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FERREIRA NETO, José Mauricio. Fatores ambientais associados a um surto de
toxoplasmose caprina. 2015. 54 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, 2015.

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo pesquisar a ocorréncia da toxoplasmose em um surto
de abortamento e sinais clinicos especificos ocorridos em um rebanho caprino leiteiro do
municipio de Arapoti, Parana. Para esse estudo foram coletadas amostras de sangue de 33
caprinos com sinais clinicos e posteriormente, sangue de 179 caprinos, dois gatos e dois caes;
e amostras de leite de 78 cabras lactantes. Adicionalmente, foram coletadas quatro amostras
de solo do ambiente onde viviam filhotes de gatos e quatro amostras de residuo de alimentos
dos comedouros dos caprinos. Foi realizada a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
para o sorodiagnostico nas amostras coletadas e dos soros de camundongos inoculados para o
bioensaio. O bioensaio foi realizado em camundongos que foram inoculados com leite e
camada leucocitaria dos caprinos. Realizou-se também analise molecular, através da PCR
(Reacdo em Cadeia pela Enzima Polimerase) de leite e sangue caprino, oOrgdos de
camundongos do bioensaio, solo do local de permanéncia dos gatos e residuos de alimentos
dos comedouros. O resultado da RIFI foi de 76,53% (137/179) de sororreagentes nos caprinos
e todos os cdes e gatos também foram sororreagentes ao T. gondii. Houve aumento
significativo de titulacdes >4096 entre os animais com sinais clinicos. No bioensaio, realizado
nos camundongos do material de 38 fémeas caprinas que apresentaram titulo acima de 4096,
observou-se positividade em pelo menos uma amostra de camada leucocitaria na RIFI e uma
de leite na RIFI e PCR. Foram positivas na PCR para DNA de T. gondii 11 amostras de
sangue total, oito de leite, trés de residuos dos cochos, e as quatro amostras de solo. Os
caprinos machos jovens apresentaram menores soroprevaléncia quando comparados ao
restante do rebanho e as fémeas jovens. Os resultados permitem concluir que o T. gondii
estava presente nos animais estudados, no leite € no ambiente que habitavam, e foi a causa
dos abortamentos e sinais clinicos ocorridos neste rebanho.

Palavras chave: Toxoplasma. Cabras. Diagnostico. RIFI. PCR. Bioensaio.



FERREIRA NETO, José Mauricio. Environmental factors associated with an outbreak of
caprine toxoplasmosis. 2015. 54 p. Dissertation (Master's degree in Animal Science) —
Universidade Estadual de Londrina, 2015.

ABSTRACT

This study aimed to investigate the occurrence of toxoplasmosis in an abortion outbreak and
specific clinical signs occurred in a dairy goat herd in the municipality of Arapoti, Parana,
Brazil. For this study were collected blood samples from 33 goats with clinical signs and later,
179 goats, two kitten and two dogs; and milk samples of 78 lactating goats. In addition, were
collected four environmental soil samples where kittens lived and four samples of food
residue from feeders goats. It was made Immunofluorescence Antibody Test (IFAT) for the
serodiagnosis in the samples collected and in inoculated mice sera for bioassay. The bioassay
was performed in mice that were inoculated with milk and goat’s buffy coat. It was also
conducted molecular analysis by PCR (Polymerase chain reaction) of goat’s milk and blood,
organs of mice bioassay, soil local’s kitten and waste trough. The result of the IFAT was
76.53% (137/179) of seropositive goats and all dogs and cats were also seropositive to T.
gondii. There was significant increase titers >4096 among animals with clinical signs. In the
bioassay conducted in mice from material of 38 female goats that had titer >4096, was
observed positivity in at least one buffy coat sample in the IFAT; and positivity in [IFAT and
PCR in one milk sample. Were positive by PCR for T. gondii DNA 11 whole blood samples,
8 milk, 3 waste troughs, and all 4 soil samples. The young male goats showed significant
lower prevalence by the parasite when compared with the other goats of the herd and with
young females too. The results suggest that T. gondii was present in the animals studied, milk
and the environment in which the animals lived, and was the cause of abortions and clinical
signs occurred in this flock.

Keywords:  Toxoplasma. Goats. Diagnostics. IFA. PCR. Bioassay.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 IMPORTANCIA DA TOXOPLASMOSE EM CAPRINOS

A toxoplasmose caprina oferece um grande risco para saude publica, pois a infec¢ao
do homem pelo T. gondii pode ocorrer pelo consumo de produtos como a carne crua ou mal
cozida, leite ndo pasteurizado e seus derivados (BEZERRA et al., 2013; ; DUBEY et al 2014;
MANCIANTI et al., 2013; SILVA et al., 2015).

Dados de prevengdo da infecgdo pelo T. gondii relacionados ao consumo de carne tem
sido relatados hé anos (HILL; DUBEY, 2002; NAVARRO et al., 1992) no entanto o interesse
na transmissao do T. gondii pelo consumo de leite havia diminuido quando o ciclo de vida do
parasita foi completamente descoberto em 1970 nos Estados Unidos a pasteurizacdo do leite
tornou-se obrigatoria para a venda desse produto (DUBEY, 2010), uma vez que a
pasteurizagao elimina o agente (DUBEY; BEATTIE 1988). No Brasil, h4 uma grande
preocupagao das autoridades sanitarias a respeito de alimentos organicos (BRASIL, 2015).

