas foram utilizados 19,25uL de agua ultra-pura para diluir 8,0
uL de DNTP, 5,0 uL de buffer, 3,0 uL do primer Tox 4, 3,0uL do primer Tox 5, 1,5 uL de
MgCl,* e 0,25 uL da enzima taq polimerase, para um volume final de 20uL a ser distribuido
em microtubos, em seguida acrescidos de 5 uL de cada amostra clinica a ser amplificada. A
amplificacdo foi realizada em termociclador iniciando com incubacdo a 94°C por 7 minutos,
seguida de 35 ciclos a 94°C por 1 minuto (desnaturacgdo), 55°C por 1 minuto (anelamento),
72°C por 1 minuto (extensao) e 1 ciclo a 72°C por 10 minutos para a extensao final.

Para analise do produto amplificado foram homogeneizados 9uL das amostras
amplificadas em 1uL de corante glicerinado (Blue juice — Invitrogen®) e em seguida foi
realizada por eletroforese em gel de agarose a 1% (3g de agarose a ser diluido em 30ml de
TBE 10X - 107g de tris base, 55g de acido bdrico, 7,44 g de EDTA (tristriplex) e acrescido de
270ml de agua milliQ, 3,0 uL de Brometo de etideo) em tampao de corrida TBE [1X] (100ml de
TBE [10X] em 1000ml de agua destilada g.s.p.) em voltagem constante de 136V por 30
minutos, e posteriormente fotografado sob luz ultravioleta. (300-320nm) pelo sistema de foto-
documentacéo (Camera Cannon) e analisado com o software D Image Analysis.

O limiar de deteccdo de DNA de T. gondii em amostras &gua foi de 2,9X10°
taquizoitos/mL e no solo foi de 2,9X10° taquizoitos/mL.

Para a analise dos produtos amplificados foram realizadas por eletroforese em gel de
agarose a 1,0 % com tampéao de corrida TBE 0,5 X (0,045 M TRIS-Borato e 1 mM de EDTA pH

8,0) e o gel corado com brometo de etideo foi submetido a voltagem constante de 6-7 V/ cm.

4.7. Bioensaio em Camundongos

Apoés a realizagdo da centrifugacéo descrita em 4.6.1 e 4.6.2 , ao sobrenadante de
cada amostra (1 mL) foi acrescida gentamicina (2%) e imediatamente recolhido em seringas
de insulina , o qual se constituiu no inoculo para o bioensaio em camundongos.

Para o isolamento do T. gondii a partir do sobrenadante de amostras de agua e de solo
foram empregados camundongos albinos, tipo suico, adultos jovens, com peso aproximado

entre 20 a 30 gramas, divididos em trés grupos (teste, controle positivo e controle negativo).



Durante o bioensaio, os animais foram mantidos em caixas de polipropileno no biotério do
Laboratério de Raiva e Encefalites de Instituto Bioldgico de Sao Paulo com sistema 12 horas
claro e 12 horas escuro e exaustdo de ar. Os animais foram alimentados com racg&o industrial
peletizada e 4gua da rede de abastecimento.

Para cada amostra de in6cuo (sobrenadante de agua e de solo) foram utilizados cinco
camundongos , sendo dois inoculados por via intraperitoneal e trés por via oral.

No total foram utilizados 26 camundongos para o0 bioensaio com amostras do
sobrenadante de agua e 20 para o sobrenadante das amostras de solo. Os animais foram
inoculados por via intraperitoneal com 0,2 mL amostras de sobrenadante de agua e de solo.

Para a inoculacdo por via oral foram utilizados 66 animais que ingeriram 0.2 ml de
sobrenadante de amostras de agua e de solo.

Durante os experimentos foi mantido um grupo controle positivo composto de cinco
animais, que foram inoculados por via oral com amostra de cepa cistogénica de T. gondii
cedida pelo Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo, e outro grupo controle negativo
composto de trés animais inoculados por via intraperitoneal e trés animais inoculados por via
oral com solugéo de sacarose (128g/100ml) densidade 1,275.

O presente trabalho foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal - CETEA-IB, identificado pelo protocolo n° 47/08 em 16 de abril de
2008, estando de acordo com os principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA). (ANEXO 1)

4.7.1. Colheita das amostras dos camundongos

4.7.1.1.Soro

As colheitas sorolégicas foram realizadas aos 0 e 30 dias pds inoculacdo dos
camundongos, por punc¢édo das veias laterais da cauda, apés anestesia topica de lidocaina 2%.

