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INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um parasito protozoario pertencente ao Filo Apicomplexa e
Familia Sarcocystidae, sendo considerado coccideo intestinal dos gatos
(hospedeiros definitivos) e apresentando uma ampla faixa de hospedeiros
intermediarios (FORTES et al.,, 1997). O parasito é descrito como agente de
abortamento em ovinos e importante causa de problemas reprodutivos nesta
espécie (SILVA et al. 2003). A doenca clinica ocorre na forma de problemas
perinatais como abortos, natimortos e cordeiros recém nascidos fracos.

Neospora caninum é um protozoario intracelular (DUBEY et al., 1988) muito
semelhante a Toxoplasma gondii, apresentando também um ciclo de vida
heteroxeno, mas com o estagio sexual ocorrendo no intestino de canideos
(hospedeiro definitivo). Pode ser transmitido pela ingestdo de agua ou alimento
contaminado com oocistos eliminados nas fezes de caes, afetando uma variedade
de hospedeiros intermediarios, incluindo ovinos. A neosporose possui grande
importancia econdmica, principalmente devido as perdas reprodutivas, incluindo
retornos ao cio, com intervalos regulares ou irregulares, abortos, nascimento de
animais fracos e inviaveis, com sinais neurolégicos, ou persistentemente infectados
(DUBEY; LINDSAY, 1996).

N. caninum e T. gondii sdo importantes causas de problemas reprodutivos,
isolados ou associados a outros agentes DUBEY; LINDSAY, 1996). Podem ser
diferenciados pela detec¢éo de diferentes antigenos por meio de imunohistoquimica
e provas sorolégicas, assim como pelas diferencas na espessura da parede cistica e
namero de roptrias dos taquizoitas (DUBEY et al., 1988; BARR et al., 1991).

O presente trabalho teve por objetivo principal verificar a frequé ncia de anticorpos
contra N. caninum e T. gondii em soros de ovinos em duas propriedades rurais do
municipio de Uberlandia, MG. Além disso, testes imunoenzimaticos (ELISA) e
reacdes de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para toxoplasmose e neosporose
ovina foram padronizados bem como a producao de conjugados imunoenzimaticos e
marcados com fluorocromos especificos para cada reacgao.



MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 155 ovinos da raca Santa Inés de duas propriedades rurais (A e
B) da regido de Werlandia, MG, localizada no Triangulo Mineiro, entre agosto de
2007 e julho de 2008. Foram coletados dados epidemiolégicos (idade, sexo, tipo de

manejo e de exploracdo, problemas reprodutivos e presenca de caes, gatos ou
roedores) e amostras de sangue para sorologia.

Producéo de conjugados imunoenzimaticos e marcados com fluorocromos

IgG de carneiro purificada por cromatografia de afinidade em coluna de Proteina
G-Sepharose (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) foi utilizada para imunizacédo de
coelhos por via subcutanea em 3 doses (250 ng/mL) com adjuvante completo (1%
dose) e incompleto (doses subsequentes) de Freund, em intervalos de 14 dias.
Soroconversao e titulo de anticorpos anti-lgG carneiro foram analisados por ELISA.

O antisoro produzido em coelho foi purificado em coluna de Proteina G-
Sepharose e IgG purificada foi conjugada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou
marcada com biotina para posterior utilizacdo nos testes sorologicos.

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi realizada para a detecgcéao de
anticorpos IgG anti-T. gondii e IgG anti-N. caninum em amostras de soros de ovinos
diluidos a partir de 1:64 (T. gondii) ou 1:50 (N. caninum), de acordo com FIGLIUOLO
et al. (2004). As reacbes foram consideradas positivas somente quando o0s
taquizoitas apresentaram uma completa fluorescéncia periférica, brilhante e
uniforme.

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA)

Os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados para detectar anticorpos
IgG anti-T. gondii e IgG anti-N. caninum, segundo SILVA et al. (2007). As amostras
de soros foram diluidas 1:64 (T. gondii) ou 1:50 (N. caninum. O cut off (limite de
positividade) foi determinado pela média dos valores de densidade 6ptica (DO) dos
soros controles negativos acrescido de trés desvios padrées. Os titulos de
anticorpos foram expressos em indice ELISA (IE), de acordo com a seguinte
formula: IE = DO amostra/DO cut off como anteriormente descrito (SILVA et al.,
2002). Valores de IE > 1,2 foram considerados positivos.