Devido a um incremento na procura do leite caprino pelos consumidores, tendo em
vista a sua melhor digestibilidade e como alternativa aos individuos com intolerancia ao leite
de vaca (EMBRAPA, 2014), h4 cada vez mais necessidade de que esses produtos tenham

condi¢des sanitdrias adequadas.

1.2 ASPECTOS GERAIS DO TOXOPLASMA GONDII

O Toxoplasma gondii pertence ao filo Apicomplexa, classe Esporozoasida, subclasse
Coccidiasina, ordem Eimeriorina, familia Toxoplasmatidae, género Toxoplasma, e tunica
espécie, Toxoplasma gondii (NICOLLE; MANCEAUX, 1909) ¢ ¢ o agente causador da
toxoplasmose. Este parasita foi descoberto por Nicolle e Manceaux (1908) em uma espécie de
roedor (Ctenodactylus gundii), e nominado como Toxoplasma gondii devido ao hospedeiro
em que foi encontrado e ao seu formato (toxo = arco, curva; plasma = vida). No mesmo ano
Splendore também o relatou em um coelho no Brasil, mas ndo o nominou (DUBEY, 2010).

E um dos parasitas mais estudados devido a sua importancia em satide publica e
veterindria; tem como hospedeiros definitivos os membros da familia Felidae, e ¢ uma das
causas frequentes de afeccdes no trato reprodutivo de fémeas de diversas espécies (DUBEY,

2010).
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Pode parasitar praticamente todos os animais de sangue quente como bovinos,
caprinos, ovinos, felinos, suinos, caninos, aves, equinos, bubalinos, camelideos, gambas,
guaxinins, cangambds (DE FEO et al.,, 2002; DUBEY 2002; DUBEY; TOWLE, 1986;
FRENKEL 1970; GARCIA et al., 1999; HUONG et al., 1998; LINDSAY et al., 1997,
MARQUES et al.,, 2009; SMITH et al., 1992), galinhas caipiras (DUBEY et al., 2003),
golfinhos (MIGAKI; SAWA; DUBEY, 1990), ratos (COLA et al., 2010; RUFFOLO, 2008),
morcegos (CABRAL et al., 2014) ¢ Cabras dos Pirineus (GARCIA-BOCANEGRA et al.,
2012).

Ha trés estagios infectantes do T. gondii: os taquizoitas, bradizoitas, e esporozoitas.
Estes estagios estdo interligados em um ciclo de vida complexo (DUBEY, 2010) (figura 1).
Nos felideos hé a reproducdo sexuada no ciclo enteroepitelial (DUBEY et al., 1970; DUBEY;
FRENKEL 1972).

1.3 CICLO DE VIDA DO TOXOPLASMA GONDII

Figural - Ciclo de vida do Toxoplasma gondii; no Hospedeiro Definitivo (Setas 1, 2, 3 e
4); nos Hospedeiros Intermediarios (Setas 5, 6,7, 8,9, 10 e 11).

A = Infective Stage
A = Diagnostic Stage

b

‘I.g
e _-'-
b

i

Cortesia de: DPDx - Laboratory Identification of Parasitic Diseases of Public Health Concern.
Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (2015)

Os unicos hospedeiros definitivos conhecidos do T. gondii sdo os membros da familia
Felidae (gatos domésticos e selvagens). Oocistos ndo esporulados sdo liberados em fezes de
gatos (Figura 1). Apesar de serem normalmente excretados por 1 a 2 semanas, grande nimero

de oocistos podem ser liberados. Em condigdes adequadas de umidade, temperatura e
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oxigenacao, oocistos levam de um a cinco dias para esporularem no ambiente e tornarem-se
infectantes (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2015).

A transmissdo da infec¢do ocorre por trés principais formas: pela ingestdo de oocistos
esporulados que contaminam o meio ambiente, agua, solo, pastagens e vegetais; ingestdo de
cistos teciduais por carnivorismo; ou por infec¢do transplacentaria, quando a fémea transmite
taquizoitas por via vertical durante a fase aguda da infeccio (BREGANO; LOPES-MORI;
NAVARRO, 2010). O T. gondii também pode ser transmitido através da transfusdo sanguinea
ou transplante de 6rgdos, e nos seres humanos os parasitas formam cistos teciduais mais
comumente em musculos esqueléticos, miocardio, cérebro e olhos. Estes cistos podem
permanecer viaveis por toda a vida do hospedeiro (CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION, 2015).

