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Possibility of Toxoplasma gondii congenital transmission in sheeps by serological follow-up in
Rosario do Sul county, RS, Brazil
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RESUMO

No presente trabalho, descrevem-se os resultados
da deteccdo de anticorpos anti-T. gondii (IgG e IgM) em
amostras seqlienciais de soro de cordeiros recém-nascidos e
de suas maes, sem aparentes sinais clinicos da infec¢do. Os
anticorpos 1gG foram quantificados pelos testes de
imunofluorescéncia indireta (IFI) e hemaglutinacdo indireta
(HAI). Os anticorpos IgM foram detectados pelo método de
hemaglutinacdo indireta 2-mercaptoetanol (HAI / 2-ME),
utilizando ““kits” comerciais. Foram considerados reagentes
titulos maiores ou iguais a 16, na hemaglutinacéo, e 20 na
imunofluorescéncia. Coletou-se soro de 247 ovelhas e cordeiros
e, apos trés meses, somente dos cordeiros (n=120). Do total de
animais, 175 eram de uma propriedade e 72, de outra
propriedade, ambas localizadas na zona rural do municipio
de Rosario do Sul, RS, Brasil. Em 22 cordeiros (18,3%), do
total analisado, que apresentaram titulos na primeira coleta,
houve decréscimo ou negativacdo da resposta imunolégica
indicando transferéncia passiva de anticorpos. Apenas quatro
animais (3,3%), cujas maes indicavam infeccdo recente,
apresentaram titulos crescentes de 1gG da primeira para a
segunda coleta, sugerindo a possibilidade de transmissao
congénita de T. gondii.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, ovelhas, transmissdo
congénita, 1gG, IgM, Rosario do Sul.

ABSTRACT

The present study describes the detection of anti-T.
gondii antibodies (IgG and IgM) in sequential serum samples
from lambs and their mothers, without clinical signs. 1gG
antibodies were quantified by indirect imunofluorescence (IFI)
and indirect hemaglutination (HAI). IgM was detected using
HAI 2- mercaptoethanol, by commercial kits. Titers higher
than 16 for hemaglutination and 20 for imunofluorescence
were considered positive. 247 sera samples were analysed and,

after a three months interval, more 120 sera samples from their
lambs were studied. There were 175 sheeps in one property and
72 sheeps in the other, both situated in the rural area of Rosario
do Sul county, RS, Brazil. Through serological analysis were
detected 22 lambs (18.3%) who showed titers in the first test,
which declined and also negativated the imunological response
in the second test, indicating antibodies passive transference.Only
at four lambs (3.3%), whose mothers presented early infection,
1gG titers increased from first to second test, suggesting possible
congenital transmission of T. gondii.

Key words: Toxoplasma gondii, sheep, congenital
transmission, 1gG, IgM, Rosario do Sul.

INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux,
1909), agente da toxoplasmose, infecta um expressivo
numero de mamiferos, incluindo 0 homem. Ele parasita
seu hospedeiro sem manifestar sinais clinicos; porém,
é capaz de causar uma doenca grave, principalmente
quando ocorre a transmissao congénita (DUBEY, 1993).

Os felideos sdo os principais responsaveis
pela disseminacdo desta zoonose, pois eliminam
oocistos infectantes em suas fezes. O parasita também
é transmitido pelo consumo de tecidos animais
contendo seus cistos (BUXTON, 1991; DUBEY, 1994).
A transmissdo congénita ou transplacentaria, porém, é
freqlientemente a mais grave. Esta forma de propagacao
ocorre normalmente na fase aguda da doenga, ou, no
caso de reagudizagdo da doenga cronica, durante a
gravidez (KAWAZOE, 2005).
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A transmissdo congénita deste parasita é
relativamente comum em pequenos ruminantes e, na
espécie ovina, pode levar a perdas na producéo, além
de servir de fonte de infec¢do ao homem, quando este
se alimenta da carne mal cozida. A doenca clinica ocorre
na forma de problemas perinatais como abortos,
natimortos e cordeiros recém nascidos fracos
(URQUHART et al., 1998). Esta zoonose foi relatada
pela primeira vez, em ovinos, em 1942, nos Estados
Unidos da América (SPOSITO FILHA et al., 1992).
Posteriormente, foi reconhecida como causa de
esterilidade, natimortos e abortos em ovinos em varios
paises, sendo mais freqlente em rebanhos
estabelecidos em terras baixas e Umidas, onde 0s
oocistos resistem por maior periodo de tempo
(BEVERLEY etal.,1971; DUBEY & KIRKBRIDE, 1989).