Aos 60 dias, o sangue foi colhido por puncdo cardiaca e para tanto os camundongos
foram pesados em balanca analitica e anestesiados com solucao de cloridrato de xilazina 2%
e cloridrato de ketamina 10%, diluidos a 2mg/mL e 10mg/mL em solugdo salina (0,9%),
respectivamente. O anestésico foi administrado em dose Unica de 0,1 mL para cada 10g de
peso corporal, por via intraperitoneal (SESTERHEIM; SAITOVITCH, 2005). Apdés o
procedimento de colheita do sangue os animais foram submetidos a eutanasia em camara de
COo.



4.7.1.2.0rgéos

Apoés eutanasia, os camundongos foram submetidos a necropsia para retirada do
figado, pulméo, baco, coracédo e cérebro, os quais foram armazenados em tubos conicos

devidamente identificados e mantidos em freezer -20°C até o momento de execucéo da PCR.

4.7.2. Anélises laboratoriais

4.7.2.1. Reacdo de imunofluorescéncia indireta dos soros dos camundongos

Os soros dos camundongos foram submetidos a reacéo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) para a determinagédo da presenca de anticorpos anti-Toxoplasma gondii, seguindo o
método descrito por Camargo (1974).

Este procedimento foi realizado da mesma forma como descrito no item 4.4.1. com 0s
soros diluidos na proporgéo de 1:16, conforme descrito por Da Silva; Langoni (2001), Kourentii
et al., (2003), Costa-Silva e Pereira-Chioccola (2010). Para a coloragéo das laminas utilizou-se
0 conjugado anti-lgG camundongo, marcado com isotiocianato de fluoresceina (anti-mouse
IgG- whole molecule -FITC, produced in goat, affinity isolated antibody - SIGMA F0257) diluido
a 1:250 em solucao de Azul de Evans a 0,001. Os soros que apresentaram fluorescéncia no
titulo 16 foram considerados reagentes e foram submetidos a nova RIFI em diluicbes seriadas
de base 2 , seguindo-se 0 mesmo protocolo. O titulo final foi a maior diluicdo considerada
positiva; ou seja a presenca de fluorescéncia periférica total e homogénea e morfologicamente

compativel com T. gondii.

4.7.2.2. Reacdo em cadeia pela polimerase-PCR para deteccdo de DNA de T.

gondii em 6rgaos dos camundongos

Para deteccdo de DNA de T. gondii em 6rgaos dos camundongos do bioensaio, foi
realizada a reacdo em cadeia pela polimerase- PCR. Uma aliquota de 0,2g de cada 6rgéo foi
macerada com 0.8 mL de Tampéo Eluicdo — TE (1,2g de Tris, 1 ml de EDTA 0,5M pH 8, 1L
agua milliQ, pH 7,4) e mantida a -20°C.

O DNA gendmico foi extraido dos 6rgdos utilizando-se DNAzol (Invitrogen®).

Inicialmente a suspensdo das amostras foi submetida a centrifugacdo 2.000 rotacdes por

minuto (rpm), e 500 uL do sobrenadante forma transferidos para novos tubos, identificados,



centrifugados por 13.000 rpm durante 20 minutos, descartado 0 sobrenadante por inversdo e
ressuspenso o sedimento em 100 uL de TE. Em seguida, foi adicionado 1 mL de DNAzol
(invitrogen®) e homegeneizado por inversio, centrifugado por 10.000 rpm durante 10 minutos.
Ao retirar o material da centrifuga desprezou-se o sobrenadante por inversdo e foram
adicionados 500 plL de etanol puro, homogeneizada a amostra e centrifugada por 4.000 rpm
durante 2 minutos, desprezado o sobrenadante por inversdo e adicionado 850 pL de etanol
75% , centrifugado por 4.000 rpm durante 2 minutos. Novamente, desprezou-se o
sobrenadante por inversdo e foram acrescentados 850uL de etanol 75% e centrifugado. O
sobrenadante foi desprezado com o auxilio de uma pipeta, em seguida, ao sedimento foi
adicionado 100 uL de NaOH a 8 mM e 40 pL de solugdo HEPES 0,1 M. As amostras foram
armazenadas a -20°C até o momento de execugdo da PCR.