1.3.1 Taquizoitas

Os taquizoitas medem aproximadamente 2u x 6p e tem o formato de crescente
(DUBEY 2010). Podem causar infec¢ao através da via transplacentdria da mae para o feto
(BREGANO; LOPES-MORI; NAVARRO, 2010), apesar de terem sido encontrados em
sémen de ovinos ¢ do homem, praticamente ndo ha risco de transmissdo venérea da doenca
nessas espécies, mas ha evidéncias de transmissdo sexual em caprinos pelo sémen (DUBEY,
2010). Taquizoitas podem ser encontrados em leite de camundongos, gatos e caprinos
(EICHENWALD, 1948; POWELL; BREWER; LAPPIN, 2001). Nao ha relatos de risco de
transmissdo da doenga por leite de vaca, mas recomenda-se pasteurizd-lo ou fervé-lo
(DUBEY 2010). Em muitas circunstancias, toxoplasmose em humanos foi relacionada ao
consumo de leite de cabra cru (PATTON; JOHSON; PUCKETT, 1990; RIEMANN et al.,
1975; SACKS; ROBERTO; BROOKS, 1982; SKINNER et al., 1990) ou pelo aleitamento
materno humano (BONAMETTI et al., 1997).

1.3.2 Bradizoitas e Cistos Teciduais

Os bradizoitas sdo considerados a forma de laténcia do parasita, e sdo encontrados em
cistos teciduais, podendo também serem chamados cistozoitas. O cisto tecidual se desenvolve
dentro do vactiolo parasitoforo no citoplasma da célula hospedeira e sdo formados trés dias

pos-infeccdo (p.i) (DUBEY; FRENKEL, 1972). A espessura e a caracteristica da parede
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tecidual do cisto podem variar, dependendo do tempo de infeccao e da idade do hospedeiro. A
parede do cisto tecidual ¢ assimétrica em espessura e se apresenta rugosa (DUBEY, 2010).

Em secg¢des histoldgicas, cistos teciduais em cérebros sdo frequentemente esféricos e
raramente atingem didmetros de 70 um, no entanto, quando intramusculares sdo alongados e
podem ter 100um de comprimento. Apesar dos cistos teciduais poderem desenvolver-se em
orgdos viscerais, incluindo pulmdes, figado e rins, eles sdo mais prevalentes em tecido
nervoso e muscular de 6rgdos como, cérebro, olhos, coracdo e musculos esqueléticos. A
parede dos cistos teciduais € elastica, argirofilica, com menos de 0,5um de espessura,
englobando centenas de bradizoitas em formato de lua crescente, medindo 5-8.5 x 1-3um
(DUBEY, 2010).

Sao encontrados mais cistos teciduais por grama de tecidos em camundongos do que
em outros hospedeiros, sendo que esses animais ndo sdo completamente imunes ao T. gondii,
e novos cistos teciduais sdo formados mesmo em infecgdes cronicas. A ruptura de cistos
teciduais e subsequente multiplicacdo de taquizoitas podem levar a toxoplasmose fulminante

mesmo em camundongos cronicamente infectados (DUBEY 2010).

1.3.3 Oocistos

A formagdo de oocistos é essencial no ciclo de vida do T. gondii, ¢ tanto os gatos
domésticos (F. domesticus) como outros felideos, podem liberar oocistos (FRENKEL, 1971).
Pode-se constatar a presenca dos gatos em todos os lugares, exceto nos polos e observa-se que
a populacao felina estd intimamente proxima a populacdo humana, especialmente no mundo
ocidental (DUBEY, 2010). Oocistos de T.gondii foram encontrados em fezes de gatos,
alimento, e amostras de agua (DUBEY et al., 1995 ; WEIGEL et al., 1999) e de solo
(FRENKEL; HASSANEIN; HASSANEIN, 1995). Por isso, existe grande potencial de risco
de transmissdo de T. gondii em ambientes rurais (AMENDOEIRA et al., 2003).

Um importante relato foi feito por Dubey, Miller e Frenkel (1970) que comprovaram
que as fezes dos gatos sdo altamente infectantes para cdes, camundongos e hamsters e,
pesquisando a via fecal-oral no ciclo de transmissdo, demonstraram que apos trés a cinco dias
da ingestdo de cistos teciduais, os felinos eliminaram oocistos de T. gondii nas fezes, o que
pode durar sete dias ou mais, € que os oocistos presentes nas fezes de gatos se tornam
infectantes aos hospedeiros intermediarios apds um ou dois dias de exposi¢do a condigdes

ideais de oxigenagdo. A eliminagdo de oocistos ¢ mais tardia se os hospedeiros definitivos
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ingerirem camundongos com toxoplasmose aguda (8 a 10 dias) (DUBEY; MILLER;
FRENKEL, 1970).

1.4 OO0CISTOS DE T. GONDII NO AMBIENTE

Os felinos domésticos sao grandes amplificadores da contaminacao ambiental por T.
gondii (DUBEY et al., 2004), eliminando milhdes de oocistos no ambiente. Dubey et al.
(2004) relataram um grande surto de infecgdo por T. gondii provocado por contaminagdo de
oocistos na agua de tanque de abastecimento em uma pequena cidade no Estado do Parana,
Brasil. Os autores atribuem a fonte de contaminagdo a presenga de filhotes de gato no local.

Santos et al. (2010), a partir de amostras ambientais de playgrounds de escolas de
ensino fundamental, isolaram T. gondii em camundongos. No bioensaio os autores
encontraram positividade para T. gondii em 25,8% (8/31) pela RIFI dos soros e nos cérebros
32,2% (10/31) na imunohistoquimica e 22,6% (7/31) na visualizagdo direta através da
microscopia Optica. Coutinho, Lobo e Dutra (1982) encontraram oocistos de T. gondii em
amostras de solo de uma fazenda onde ocorreu um surto de toxoplasmose em humanos.