A taxa de aborto causada por T.gondii em
ovinos varia, segundo diversos autores, entre 0,7 € 4%
(BLEWETT & TREES, 1987; FREYRE et al, 1997),
podendo a incidéncia, ao correr dos anos, aumentar de
12 a 17% (BLEWETT & WATSON, 1984;
MARTIN,1984; DUBEY & KIRKBRIDE, 1990). Embora
seja classico o conhecimento da freqiiéncia da infecgao
por T. gondii em ovinos e suas conseqliéncias
patoldgicas no feto, a informacéo disponivel para a
América Latina é discreta (FREYRE & FALCON, 1990).

A ocorréncia de aborto depende da fase de
prenhez em que a ovelha se infectou e muitas vezes
passa despercebida; ou, por outro lado, pode ocorrer a
reabsorcao fetal, se a infecgdo ocorreu na primeira etapa
da gestacéo, e a ovelha passa a ser considerada estéril
(DACOSTA, 1980).

DUBEY et al., (1987b) sugerem que a
pesquisa de anticorpos anti-T. gondii no soro de recém-
nascidos seja um método apropriado para detectar a
toxoplasmose congénita em rebanhos ovinos desde
que ndo haja placentite induzida por endotoxinas, o
que levaria a passagem de anticorpos maternos pela
placenta.

A pesquisa de anticorpos IgG e IgM pelo
teste de hemaglutinacdo indireta (HAI), de
hemaglutinacdo indireta 2-mercaptoetanol (HAI/2 ME)
eapesquisade IgG pelo método de imunofluorescéncia
indireta (IFI), em analises sequienciais de amostras de
soros, tém sido utilizadas para o diagnéstico de
toxoplasmose congénita. A producdo da
imunoglobulina M aparece inicialmente, caracterizando
a fase aguda da enfermidade, seguida de
imunoglobulina G, que aparece mais tardiamente. Os
titulos de 1gG se mantém constantes ou ascendentes
se houver a infeccdo, decrescendo ou até
desaparecendo em prazo de poucos meses, no caso da
transmissdo passiva de anticorpos pelo colostro
(DUBEY etal., 1987a).

A comparacdo com o0 soro de cordeiros trés
meses ap0s 0 nascimento pode permitir avaliar a
possivel transmissao transplacentaria de T. gondii em
ovelhas naturalmente infectadas em &rea do estado do
Rio Grande do Sul, onde a ovinocultura é expressiva.
Baseado nisto, a proposta do presente trabalho foi a
deteccdo de anticorpos contra T. gondii no soro de
ovelhas e 0 seguimento dos cordeiros recém-nascidos.

MATERIAL E METODOS

Fizeram parte do estudo animais de duas
propriedades rurais do municipio de Rosario do Sul,
Rio Grande do Sul, sendo uma distante 98km da zona
urbana e a outra 12km do centro da cidade, sendo que
ambas possuiam gatos. O critério de escolha das
propriedades foi devido a possuirem rebanhos com
controle de nascimento e histdria prévia de abortos e
natimortos. O municipio de Rosario do Sul localiza-se
na regido Centro-Oeste do Estado, com uma populacdo
urbana de 35.890 habitantes, e 5.135 moradores na zona
rural. A localizagdo da sede municipal é: 30°14°60” Se
54°55’ 55” W e a altitude é de 125 metros sobre o nivel
do mar (2001- Informe verbal®). Seu rebanho ovino é de
136.021 animais (2001-Informe verbal?) e sua economia
esta voltada para a produgao agropecuaria. Os animais
que fizeram parte do estudo foram 175 ovinos,
identificados por tatuagem, numa propriedade (1999),
e 72 animais, também identificados, em outra
propriedade (2000).