A amplificacido do DNA de Toxoplasma gondii foi realizada utilizando-se o método
descrito por Homan et al., 2000. Foram empregados os primers género especificos Tox4 e
Tox5 (Tox 4: 5 CGC TGC AGG GAG GAA GAC GAA AGT TG 3' e Tox5: 5 CGC TGC AGA
CAC AGT GCA TCT GGA TT 3’) que amplificam fragmentos de 529 pb (HOMAN et al., 2000,
GARCIA et al., 2006). Para cada duas amostras clinicas foram utilizados 19,25uL de agua
ultra-pura para diluir 8,0 uL de DNTP, 5,0 uL de buffer, 3,0 uL do primer Tox 4, 3,0uL do
primer Tox 5, 1,5 uL de MgCl," e 0,25 uL da enzima taq polimerase, para um volume final de
20uL a ser distribuido em microtubos, em seguida acrescidos de 5 uL de cada amostra clinica
a ser amplificada. A amplificagéo foi realizada em termociclador iniciando com incubacdo a
94°C por 7 minutos, seguida de 35 ciclos a 94°C por 1 minuto (desnaturacdo), 55°C por 1
minuto (anelamento), 72°C por 1 minuto (extens&o) e 1 ciclo a 72°C por 10 minutos para a
extenséo final.

O estabelecimento do limiar de detec¢do da PCR foi realizado a partir da contaminacdo
experimental de 6rgdos de camundongos sadios com cepa Rh de Toxoplasma gondii. A dose
infectante foi determinada em camara de Neubauer. A concentracdo da suspensao inicial foi
de 2,9X10’ taquizoitos/mL e dessa suspensdo foi retirado 0,1mL para contaminac&do
experimental de 0,9 mL de pulméo, figado e cérebro, macerados individualmente e submetidos
a diluicao seriada de base 10. De cada diluicao de 6rgao contaminado foi realizada a extracao
do DNA com o reagente comercial DNAzol (INVITROGEN), utilizando-se os primers descritos
por Homan et. al. (2000).

O limiar de deteccdo para figado foi de 2,9X10° taquizoitos/mL e 2,9X10°
taquizoitos/mL para pulmao e cérebro. Como controle positivo para toxoplasmose foi utilizada
a cepa cistogénica de Toxoplasma gondii, e para controle negativo foi utilizada solucdo de
diluicdo de amostras clinicas.

Para analise do produto amplificado foram homogeneizados 9uL das amostras

amplificadas em 1uL de corante glicerinado (Blue juice — Invitrogen®) e em seguida foi



realizada por eletroforese em gel de agarose a 1% (3g de agarose a ser diluido em 30ml de
TBE 10X - 107g de tris base, 55g de acido bdrico, 7,44 g de EDTA (tristriplex) e acrescido de
270ml de agua milliQ, 3,0 uL de Brometo de etideo) em tampao de corrida TBE [1X] (100ml de
TBE [10X] em 1000ml de agua destilada g.s.p.) em voltagem constante de 136V por 30
minutos, e posteriormente fotografado sob luz ultravioleta. (300-320nm) pelo sistema de foto-

documentacéo (Camera Cannon) e analisado com o software D Image Analysis.

4.8. Tratamento estatistico dos dados

Para o calculo da frequéncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em ovinos da regido
de Sorocaba, SP, foram contabilizados o nimero de animais soro-reagentes a RIFI sobre o
ndmero total de animais examinados.

Na comparacgéo dos diferentes grupos de camundongos submetidos ao bioensaio com
relacdo a proporcdo de positivos, foi utilizado o teste de qui-quadrado ou o teste exato de
Fisher (CALLEGARI-JACQUES, 2003), com nivel de significAncia de 5%.



5. RESULTADOS

Todos os rebanhos apresentaram pelo menos um animal sorologicamente reagente
para Toxoplasma gondii na RIFI, sejam os exclusivos de ovinos ou consorciados com bovinos.

Das 272 amostras de soros dos ovinos, 86/272 (31,62%) foram reagentes
considerando-se como ponto de corte a diluicdo > 1:64 e 186/272 (68,38%) das amostras
foram consideradas nado reagentes. A frequéncia de ovinos reagentes por rebanho variou
entre 21,98% (20/91 Rebanho B) a 75,67% (28/37 Rebanho A), com titulos de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii entre 64 a 1.024 ( Tabela 2 e Figura 2).

As 17 amostras de soro dos bovinos que foram analisadas pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta, mostraram (16/17) 94,12% reagentes, sendo que a freqiiéncia de
bovinos reagentes por rebanho variou entre 92,86% (13/14 Rebanho D) e 100% (3/3 Rebanho
C). O titulo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em bovinos variou entre 64 e 512 (Tabela 2
e Figura 3).

As treze amostras de aguas de superficie e de bebedouro e as dez amostras de solo
mostraram-se negativas na reacédo de PCR.

Todos os camundongos utilizados no bioensaio foram negativos a RIFI antes da
inoculacdo de amostras de aguas e de solo.