Frenkel, Ruiz e Chinchilla (1975) relataram que oocistos esporulados podem
permanecer viaveis no ambiente por 18 meses. Dubey (1998) relatou a sobrevivéncia de
oocistos por até 54 meses em agua sob temperatura de 4°C, 13 meses a 0°C e 106 dias a -5°C
e -10°C. O autor afirma que os oocistos ndo perdem infectividade entre 10°C e 25°C por 200
dias, mas que a 45°C tornam-se nao-infectantes em dois dias, e, entre 55°C a 60°C resistem
por dois e um minuto respectivamente. Lindsay, Blag e Dubey (2002) relataram que oocistos
de T. gondii quando expostos a 4C° durante 11 semanas sobreviveram, mas ndo houve
esporulacdo e que ao serem reconduzidos a temperatura ambiente, ndo perderam a capacidade
de esporulagdo e alguns foram infectantes para camundongos. Dubey, Miller ¢ Frenkel.
(1970) relataram que os oocistos sao inativados quando expostos @ amdnia e ao ressecamento.

Os oocistos resistem aos acidos, alcalis e detergentes comuns de laboratorio.

1.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico da toxoplasmose pode ser clinico e laboratorial. O diagnostico clinico ¢
de dificil conclusdo, pois o quadro ¢ facilmente confundido com uma grande variedade de
enfermidades, dificultando as medidas de tratamento e controle (VIDOTTO, 1992), este,

portanto, deve estar associado a algum outro tipo de diagnostico.
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Quanto ao diagnostico laboratorial, a busca de anticorpos anti T. gondii ¢ de grande
importancia frente as dificuldades encontradas no diagnostico clinico, molecular e
parasitolégico (CHIARI; LIMA; ANTUNES, 1985). Virios testes sorologicos podem ser
utilizados para detec¢do de anticorpos, como a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFT)
(CAMARGO, 1973), Aglutinagdo Modificada, Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e
Hemaglutinagao (DUBEY, 2010).

O diagnostico parasitologico visa demonstrar a presenga do parasita no organismo do
animal, e ¢ feito pela pesquisa em material de biopsia ou isolamento pela inoculacido de
material suspeito em animais de laboratério (DUBEY, 1980). A presenga direta do parasita
pode ser demonstrada através de seus componentes antigénicos ou de segmentos de DNA
tornando possivel a utilizagdo da PCR para a sua detecgado (HOMAN et al., 2000) e por
visualizagdo direta por microscopia Optica ou imunohistoquimica (LINDSAY; DUBEY,

1989; DUBEY 2010).

1.6 TOXOPLASMOSE EM HUMANOS

A toxoplasmose ¢ amplamente difundida em humanos pelo mundo inteiro e ha relatos
de prevaléncia variando de 4% na Coréia (RYU et al., 1996) ¢ 92% no Brasil (FIGUEIRO-
FILHO et al., 2005). Infec¢des sdao encontradas em todos os continentes, at¢ mesmo na
Antartica (DUBEY, 2010).

O homem pode infectar-se pelo consumo de cistos teciduais presentes em carnes
cruas, mal cozidas ou seus derivados provenientes de animais infectados, hortalicas e dgua
contendo oocistos eliminados pelos felideos, e pela transmissdo congénita (BREGANO;
LOPES-MORI; NAVARRO, 2010), e por ingestdo de leite de cabras contaminado com
taquizoitas de T. gondii (CHIARI; NEVES, 1984; RIEMANN et al., 1975).

O maior surto de infecgdo por T. gondii em humanos por veiculagdo hidrica ja
registrado, ocorreu no Brasil, no municipio de Santa Isabel do Ivai, Parana no ano 2002
(ALMEIDA et al., 2011). Constatou-se na sorologia 426 individuos positivos indicando
infeccdo aguda. A causa foi contaminacdo com fezes de gatos na dgua de abastecimento de
um dos tanques da cidade (DUBEY et al., 2004). Almeida et al. (2011) relataram a
importancia de fatores de ordem politica, social para a origem e agravamento da situagdo
sanitaria neste surto.

No Brasil, em escolas no Estado do Rio de Janeiro, Souza et al. (1987) obtiveram

prevaléncia de 68,4% entre 608 criangas examinadas através da RIFI. No Estado do Parana
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Lopes et al. (2008) encontraram 46,4% de positividade em criancas com idades de 4 a 11
anos.

Em individuos imunocompetentes, a infecgdo por T. gondii raramente desenvolve a
doenga, e se ha sinais clinicos normalmente manifestam-se como torpor, fadiga, dor de
cabeca, sudorese, dores nas articulacdes e nos musculos, febre baixa, ¢ menos frequente,
erupgdes cutaneas. Estes sinais clinicos podem durar uma ou mais semanas depois
desaparecer (HO-YEN, 2001). Em individuos imunodeprimidos pode causar sérios danos e

até o obito (DUBEY, 2010).