Anédlise Estatistica

Para comparacao entre as propor¢des encontradas nos resultados sorolégicos e
epidemiolégicos foi aplicado o teste do Qui-quadrado (c?), com nivel de significancia
de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da RIFI para T. gondii demonstraram que 72/155 (46,4%) amostras
de soros ovinos foram positivas, com a seguinte distribuicdo: 46/95 (48,4%) no
rebanho A e 26/60 (43,3%) no rebanho B. Na distribuicdo por sexo e idade,
soropositividade para T. gondii foi encontrada em 8/39 (20,5%) fémeas = 1 ano,
61/109 (55,9%) fémeas > 1 ano, 3/5 (60,0%) machos = 1 ano e 0/2 (0%) machos > 1
ano.

Para N. caninum foram encontradas 73/155 (47,1%) amostras soropositivas, com
a sequinte distribuicdo: 30/95 (31,5%) no rebanho A e 43/60 (71,6%) no rebanho B.
A soropositividade de acordo com sexo e idade foi encontrada em 15/39 (38,4%)



fémeas = 1 ano, 54/109 (49,5%) fmeas > 1 ano, 2/5 (40,0%) machos = 1 ano e 2/2
(100%) machos > 1 ano.

A Tabela 1 mostra a distribuicdo dos titulos de anticorpos anti-T. gondii e anti-N.
caninum por RIFlL. Das 72 amostras soropositivas para T. gondii, 80,4%
apresentaram titulos entre 512 e 2048. Para N. caninum, das 73 amostras
soropositivas, 77,9% apresentaram titulos entre 50 e 200. Na comparacao entre 0s
dois rebanhos, a soropositividade para T. gondii pela RIFI ndo apresentou diferengas
estatisticamente significantes entre o rebanhos A (48,4%) e B (45,0%) (c° =
0,3827; p = 0,5362). Entretanto, a soropositividade para N. caninum pela RIFI
mostrou diferencas estatisticamente significantes entre os rebanhos A (31,5%) e B
(71,6%) (c? = 23,72; p < 0,0001).

Tabela 1: Distribuicdo de titulos de anticorpos anti-T. gondii e anti-N. caninum determinados por RIFI
em soros de ovinos de duas propriedades rurais no municipio de Uberlandia, MG.

Titulo Toxoplasma gondii Titulo Neospora caninum
N® de amostras N*de amostras
positivas Prevaléncia % positivas Prevaléncia %

128 2 2,7 50 27 36,9

256 11 15,2 100 18 24,6

512 22 30,5 200 12 16,4
1024 17 23,6 400 5 6,8

2048 19 26,3 800 3 4,1

4096 1 1,3 1600 8 10,9
Total 72 46.4 Total 73 47,1%

A frequéncia de anticorpos para T. gondii em soros ovinos por ELISA foi 63,2%
(98 amostras soropositivas de 155 soros ovinos), com a seguinte distribuicdo: 62/95
(65,3%) no rebanho A e 36/60 (60,0%) no rebanho B. Na distribuicdo por sexo e
idade foram encontradas 13/39 (33,3%) fémeas = 1 ano, 81/109 (74,3%) fémeas > 1
ano, 4/5 (80,0%) machos = 1 ano e 0/2 (0%) machos > 1 ano.

Para N. caninum foram encontradas 57/155 (36,7%) amostras soropositivas, com
a seguinte distribuicéo: 25/95 (26,3%) no rebanho A e 32/60 (53,3%) no rebanho B.
A soropositividade de acordo com sexo e idade foi encontrada em 6/39 (15,4%)
fémeas = 1 ano, 49/109 (44,9%) fémeas > 1 ano, 1/5 (20,0%) machos = 1 ano e 1/2
(50%) machos > 1 ano.

Os niveis de anticorpos IgG anti-T. gondii e anti-N. caninum estdo demonstrados
nas Figuras 1 e 2, respectivamente. Na comparacdo entre os dois rebanhos, a
soropositividade para T. gondii por ELISA ndo apresentou diferencas
estatisticamente significantes entre os rebanhos A (65,3%) e B (60,0%) (c*= 0,438:;
p = 0,5080). Entretanto, a soropositividade para N. caninum por ELISA mostrou
diferencas estatisticamente significantes entre os rebanhos A (26,3%) e B (53,3%)
(c?>=11,55; p= 0,0007).
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Figura 1: Niveis de anticorpos IgG anti-T. gondii determinados por ELISA em 155 amostras de soros
de ovinos de dois rebanhos (A, n = 95; B, n = 60) do municipio de Uberlandia, MG.
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Figura 2: Niveis de anticorpos IgG anti-N. caninum determinados por ELISA em 155 amostras de
soros de ovinos de dois rebanhos (A, n = 95; B, n = 60) do municipio de Uberlandia, MG. * P < 0,05.