As amostras soroldgicas dos camundongos do bioensaio foram reagentes aos 30 e 60
dias apds a inoculacao (dpi), com titulos variando de 16 a 256, conforme apresentado nas
tabelas 3,4,5 e 6.



Tabela 2 — Frequéncia de rebanhos e de animais reagentes para anticorpos anti-
Toxoplasma gondii na reacdo de imunofluorescéncia indireta, em criagcdes exclusivas

de ovinos e consorciadas com bovinos, Sado Paulo, 2009.

Reagentes
Identificagcéo Condicao Animais reagentes/
da propriedade criatoria Rebanhos total examinado
(%)
Ovinos Bovinos
28/37 _
A o (75,67)
2/2
20/91
B o (21,98)
c c 10/37 3/3
(27,03) (100)
2/2
D c 28/107 13/14
(26,17) (92,86)
TOTAL 100% 86/272 16/17
(31,6) (94,12)

O - Criacéo exclusiva de ovinos; C - Criagdo consorciada ovinos e bovinos.

Houve diferenca na proporcdo de positivos na comparagcdo entre os rebanhos das
propriedades A X B, A X C e A X D, ou seja, a proporcao de positivos na propriedade A é
significativamente maior do que nas outras (P<0,001). Com relacdo aos bovinos, ndo houve

diferenca (P > 0,05) na proporgéo de positivos.



ORebanho A

HRebanho B

Frequéncia de animais (%)

N&o Reagentes 64 128 256 512 1024
Reagentes
Titulos de anticorpos ant-T.gondii

Figura 2 — Frequéncia de animais reagentes e distribuicdo dos titulos sorolégicos de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii em dois rebanhos exclusivos de ovinos. Sado Paulo,
20009.
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Figura 3 — Frequéncia de animais reagentes e distribuicdo dos titulos sorolégicos de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii em dois rebanhos de ovinos consorciados com
bovinos. Sao Paulo, 2009.



Tabela 3 — Titulo de anticorpos anti-T. gondii pela reacdo de imunofluorescéncia indireta de soro de camundongos do bioensaio
inoculados por via intraperitoneal (IP) e oral (VO) com amostras de aguas de superficie colhidas nas propriedades com criacdes
exclusivas de ovinos e consorciadas com bovinos, Sdo Paulo, 2009.

Propriedade/ n.° de camundongos P n.° de camundongos VO
Local de colheita positivos/ Titulo positivos/ Titulo
inoculados IP inoculados VO
30 dpi. 60 dpi. 30 dpi. 60 dpi.

A/ bebedouro 2/2 16,16 32,NR 1/3 16, NR, NR NR, NR, NR
AlLago 2/2 16, 128 32,32 0/3 3NR 3NR
A/Pogo 1/2 256, NR 16, NR 0/3 3NR 3NR
Total 5/6 ( 83,3 %) 1/9 (11,1%)
B/Bebedouro 1/2 NR, 128 NR, 16 2/3 3NR NR,16, 16
B/Alagado 0/2 2NR 2NR 2/3 NR, 16, 16 3NR
B/Nascente 2/2 NR,16 16, 16 2/3 16, 16, NR 3NR
Total 3/6 (50,0%) 6/9 (66,6%)
C/Bebedouro 1/2 NR, 64 NR, 16 1/3 16, 2NR 16, 2NR
C/ lago 2/2 16, 16 128, 32 2/3 16, 16, NR 16, 16, NR
C/Pogo 1/2 16, NR 64, NR 0/3 3NR 3NR
Total 4/6 (66,6%) 3/9 (33,3%)
D/Bebedouro 1/2 16, NR 64, 16 2/3 NR, 16, 32 2NR, 16
D/Lagol 0/2 2NR 2NR 1/3 16 2NR, 16
D/Lago 2 0/2 2N 2NR 2/3 2NR, 16 16, 2NR
D/Nascente 2/2 16, 16 16, 32 2/3 NR, 16,16 2NR,16
Total 3/8 (37,5%) 7/12 (58,3%)

Dpi= dias po6s inoculacéo

Pela andlise da tabela 3, com relacdo as comparacdes das vias de inoculacdo
propriedade, observou-se diferenca significante apenas na propriedade A (P < 0,05).

de amostras de aguas de superficie colhidas em cada



Tabela 4 — Titulo de anticorpos anti-T. gondii pela reacdo de imunofluorescencia indireta de soro de camundongos do bioensaio
(IP) e oral (VO) com amostras de solo colhidas nas propriedades com criacfes exclusivas de

inoculados por via intraperitoneal
ovinos e consorciadas com bovinos, Sdo Paulo, 2009.