1.7 TOXOPLASMOSE EM CAPRINOS

Caprinos se apresentam como mais susceptiveis a toxoplasmose clinica em relagdo aos
outros animais de produgdo, ¢ até mesmo animais adultos morrem de toxoplasmose aguda
(DUBEY; BEATTIE, 1988) apresentando sinais clinicos como hipertermia, anorexia,
prostracdo e corrimento nasal, porém a principal preocupacdo sdo com os abortamentos, a
natimortalidade e mumificagao fetal (DUBEY, 2010).

A ocorréncia dessa doenca estd relacionada ao sistema de produgdo ao qual estdo
submetidos, variando em fun¢do dos fatores ambientais, socio-econdmicos (DUBEY, 2010),
climaticos e culturais (FIALHO; TEIXEIRA; ARAUJO, 2009).

O solo, pastagens, ragdo e agua contaminados com oocistos do T. gondii, e a forma
congénita sdo as vias de transmissdo de maior importancia epidemioldgica para caprinos
(CHIARI, 1981; DUBEY; BEVERLEY, 1988; SILVA et al., 2003).

Dubey (1982) relatou que de seis cabras infectadas com T. gondii, duas apresentaram
infec¢do congénita em mais de uma prenhez, manifestando na segunda gestacdo dois fetos
abortados, um feto natimorto e o nascimento de dois animais fracos culminando com a morte
de um deles logo ap6s o nascimento. O autor isolou o parasita a partir de diversos 6rgaos
desses filhotes. Silva et al. (2014) relataram em estudo experimental que, ap6s a primo-
infec¢do, cabras reinoculadas com cepas diferentes das previamente utilizadas, desenvolveram
toxoplasmose congénita.

Feldman e Miller (1956), em Nova York, foram um dos primeiros pesquisadores a
encontrar evidéncias da ocorréncia da toxoplasmose caprina. A primeira descricdo da
toxoplasmose como causa de importantes prejuizos reprodutivos em caprinos foi feita por

Munday e Mason (1979).
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Pode-se suspeitar de toxoplasmose em caprinos quando se observam falhas na
concepgdo pds-cobertura ou inseminagao artificial, intervalo inter-estro alterado ou irregular e
alta taxa de perdas embriondrias (SMITH; SHERMAN, 1994).

Pescador et al. (2007) e Caldeira et al. (2011) associaram a infecgdo por Toxoplasma
gondii com perdas reprodutivas em rebanhos caprinos no Rio Grande do Sul e na regido
centro Oeste do pais, respectivamente, identificando abortamentos, fetos natimortos ou que
morriam logo apos o parto.

Pescador et al. (2007) fizeram o primeiro relato de abortamento caprino por
toxoplasmose no Brasil. Os autores analisaram pela imunohistoquimica seis fetos caprinos e
encontraram T. gondii em varios tecidos de um dos fetos que possuia lesdes degenerativas.
Através da PCR foi detectado DNA de T. gondii em cinco fetos. As matrizes apresentaram na
RIFT titulos variando entre 512 e 2048.

Silva Filho et al. (2008), em investigacdo de surto de 44,8% (61/136) de abortos
caprinos € um rebanho na regido de Guarapuava no Parana, encontraram através da RIFI,
89,1% (271/304) de IgG anti- T.gondii. A relagdo dos abortos com a toxoplasmose foi
demonstrada pela positividade na RIFI em 96,7% (59/61) das cabras que abortaram. Os
autores relataram que animais com titulacdes >1024 apresentaram 10 vezes mais chances de
abortar em relacdo aos demais.

Em surto de abortamentos caprino em Pitanga, Parand, Reis et al. (2007) obtiveram
soroprevaléncia de 44,7% (126/282) para IgG-anti T.gondii em caprinos. Os animais
apresentavam repeti¢ao de cio, anestro, nascimento de animais fracos, alteragdes neuroldgicas
e ma formacao.

Em outro surto de toxoplasmose caprina houve taxa de 23% (9/39) de abortos em um
intervalo de 30 dias na regido Centro-Oeste do Brasil, Caldeira et al. (2011) encontraram na
necropsia de sete fetos abortados, encefalite necrosante, pneumonia mononuclear localizada e
mineralizagdo intralesional em um cérebro. Na Nested PCR, todos os cérebros foram positivos
para DNA de T. gondii. Os fetos tinham idades entre 110 e 140 dias. As matrizes dos
respectivos abortos foram examinadas pela RIFIL. Dos sete soros, quatro foram positivos para
IgG anti-T. gondii com titulagdes variando entre 1024 a 32.768, mostrando que houve
transmissao transplacentaria nas fémeas. Os autores relatam que na propriedade havia gatos
que tinham acesso ao ambiente dos caprinos.

Do ponto de vista epidemiologico, a toxoplasmose nos caprinos ¢ uma infec¢do de
ampla distribui¢do geografica, com soroprevaléncia variando entre 4.5% a 92.4% no Brasil

(Quadro 1):



Quadro 1 - Prevaléncia de Toxoplasma gondii em caprinos do Brasil de

acordo com o estado e ano.