A Tabela 2 mostra a comparacao entre os resultados dos testes ELISA e RIFI
para deteccédo de anticorpos anti-T. gondii e N. caninum em soros ovinos. Foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes entre esses dois testes para
toxoplasmose (c? = 8,805; p = 0,0030), mostrando uma maior soropositividade
detectada por ELISA. Para neosporose, nao foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre os testes (c? = 3,391; p = 0,0655), embora maior
soropositividade foi detectada pela RIFI.



Tabela 2: Comparacao entre os testes ELISA e RIFI para Toxoplasma gondii e Neospora caninum em
ovinos, Uberlandia, MG.

Toxoplasma Neospora

Resultados gondii Prevaléncia (%) caninum Prevaléncia (%)
ELISA 98 63,22 57 36,7
RIFI 72 46,45 73 47,1
ELISA + /RIFI - 26 16,77 8 5,16
ELISA - /RIFI + 0 0 24 15,48
ELISA + /RIFI + 72 46,45 49 31,61
Total 155 155

A soropositividade para T. gondii utilizando a RIFI (46,4%) foi mais elevada que a
detectada por OLIVEIRA-SEQUEIRA et al. (1993) em ovinos (22,5%) na regiao
central do estado de Sao Paulo, porém mais baixa do que aquelas encontradas por
GARCIA et al. (1999) no norte do pais (51,8%) e ROMANELLI (2002) na parte
central do Estado do Parana (51,4%). No entanto, FREIRE et al. (1995) obtiveram
em 360 amostras de soro de ovinos na regidao de Londrina, soropositividade de
47,8%, semelhante a obtida neste estudo.

No teste ELISA, o percentual de soropositividade para T. gondii (63,2%) foi
superior aos encontrados por GONDIM et al. (1999) na Bahia (18,75%), FIGLIUOLO
et al. (2004) em Séo Paulo (34,7%) e LARSSON et al. (1980) no Rio Grande do Sul
(39%). As diferencas em soroprevaléncia podem ser devido a varios fatores,
incluindo, a frequiéncia de felinos presentes nos diferentes locais, diferencas no
manejo, idade dos animais, variacdes climaticas entre as regides, bem como
caracteristicas intrinsecas dos testes sorologicos utilizados, como sensibilidade,
especificidade e valores de cut off utilizados (DUBEY, 1990; SAWADOGO et al.,
2005).

Em relacdo a N. caninum, sabe-se pouco sobre sua prevaléncia em ovinos.
HELMICK et al. (2002) no Reino Unido detectaram apenas 3 animais soropositivos
de um total de 660 ovelhas com historico de abortamento. No Brasil, ROMANELLI
(2002) em estudo sorolégico no Estado do Parana, encontrou 9,5% de animais
reagentes. Na Bahia, OTERO et al. (2003) estudando 282 amostras de soro de
ovinos provenientes de 10 propriedades, detectaram frequéncia de 7,4% para
anticorpos anti-N. caninum e FIGLIUOLO (2003), no Estado de S&o Paulo,
estimaram prevaléncia de 9,2% de anticorpos anti-N. caninum em ovinos. Neste
estudo, foi encontrado um percentual de positividade de 47,1% pela RIFI e 36,7%
por ELISA que foi muito superior aos encontrados nos estudos citados
anteriormente.

CONCLUSAO

A toxoplasmose esta largamente distribuida no rebanho ovino das duas
propriedades rurais analisadas na regido de Uberlandia, MG, como demonstrado por
altos titulos de anticorpos anti-T. gondii encontrados por dois testes soroldgicos
nessas propriedades. Isto pode ser devido a presenca de gatos nessas
propriedades, ao manejo precario e também ao tipo de agua (de superficie)
oferecida aos animais.



Nas duas propriedades rurais ressalta a prevaléncia de anticorpos anti-N.
caninum em ovinos acima da encontrada em outras regides do Brasil e do mundo.
Isto pode ser devido a um manejo deficinte, fonte de 4gua inadequada e a presenca
de cédes nos rebanhos. No Brasil, educacdo sanitaria com o objetivo de informar
criadores sobre a doenca e a presenca de N. caninum em tecidos e fluidos fetais
serd importante para um melhor controle do protozoario envolvido em abortos.
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