Das primeiras 175 amostras de sangue, 87
eram de ovelhas e 88 de cordeiros lactentes (1 mée teve
gémeos), tem sido coletadas no més de agosto de 1999.
Em novembro do mesmo ano, coletaram-se 85 novas
amostras de sangue dos mesmos cordeiros (trés
cordeiros morreram). As outras 72 amostras (segunda
propriedade) foram coletadas em agosto e mais 36 em
novembro de 2000. A colheita foi realizada por pungéo
venosa e o0 sangue centrifugado a 3000xg durante 15
minutos e 0s soros armazenados a -20°C.

Antes das anélises, o material foi inativado
a 56°C por 30 minutos e submetido ao teste de
hemaglutinacdo indireta (HAI) e 2 mercapto-etanol
(HAI/2 ME) para detec¢éo de anticorpos anti-T. gondii,
respectivamente das classes 1gG e IgM.
Concomitantemente, os soros foram submetidos a
reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI) para
deteccdo de anticorpos anti-T. gondii, da classe 1gG,
conforme técnica descrita por CAMARGO etal. (1991).
Para realizag8o dos exames de HAI, HAI/2 ME foram
empregados “kits” de uso comercial (Biolab-Mérieux
SAC), conservados entre 2-8°C, com todos o0s reativos
e seguindo-se as indicacfes do fabricante.
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Inicialmente as amostras do soro foram
diluidas a 1/16 e as reagentes foram submetidas a
diluicbes seriadas, multiplas de dois, para realizacao
de técnica de hemoaglutinacdo, como triagem.
Realizaram-se as leituras, considerando como titulo
aquele onde ainda havia aglutinagcdo de hemaceas,
observado ao microscépio 6tico com aumento de
100X.

Os testes de IFI foram realizados para
deteccdo de anticorpos 1gG, utilizando-se suspenséo
liofilizada de T. gondii obtida de camundongo (Biolab-
Meriéux S.A.°), fixada em lamina de imunofluorescéncia.
Para a diluicdo dos soros do conjugado anti-IgG
(globulina anti-1gG ovina marcada com isotiocianato
de fluoresceina- (Sigma“) e para a lavagem das laminas
foi usado PBS (solugdo salina tamponada de pH 7,2). O
conjugado anti-1gG foi diluido para a obtencao do titulo
ideal, sendo empregada a diluigdo de 1:40. As amostras
positivas na diluicdo inicial de 1:20 foram novamente
diluidas até a obtencéo de maior diluigdo que ainda
fornecesse fluorescéncia verde-mac¢d intensa
(BERTSCHINGER, 1980).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A possibilidade de transmissdo congénita
de T.gondii a campo foi analisada neste experimento,
de modo a avaliar as condic@es naturais de infecgéo e
transmissdo. Tem-se consciéncia da dificuldade de
padronizar as inimeras variaveis existentes, bem como
da perda devida ao aborto espontaneo que ocorre no
campo. Além disso, ha a dificuldade de fazer o
acompanhamento de cada ovelha prenhe durante as
24 horas do dia, na época da paricéo, em propriedades
com criacdo extensiva. Por esse motivo, optou-se por
uma analise sorolégica das ovelhas e de sua prole, 0

gue possibilitaria o relacionamento com a transmisséo
congénita do parasita.

Na primeira fase do experimento, das 87
ovelhas testadas, 39 (44,8%) foram sorologicamente
IgG-reagentes a antigenos de T. gondii pela
imunofluorescéncia e 17 (19,5%) pela HAI (Tabela 1).
Das reagentes, 10 ovelhas apresentaram titulos iguais
ou superiores a 128 pela HAI e 15 apresentaram titulos
iguais ou superiores a 160 na IFI (Tabela 2).