Regido/Estado Autor (ano) n° de animais | T. gondii % Técnica (ponto de corte)
AL Anderlini et al. (2011) 454 39,0 RIFI (64)
BA Pita Gondin et al. (1999) 439 28,9 LAT (64)
BA Uzéda et al. (2004) 373 16,3 RIFI (16)
CE Cavalcante et al. (2008) 2362 25,1 ELISA
MA Soares, Silva e Brandao 92 37,0 ELISA

(2010)
MG Chiari et al. (1987) 343 68,0 RIFI (nd)
MG Chiari et al. (1987) 92,4 RIFI (nd)
MG Figueiredo et al. (2001) 174 19,5 RIFI (64)
MG Carneiro et al. (2009) 767 46,0 RIFI (64)
PB Alves et al. (1997) 631 26,8 RIFI (*nd)
PB Faria et al. (2007) 306 245 RIFI (64)
PB/PE Silva et al. (2015) 186 3.8 RIFI (64)
PE Silva et al. (2003) 213 40.4 RIFI (16)
PE Bezerra et al. (2013) 248 22,6 RIFI (64)
PR Sella et al. (1994) 153 30,7 RIFI (64)
PR Reis et al. (2007) 282 447 RIFI (64)
PR Silva Filho et al. (2008) 304 89,1 RIFI (64)
PR Garcia et al. (2012) 405 36.0 RIFI (64)
PR Fortes et al. (2013) 1058 30,0 RIFI (64)
RN Lima et al. (2008) 381 17,1 RIFI (64)
RN Aratjo Neto et al. (2008) 366 30,6 RIFI (64)
RN Medeiros et al. (2014) 244 47,1 ELISA
RS Maciel e Araujo (2004) 360 30,0 RIFI (nd)
SP Mainardi et al. (2000) 442 14,5 RIFI (16)
SP Silva et al. (2002) 100 8,0 RIFI (nd)
Sp Meireles et al. (2003) 200 17,0 ELISA
SP Figliuolo et al. (2004) 394 28,7 RIFI (64)
SP Modolo et al. (2008) 923 23,4 RIFI (16)

*nd= ndo definido
Fonte: Elaborado pelo proprio Autor.
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No municipio de Mossord, Estado do Rio Grande do Norte, foi obtido por Lima et al.

(2008), 17,1% (65/381) de caprinos positivos para T. gondii na RIFI, sendo que 13 das 14

propriedades pesquisadas eram positivas para o agente, mostrando a ampla disseminagdo da

infeccao pela regido.

Sella et al. (1994) encontraram 30,7% de sororreagentes ao T. gondii através da RIFI

em 8 propriedades na regido de Londrina, Parana. Todas as propriedades foram positivas. Foi

encontrada diferenga significativa entre animais jovens e adultos (p=0,0008) mostrando que a
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frequéncia de sororreagentes aumenta com a idade. Silva Filho et al. (2008) relatam que
animais com idades superiores a 1 ano apresentaram maiores soroprevaléncias ao T. gondii
(p=0,001).

Silva et al. (2003), em 10 propriedades caprinas de duas regides do Estado de
Pernambuco, obtiveram com a RIFI 40,4% (86/213) de soropositividade para T. gondii ¢
todas as propriedades foram positivas, com porcentagens entre elas variando de 15,9% a
87,5%. Mainardi et al. (2000) encontraram com o mesmo teste diagnostico, prevaléncia de
14,5% (64/442) de caprinos positivos para IgG anti-T. gondii, no Estado de Sao Paulo. O
ponto de corte utilizado em ambos os estudos foi de 16.

Alencar et al. (2010) em um estudo de 150 propriedades no Estado de Pernambuco,
relatam que a higiene didria das instalagdes ¢ realizada em apenas 14% das propriedades e a
desinfeccao em 16,9%. Esses dados confirmam as afirmag¢des de Gouveia et al. (2003) e
Pinheiro, Alves e Andreoli (2003) de que no rebanho caprino brasileiro, o estado sanitario e
nutricional ¢ deficitario, o uso de tecnologias ¢ inadequado e nao ha planejamento no manejo.

Masala et al. (2003) ¢ Masala et al. (2007), relataram a distribuicdo de DNA de T.
gondii em tecidos de abortos caprinos adultos, na Sardenha, Itdlia. Na primeira pesquisa
(1999-2002), DNA de T. gondii foi encontrado em 6,4% (23/362) dos fetos, 50% (6 /12) de
placentas, 8,6% (7/81) dos cérebros, em 7,3% (3/41) dos bagos, 6,25% (5/80) de musculos, e
2,5% (2/79) dos figados examinados. No segundo estudo (2003-2005), eles encontraram DNA
de T. gondii em 13% (3 de 23) de abortos.

1.8 CONTROLE DA TOXOPLASMOSE CAPRINA

A profilaxia da toxoplasmose caprina deve ser feita evitando a exposi¢cdo dos animais
as pastagens, agua e racdo contaminados com fezes de felideos contendo oocistos de T.
gondii. Desta forma faz-se necessario o controle da populagdo de gatos domiciliados e o
acesso destes aos caprinos, evitando assim a disseminagdo de oocistos no meio ambiente.