Propriedade/ n.° de camundongos P n.° de camundongos
Local de colheita positivos/ Titulo positivos/ Titulo
inoculados inoculados

30 dpi. 60 dpi. 30 dpi. 60 dpi.
A/Aprisco 2/2 64, 128 128, 32 2/3 NR, 16, 32 2NR, 16
Alinterior das baias 2/2 256, 16 128, NR 2/3 NR, 32, 16 2NR, 16
A/solo com fezes de gato 1/2 64 128 1/3 16 16
Total 5/6 (83,3%) 5/9 (55,5%)
B/aprisco 1/2 NR, 32 NR, 16 3/3 16, NR, NR 16, 16, 16
B/Interior das baias 1/2 32 16 0/3 NR NR
Total 2/4 (50,0%) 3/6 (50,0%)
Claprisco /2 16 NR 2/3 16, 16 16, NR
C/Margem do lago 2/2 64, 16 64, NR 1/3 16 NR
Total 3/4 (75,0%) 3/6 (50,0%)
D/Interior das baias 1/2 NR 16 2/3 16, 2NR 2NR, 16
D/Aprisco 2/2 16, 16 16, NR 3/3 16, 16, NR NR, NR,16
D/Margem do lago 1/2 NR 16 3/3 16, NR, NR 16, 16, 16
Total 4/6 (66,7%) 8/9 (88,()

Dpi= dias po6s inoculacéo

Com relacgao as vias de inoculacado IP e VO de amostras de solo (Tabela 4) na mesma propriedade nao se observou diferenca significante.



Pela analise das tabelas 3 e 4 observa-se que as quatro propriedades apresentaram
oocistos nas amostras de aguas de superficie e de bebedouro e de solo.

A figura 4 apresenta amostra sorolégica positiva onde se observa fluorescéncia
periférica total e homogénea, e as figuras 5 e 6 mostram soros com fluorescéncia

incompleta, apical ou ausente e considerados negativos

Figura 4 — Reacdo de imunofluorescéncia indireta -RIFI, Padrdo Positivo (aumento
400X).

Figura 5 — Reacdo de imunofluorescéncia indireta -RIFIl, Padrdo Negativo (aumento
400X).

Figura 6 — Reacdo de imunofluorescéncia indireta -RIFI I, Padréo Apical Negativo
(aumento 400X).



Tabela 5 — PCR dos 6rgaos dos camundongos do bioensaio inoculados por via intraperitoneal (IP) e via oral (VO) com amostras de
aguas de superficie e de bebedouro, Sao Paulo, 2009.

Propriedade/ n.° de camundongos n.° de camundongos
positivos/ inoculados P positivos/inoculados VO
Local de colheita
pulmao figado cérebro pulmao figado cérebro

AJ bebedouro 212 Positiva Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa
Positiva Negativa Negativa

A/ lago 212 Positiva Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa
Positiva Negativa Negativa

AJ pogo 1/2 Positiva Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa
Negativa Negativa Negativa

B/ bebedouro 0/2 Negativa Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa

B/ alagado 0/2 Negativa Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa

B/ nascente 212 Positiva Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa
Positiva Negativa Negativa

C/ bebedouro 1/2 Positiva Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa
Negativa Negativa Negativa

C/ lago 212 Positiva Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa
Positiva Negativa Negativa

C/ poco 1/2 Negativa Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa
Positiva Negativa Negativa

D/ bebedouro 212 Positiva Negativa Negativa 1/3 Positiva Negativa Negativa
Positiva Negativa Negativa

D/ lago 1 0/2 Negativa Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa

D/ lago 2 0/2 Negativa Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa

D/ nascente 212 Positiva Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa
Positiva Negativa Negativa

Total 15/26 (57,7%) 15 0 0 1/39 (2,5%) 01 0 0

Pela tabela 5,0bservou-se diferenca na proporc¢éo total entre as vias IP e VO (P < 0,05)



Tabela 6 —PCR dos 6rgdos dos camundongos do bioensaio inoculados por via intraperitoneal (IP) e via oral (VO) com amostras de
solo, Sao Paulo, 2009.