Dentre as ovelhas que apresentaram titulos,
trés (n°l, n%4 e n%5) foram IgM e IgG reagentes,
simultaneamente; porém, somente duas delas (1 e 5)
tiveram seus cordeiros com titulos crescentes da
primeira (1: 2.048 e 5: 32.768) paraa segunda (1: 8.192 e
5: 131.072) coleta na HAI, resultados esses que se
confirmaram na IFI (Tabela 2). A ovelha n.°9 foi reagente
pela IFI e negativa pela HAL, e seu cordeiro teve titulos
crescentes da primeira para segunda coleta pela IFI,
enquanto que pela HAI, foi reagente apenas na segunda
coleta. O mesmo ocorreu com a ovelha 12, apesar de o
seu cordeiro ter sido reagente pela IFI somente na
primeira coleta. Para CAMARGO (1996), esta
discrepancia de titulos entre as reagbes é um bom
marcador de infeccdo recente, pois, no teste de HAI,
anticorpos IgG de baixa avidez, como ocorrem no inicio
da infeccdo, tém pouco poder aglutinante. Disso
resultam titulos baixos, embora elevados nos testes de
IFI, os quais ndo dependem da acdo aglutinante dos
anticorpos .

Na segunda parte do trabalho, das 36
ovelhas analisadas (Tabela 3), nove (25%) foram
reagentes pela IFI, oito (22,2%) pela HAI e cinco (13,9%)
foram IgM reagentes. Dos cordeiros, nove (25%) foram
reagentes pela IFI e cinco (13,9%) pela HAI. Apenas
uma ovelha (4) teve seu cordeiro com titulos crescentes
em relacéo a primeira (4: 512-HAI) (4: 2560-1FI) e a

Tabela 1 — Sorologia de ovelhas e de seus respectivos cordeiros para pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii no municipio de
Rosério do Sul (RS) por imunofluorescéncia indireta (IFI), hemaglutinagdo indireta (HAI),e hemaglutinagdo indireta 2-

mercaptoetanol (HAI 2-ME) nos anos de 1999 e 2000.

ovelhas cordeiros
13 coleta 22 coleta

IFI HAI/ HAI 2- ME IFI HAI/ HAI 2-ME IFI HAI/ HAI 2- ME
ANO n % n % t n %0 n % t n % n % t
1999 39 44,82 17 1954 87 17 1931 5 5,68 88 8 9,41 3 3,52 85
2000 9 25,00 8 22,22 36 9 25,0 5 13,8 36 8 22,8 1 2,85 35

8 5
123 124 120

n- NUmero de amostras reagentes.
t- Namero total de amostras analisadas.
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Tabela 2 - Titulos obtidos em duas coletas (agosto® e novembro® de 1999), obtidos por hemaglutinagdo indireta (HAI), hemaglutinagio
indireta 2-mercaptoetanol (HAI 2-ME) e imunofluorescéncia indireta (IFI) para detec¢do de anticorpos anti-Toxoplasma gondii

em ovelhas e em seus respectivos cordeiros

ovelhas cordeiros

HAI HAI - 2ME IFI HAI/HAI-2ME IFI
N IgG IgM IgG IgG® IgM? IgG® IgMm® IgG* IgG®
1 1024 + 2560 2048 + 8192 - 5120 10240
2 - - 320 - - - - 20 -
3 256 - - - - - - - -
4 128 - - - - - - - -
5 256 + 320 32768 - 131072 - 2560 5120
6 512 + - - - - - - -
7 512 - 160 - - - - 20 -
8 128 - - - - - - - -
9 - - 160 - - 32 - 160 2560
10 - - 320 - - - - 80 20
11 - - 320 - - - - 160 -
12 - - 320 - + - - 80 -
13 - - 320 - - - - 160 -
14 - - 10240 - - - - 160 80
15 512 - - - - - - 40 -
16 - - 160 - - - - 160 80
17 512 - 2560 32 - - - 320 -40
18 - - 320 - - - 160 -
19 512 - - - - - 80 -
20 - - 160 - - - 160 -
21 - - 320 - - - 160 80

segunda coleta (4-2048-HAI)(4c-5120-1FI) nos dois
testes. Os titulos dos demais cordeiros, que eram iguais
ou superiores a 32, ndo alcangaram niveis mensuraveis
na segunda coleta e esses resultados confirmaram-se
no teste IFI.