Em muitas propriedades rurais ha o uso de gatos para controle da populacdo de
roedores enquanto que para tal controle, o ideal ¢ que houvesse adequado e restrito
armazenamento de insumos e ragdo, medidas gerais de higiene de instalacdes e de
instrumentos agropecuarios (PAVLOVIC; IVANOVIC 2005).

Garcia et al. (2012), encontraram como fatores de risco aos caprinos a presenga de
gatos e roedores, acesso de gatos ao alimento de caprinos e gatos que cagam presentes na

propriedade. Mas Lima et al. (2008) ndo obtiveram associag@o estatisticamente significativa
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entre problemas reprodutivos e presenca de gatos nas propriedades caprinas. Figueiredo et al.
(2001) e Araujo Neto et al. (2008) relataram que manejo extensivo € semi-intensivo sao
fatores de risco para presenca de infeccdo toxoplasmica nos rebanhos caprinos pois animais
criados sob esses manejos sdo mais facilmente expostos a pastos contaminados com fezes de
gatos.

As placentas e restos fetais abortados devem ser corretamente removidos, enterrados
ou incinerados para prevenir a infec¢do de outros animais carnivoros (DUBEY, 1994).

A assisténcia veterinaria foi demonstrada como fator de protecdo associada para
infecg¢do por T. gondii em rebanhos caprinos no Parana (FORTES, 2013).

Devido a presenca de taquizoitas de T. gondii no leite caprino e ao risco de
transmissdo da toxoplasmose através deste alimento (BEZERRA et al., 2013; DUBEY et al
2014; MANCIANTI et al., 2013; RIEMANN et al., 1975; SILVA et al., 2015) uma estratégia
para evitar disseminagdo da infec¢do no rebanho, é alimentar os filhotes caprinos com leite
fervido ou pasteurizado, uma vez que o tratamento térmico mata o taquizoita (DUBEY,

2010).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

e Levantar dados descritivos, determinar a fonte de infecgdo, a via de transmissao e

analisar um surto de abortamento caprino por Toxoplasma gondii.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em caprinos de
propriedade leiteira.

e Demonstrar a presenga do T. gondii em sangue, leite de caprinos, solo ¢ residuos
alimentares, através da PCR e Bioensaio.

e Analisar as variaveis epidemioldgicas associadas a presenga do T. gondii no

rebanho.
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3 ARTIGO PARA PUBLICACAO

Fatores ambientais associados a um surto de toxoplasmose caprina

Environmental factors associated with an outbreak of caprine toxoplasmosis.

Resumo: O presente trabalho teve como objetivo pesquisar a ocorréncia da toxoplasmose em um surto
de abortamento e sinais clinicos especificos ocorridos em um rebanho caprino leiteiro do municipio de
Arapoti, Parana. Para esse estudo foram coletadas amostras de sangue de 33 caprinos com sinais
clinicos e posteriormente, sangue de 179 caprinos, dois gatos e dois cées; e amostras de leite de 78
cabras lactantes. Adicionalmente, foram coletadas quatro amostras de solo do ambiente onde viviam
filhotes de gatos e quatro amostras de residuo de alimentos dos comedouros dos caprinos. Foi
realizada a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para o sorodiagnodstico nas amostras
coletadas e dos soros de camundongos inoculados para o bioensaio. O bioensaio foi realizado em
camundongos que foram inoculados com leite e camada leucocitaria dos caprinos. Realizou-se
também analise molecular, através da PCR (Reacdo em Cadeia pela Enzima Polimerase) de leite e
sangue caprino, orgdos de camundongos do bioensaio, solo do local de permanéncia dos gatos e
residuos de alimentos dos comedouros. O resultado da RIFI foi de 76,53% (137/179) de
sororreagentes nos caprinos e todos os cées e gatos também foram sororreagentes ao T. gondii. Houve
aumento significativo de titulagdes >4096 entre os animais com sinais clinicos. No bioensaio,
realizado nos camundongos do material de 38 fémeas caprinas que apresentaram titulo acima de 4096,
observou-se positividade em pelo menos uma amostra de camada leucocitaria na RIFI e uma de leite
na RIFI e PCR. Foram positivas na PCR para DNA de T. gondii 11 amostras de sangue total, oito de
leite, trés de residuos dos cochos, e as quatro amostras de solo. Os caprinos machos jovens
apresentaram menores soroprevaléncia quando comparados ao restante do rebanho e as fémeas jovens.
Os resultados permitem concluir que o T. gondii estava presente nos animais estudados, no leite ¢ no
ambiente que habitavam, e foi a causa dos abortamentos e sinais clinicos ocorridos neste rebanho.

Palavras chave: Toxoplasma. Cabras. Diagnostico. RIFI; PCR. Bioensaio.