Propriedade/ n.° de camundongos n.° de camundongos

Local de positivos/ inoculados P positivos/inoculados VO

colheita

pulmao figado cérebro pulmao figado cérebro

AJaprisco 1/2 Positiva Negativa Negativa 1/3 Positivo Negativa Negativa
Negativa Negativa Negativa
Negativa Negativa Negativa

Alinterior 1/2 Positiva Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa

das baias

Alfezes do 212 Positiva Negativa Negativa 2/3 Negativa Negativa Negativa

gato Positiva Negativa Negativa Positiva Negativa Negativa
Positiva Negativa Negativa

B/aprisco 0/2 Ngativa Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa

B/interior 0/2 Ngativa Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa

das baias

Claprisco 1/2 Psitiva Negativa Negativa 1/3 negativa Positiva Negativa

C/margem 0/2 Negativa Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa

do lago

D/margem 1/2 Positiva Negativa Negativa 1/3 Negativa Negativa Positiva

do lago

D/aprisco 0/2 Negativa Negativa Negativa 0/3 Negativa Negativa Negativa

Dl/interior 0/2 Negativa Negativa Negativa 2/3 Negativa Negativa Negativa

das baias Positiva Negativa Negativa
Positiva Negativa Negativa

Total 6/20 (30%) 6 0 0 7/30 (23,3%) 5 1 1

Pela tabela 6, ndo houve diferenca na proporcéo total entre as vias IP e VO (p>0,05).



Pela analise das tabelas 5 e 6 verifica-se entre os 6rgdos de camundongos do bioensaio
analisados pela PCR o pulméo foi o 6rgdo de escolha na deteccdo de DNA de T. gondii

independentemente da via de inoculagdo adotada (IP ou VO).



6. DISCUSSAO

No presente estudo foi estabelecida a freqiiéncia de anticorpos sorolégicos anti-
Toxoplasma gondii dos animais de quatro propriedades da regido de Sorocaba, estado de
Sé&o Paulo, sendo duas de criacdo exclusiva de ovinos e duas cujo pastejo dos ovinos era
consorciado com bovinos e sua relagdo com a presenca de oocistos no ambiente.

Os trabalhos nos quais os autores analisam a frequéncia de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii em ovinos no Brasil sdo inUmeros; porém, sao inexistentes os que
analisam a frequéncia da toxoplasmose em rebanhos de criacdo de ovinos, comparados a
rebanhos de ovinos em pastejo consorciado com bovinos, e os correlacionaram a presenca
de oocistos de T. gondii em amostras de solo e agua.

Do total de animais examinados, anticorpos sorolégicos anti-T.gondii foram
observados em 31,62% (86/272) dos ovinos e em 94,12% (16/17) dos bovinos, indicando
exposicdo ao agente. Com relagdo a frequéncia soroldgica de anticorpos anti-Toxoplasma
gondii dos ovinos pode-se inferir que os resultados encontrados neste estudo sdo
concordantes com outros estudos realizados no estado de S&o Paulo por outros
autores.Figlioulo, et al. (2004), identificaram 34,7% (207/597) de ovinos sororeagentes; Da
Silva; Cutolo; Langoni (2002) ao testar pela RIFI para toxoplasmose 100 soros de ovinos
aleatoriamente recebidos para diagndstico de outra enfermidade, observaram 23 % de
soropositividade.

A freqiiéncia de ovinos reagentes ao Toxoplasma gondii nas quatro propriedades da
regido de Sorocaba, SP, demonstrou-se inferior quando comparada com ovinos de outras
regibes do Brasil. No estado do Parana, na microrregido de Londrina (cidades de Cambe,
Rolandia, Ipora e Arapongas), Ogawa et al. (2003), relataram a frequéncia de anticorpos
anti-T. gondii em ovinos de 54,6% (185/339) utilizando-se da RIFI; Garcia et al. (1999), em
estudo de 228 ovinos de 11 propriedades do municipio de Jaguapitd, determinaram a
soroprevaléncia de 51,8% de um total de 228 ovinos e Romanelli et al. (2006) em
Guarapuava estimaram a prevaléncia de ovinos positivos para anticorpos anti-toxoplasma
gondii pela RIFI em 51,47% (157/305).

No Distrito Federal, utilizando-se da mesma técnica, UENO, (2005) obteve resultado
semelhante, onde 35,41% (364/1028) das matrizes e reprodutores da espécie ovina eram
sororeagentes ao T.gondii, a prevaléncia por propriedade foi de 100%, pois em todas as 32

propriedades possuia ao menos um animal positivo.



Da Silva, et al. (2003) pela RIFI analisaram amostras sorolégicas de 173 ovinos
provenientes de duas regides do estado de Pernambuco (Zona da Mata e Agreste) e
encontraram como positivos 35,3% dos animais.