Nas amostras analisadas nos dois
rebanhos, houve quatro cordeiros (3,3%) cujas maes

apresentaram titulos de 1gG, e os titulos desses
cordeiros foram crescentes da primeira para segunda
coleta. Destas quatro mées reagentes, trés foram IgM
positivas, caracterizando a fase aguda da doenca.
Segundo CAMARGO (1991), nos animais infectados,
os titulos de anticorpos 1gG sdo ascendentes ou
permanentes e os anticorpos IgM s&o de curta duracéo,

Tabela 3 — Titulos referentes a duas coletas (agosto® e novembro® de 2000), obtidos através de hemaglutinagdo indireta (HAI),
hemaglutinagdo indireta 2-mercaptoetanol (HAI 2-ME) e imunofluorescéncia indireta (IFI) para deteccéo de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii em ovelhas e em seus respectivos cordeiros.

ovelhas cordeiros

HAI/ HAI-2ME IFI HAI/HAI-2ME IFI
Ne IgG IgM IgG IgG* IgM? IgG® IgMm® IgG? IgG®
1 512 + 320 128 - - 320 80
2 512 + 320 - - - - 160 -
3 - - 320 - - - - 320 20
4 8192 10240 512 - 2048 - 2560 5120
5 512 320 32 - - - 320 80
6 32 - 320 - - - - 320 80
7 512 - 320 1024 - - - 160 80
8 512 + 320 32 - - - 320 80
9 128 - 320 - - - - 320 320
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pois sua meia vida € de cinco dias, 0 que evidenciariaa
transmissdo congénita ou a infecgdo muito recente
dos animais analisados. Seria possivel inferir, a partir
desta informacdo, que, nos animais analisados no
presente trabalho, ocorreria situacdo semelhante, ou
seja, que a transmissdo congénita teria ocorrido.

Os titulos desses quatro cordeiros foram,
na maioria, iguais ou superiores a 2560 para IFl e a 2048
para HAI, na primeira coleta. Estes dados podem ser
comparados ao trabalho de DUBEY et al. (1987a), pois,
em estudo de toxoplasmose congénita em cordeiros,
relataram que a presenca de titulos maiores ou iguais a
4096, nos cordeiros com 3 a 4 meses, era indicativo de
infecclo congénita, porque os anticorpos adquiridos
passivamente pelo colostro desaparecem ou decrescem
para valores bem baixos trés meses apds o nascimento.

Comparando os dados encontrados no
presente trabalho com outros (BLEWETT & TREES,
1987; DUNCANSON et al, 2001), pode ser observado
que os dados de prevaléncia aqui encontrados séo
menores que 0s apontados por autores de paises do
hemisfério norte, onde o sistema de criacdo é diferente.
Assim, a carga de animais por unidade de campo no
Sul do Brasil é menor, o que pode influenciar a
possibilidade de infeccdo das ovelhas. Além disso, 0
genotipo do parasita e do hospedeiro, o periodo de
infeccdo e também a duragdo da infeccdo antes da
gestacdo sdo fatores importantes na epidemiologia
desta parasitose.

CONCLUSOES

Ha que se considerar que: (1) os cordeiros
analisados ainda estavam na fase de amamentag&o e
provavelmente ainda ndo pastavam por ocasido da
segunda coleta. Desta maneira, o perfil soroldgico de
alguns dos animais infectados sugere que estes
mantiveram contato com o agente causal da toxoplasmose,
recebido da mée, embora ndo evidenciassem sinais
clinicos; (2) os cordeiros, cujas maes eram IgM reagentes
e apresentaram titulos de 1gG que decresceram ou ndo
ficaram evidenciados na segunda coleta, receberam
anticorpos passivamente pelo colostro; e, por fim, (3) os
filhos que tiveram seus titulos elevados da primeira paraa
segunda coleta, fazem crer que tenha ocorrido a
transmisséo congénita do T. gondii.
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