Em Minas Gerais, Carneiro (2006), analisando pela RIFI amostras soroldgicas de 711
ovinos provenientes da regiao Centro, Oeste e Sul do estado encontrou soroprevaléncia de
43,2% utilizando-se da RIFI e 31,2% pelo teste de ELISA. No estado do Rio Grande do
Norte, Lajes, Clementino et al.,, 2007, utilizando-se apenas o ELISA determinou
soroprevaléncia semelhante de 29,41% em analise de 102 ovinos.

Com relacdo aos bovinos em pastejo consorciado com ovinos, foram constatados
valores superiores aos relatados em outras regides do pais, observando-se 94,12%
reagentes.

No estado do Parana, Marana, et al. (1995) identificaram 48,51% bovinos leiteiros
como reagentes a RIFI, enquanto que Garcia et al. (1999), estimaram a soropositividade em
25,8% entre os bovinos oriundos do municipio de Jaguapita, resultados semelhantes foram
encontrados por Daguer, et. al., 2004, ao estudarem a soroprevaléncia em bovinos de
matadouros da microrregido de Pato Branco, encontraram pela RIFI 41,4% (144/348).

Santos, 2008, ao analisar soros da espécie bovina em 50 propriedades da Regido
Sudoeste do estado do Mato Grosso detectou através da RIFI 71% de reagentes
(1.420/2.000).

Resultados inferiores de freqiiéncia de anticorpos anti-T. gondii em bovinos também
foram encontrados por Spagnol, et al, 2009 ao estudarem 600 amostras de soro bovinos
provenientes de matadouros sob a Inspecdo Municipal dos municipios de Ilhéus e Itabuna e
do matadouro frigorifico de Jequié sob Inspecéo Federal no estado da Bahia, independente
de raca idade sendo identificado apenas com sexo e cidade de procedéncia, determinaram
como reagentes a RIFI 11,83% (71/600), sendo que no municipio de Illhéus foi de 19,1%
(37/192), em ltabuna 9,8% (21/214) e Jequié 6,7% (13/21), assim como Albuquerque et al,
2005, ao analisarem o soro de bovinos leiteiros do Vale do Paraiba Sul Fluminense, estado
do Rio de Janeiro ao quais determinaram 14,77% (87/598) de animais reagentes a RFI para
anticorpos anti-Toxoplasma gondii.

Em estudos que apresentaram resultados para espécie ovina e bovina
simultaneamente estdo Meireles (2001) e Garcia et al (1999). No estado de S&o Paulo
Meireles (2001) ao estudar a prevaléncia da toxoplasmose em 200 ovinos do municipio de
Sao Manuel e 200 bovinos do municipio de Taquarituba do estado de S&do Paulo determinou

11% e 31% de bovinos e ovinos reagentes pela técnica de ELISA. Para



Garcia et al, (1991) em propriedades rurais do Norte do Parana, determinaram reagentes
pela RIFI 51,8% (118/228) amostras de soro ovino e 25,8% (103/400) amostras de bovinos .
Uma vez que nao foi realizada naquela regido a andlise sorolégica de rebanhos
bovinos ndo consorciados com ovinos, ndo ha como se inferir a inter-relacdo entre as
espécies. Entretanto, dois importantes fatores de risco investigados poderiam determinar a
presenca de Toxoplasma gondii nas condicbes criatdrias dos quatro rebanhos: a
convivéncia dos animais com gatos domésticos e o livre acesso as aguas de superficie.

A proporcdo de ovinos reagentes na propriedade A foi significativamente maior do
gue nas outras (P<0,001). O convivio do gato doméstico, hospedeiro definitivo do T. gondii
com o rebanho ovino da propriedade A, na qual as fezes deixadas no solo de pastejo
apresentaram-se positivas no bioensaio poderia predispor a contaminacdo do solo por
oocistos e consequentemente disseminar a toxoplasmose entre os animais.

Uma vez que ndo havia histérico da procedéncia dos bovinos, apesar de estarem em
pastejo consorciado com os ovinos, ndo ha como se discutir a elevada sorologia encontrada
nesta espécie em relacdo a possivel transmissdo intra- espécie ou inter -especies.
Aparentemente, o Unico fator de risco que significativamente elevou a freqiéncia de
resultados positivos foi o convivio dos ovinos com o gato da propriedade A, o qual enterrava
suas fezes no local de pastejo desses animais; pois a propriedade B, também exclusiva de
ovinos, ndo apresentou significancia estatistica (Tabela 2).

Embora a técnica de PCR venha sendo empregada com sucesso em Varios
procedimentos diagnosticos em funcéo de sua elevada sensibilidade e especificidade, ndo
foi possivel detectar a presenca de DNA de oocistos em aguas de superficie e de bebedouro
e das amostras de solo nas quatro propriedades investigadas. Limitacdes da técnica
advindas de substancias inibidoras, do processo de extracdo de DNA das amostras
ambientais ou outros fatores poderiam explicar tais resultados. A sensibilidade da PCR pode
ser afetada por manuseio inadequado, remessa, e condicbes de armazenamento das
amostras (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

MATSUO et al, 2004, propuseram o tratamento do sedimento resultante
centrifugacdo de amostras de solo contaminadas experimentalmente com oocistos de T.
gondii em solugdo de flutuacdo sacarose acrescida de 0,1% de gelatina utilizando-se 1-
polyvinylpyrrolidone (PVP) adicionado ao tamp&o TE, aquecimento e resfriamento (a 98°C
por 10 minutos, seguido por 4°C por 10 minutos) das amostras, seguindo-se da adicédo de

100mM de NaCl e a adi¢éo de albumina de soro bovino (BSA) durante a amplificacéo, e



essas modificacdes propostas contribuiram para a remocdo de inibidores da PCR nas
amostras de solo e, consequentemente o aumento da sensibilidade da prova.

No presente trabalho ndo foi possivel recorrer as mudancas na técnica de flutuacao
em sacarose e a utilizagdo de procedimentos para a remocao de substancias inibidoras de
PCR, como as descritas por Matsuo et al., 2004.

Entretanto, Villena et al., 2004, descreveram estratégias para deteccdo de muitos
parasitos na agua, incluindo oocistos de T. gondii, por meio da amplificacdo pela reacdo em
cadeia pela polimerase , a qual foi capaz de detectar amostras de DNA de Toxoplasma,
sempre que o bioensaio em camundongos foi negativo, principalmente com relagdo a
aplicacdo da flutuagdo em sacarose.

Sroka; Wojcik-Fatla; Dutkiewicz, 2006, na regido de Loblin (leste da Polonia)
examinaram 114 amostras agua, das quais a presenca de DNA de T. gondii foi determinada
como positiva em 27,2% (31/114) das amostras (27,2%), sendo 30 de poco raso e 1 de poco
profundo, enquanto que todas as amostras de agua do sistema de abastecimento foram
negativas, utilizando-se, o Kit comercial Genomic Mini, A&A Biotecnology, Gdynia, Poland, e
para a amplificacdo da cadeia de DNA com o Kit PCR DNA-GDNSK II.

Apesar do bioensaio em camundongos detectar que as amostras das aguas de
superficie, de bebedouros e do solo das quatro propriedades apresentavam oocistos
(Tabelas 3, 4, 5 e 6), ndo se observou equivaléncia entre a frequéncia de animais
sororeagentes entre elas. Desta constatacdo, poderia se inferir que a viabilidade do oocisto
no ambiente estaria comprometida, limitando a disseminacdo do agente entre os animais; o
que de certa forma, enfatiza o importante papel disseminador do felino criado na
propriedade A.

Com relacdo a capacidade das vias de inoculacdo IP ou VO de amostras de aguas
de superficie e de solo em produzir infeccdo nos camundongos do bioensaio, poderia se
inferir pelo menos uma hipétese: a dose infectante de oocistos presente nas amostras de
solo da propriedade A seria capaz de produzir infeccdo em camundongos do bioensaio
independentemente da via de inoculacéo IP ou VO (Tabelas 4 e 6 ). Fato contrario , foi
observado em relacdo as amostras de aguas de superficie desta propriedade , onde apenas
a via IP foi significativamente mais infectante que VO (Tabelas 3 e 5). A propriedade A, por
suas condi¢Bes ambientais e de topografia inclinada permitia que os ovinos tivessem acesso

ao solo contaminado por fezes do gato; e ainda, a lixiviagcdo do



solo pelas aguas de chuva em direcao ao lago onde os animais se abasteciam de agua de
bebida favoreceriam a disseminac&o da infec¢do naquela propriedade.
Embora os oocistos de T. gondii sejam isolados de amostras de solo ainda ndo existe

um método fidedigno para uso em larga escala (DUBEY, 2004).



6. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados nas condi¢cdes experimentais deste trabalho
pode-se concluir que a toxoplasmose esta presente nos quatro rebanhos exclusivos de
criacdo de ovinos e consorciados com bovinos examinados da regido de Sorocaba.

O consumo de aguas e o pastejo dos animais em solos contaminados com oocistos

de Toxoplasma gondii foram detectados como importantes fontes de infeccéo.
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