Abstract: This study aimed to investigate the occurrence of toxoplasmosis in an abortion outbreak and
specific clinical signs occurred in a dairy goat herd in the municipality of Arapoti, Parana, Brazil. For
this study were collected blood samples from 33 goats with clinical signs and later, 179 goats, two
kitten and two dogs; and milk samples of 78 lactating goats. In addition, were collected four
environmental soil samples where kittens lived and four samples of food residue from feeders goats. It
was made Immunofluorescence Antibody Test (IFAT) for the serodiagnosis in the samples collected
and in inoculated mice sera for bioassay. The bioassay was performed in mice that were inoculated
with milk and goat’s buffy coat. It was also conducted molecular analysis by PCR (Polymerase chain
reaction) of goat’s milk and blood, organs of mice bioassay, soil local’s kitten and waste trough. The
result of the IFAT was 76.53% (137/179) of seropositive goats and all dogs and cats were also
seropositive to T. gondii. There was significant increase titers >4096 among animals with clinical
signs. In the bioassay conducted in mice from material of 38 female goats that had titer >4096, was
observed positivity in at least one buffy coat sample in the IFAT; and positivity in IFAT and PCR in
one milk sample. Were positive by PCR for T. gondii DNA 11 whole blood samples, 8 milk, 3 waste
troughs, and all 4 soil samples. The young male goats showed significant lower prevalence by the
parasite when compared with the other goats of the herd and with young females too. The results
suggest that T. gondii was present in the animals studied, milk and the environment in which the
animals lived, and was the cause of abortions and clinical signs occurred in this flock.

Keywords: Toxoplasma. Goats. Diagnostics. [IFA. PCR. Bioassay.
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Introducéo

A toxoplasmose ¢ uma doenga que atinge todos os animais de sangue quente, sendo difundida
em todo o mundo. Seu agente etioldgico € o protozoario Toxoplasma gondii (NICOLE; MANCEAUX
1909) parasita intracelular que pode causar problemas reprodutivos em animais ¢ no homem, e tem
como hospedeiro definitivo os membros da familia dos Felideos (FRENKEL, 1971).

Em individuos imunocompetentes a infeccdo por T. gondii raramente progride com sinais
clinicos, porém nestes casos manifestam-se como torpor, fadiga, encefalite, sudorese, dores nas
articulagdes e nos musculos, febricula e, menos frequente, erup¢des cutdneas. Estes sinais clinicos
podem durar uma ou mais semanas e depois desaparecer (HO-YEN, 2001), contudo em gestantes, a
infec¢do congénita pode causar sérios danos, como lesdes em fetos, abortamento, ma formagao fetal,
natimortalidade, sinais clinicos neurologicos e morte (DUNN et al., 1999; FRENKEL, 2002).

A infeccgdo pelo parasita pode ser transmitida ao homem e aos animais principalmente por: via
fecal-oral, com a ingestdo de oocistos eliminados nas fezes dos gatos e presentes na agua, solo, areia,
frutas e verduras contaminadas; pelo carnivorismo, devido ao consumo de carnes e produtos de origem
animal crus ou mal cozidos contendo cistos teciduais; pela via transplacentaria através da circulagdo
materno-fetal com a passagem de taquizoitas presentes em grande numero na circulagdo materna
durante a fase aguda da infec¢io (BREGANO; LOPES-MORI; NAVARRO, 2010). Os taquizoitas
podem ser transmitidos também pela ingestdo de leite cru de caprinos (BEZERRA et al., 2013;
DUBEY et al., 2014; MANCIANTI et al., 2013; RIEMANN et al., 1975; SILVA et al., 2015) ou de
humanos (BONAMETTI et al., 1997).

A espécie caprina € a mais susceptivel a toxoplasmose clinica em relagdo aos outros animais
domésticos, e mesmo os animais adultos podem morrer devido a toxoplasmose aguda (DUBEY;
BEATTIE, 1988). Os caprinos, por sua vez, sdo importantes fontes de infec¢do ao homem por meio do
consumo de carne crua ou mal cozida, leite cru e seus subprodutos (BEZERRA et al., 2013; DUBEY
et al.,, 2011; DUBEY et al., 2014). A principal via de transmissdo para os caprinos ¢ a ingestao de
oocistos esporulados do parasita em agua e pastagem contaminadas (DUBEY; BEVERLEY, 1988).

O presente trabalho teve como objetivo levantar os dados descritivos e avaliar a ocorréncia do

Toxoplasma gondii em surto de abortamentos em um rebanho caprino leiteiro.

Material e Métodos
Aspectos éticos

A pesquisa foi realizada de acordo com as determinagdes e exigéncias do Comité de Etica em
Uso de Animais em Experimentacdo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria EMBRAPA e

aprovado sob o namero 010/2014.
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Area estudada, populacéo e coleta de materiais

1 Local e populacéo de estudo

O estudo foi realizado em uma propriedade rural, com 84 hectares, localizada no municipio de
Arapoti, que apresenta populacdo de 27.362 habitantes (IBGE 2014b) sendo 4.077 na area rural
(IBGE, 2014d). O municipio pertence a mesorregido Centro Oriental Paranaense e a propriedade
estudada situa-se a latitude de 24° 09’ 28” S e longitude 49° 99° 37” O, sob clima subtropical, relevo
cerrado e bioma mata atlantica. A populagdo caprina do municipio € estimada em 600 animais
distribuidos em 20 propriedades rurais (IBGE 2014c). O rebanho da propriedade investigada era
formado por 179 caprinos da raga Saanen sendo: 78 lactantes, um reprodutor, 65 fémeas jovens (< 6

meses) e 35 machos jovens (< 6 meses).

Descricao do surto

O surto de toxoplasmose ocorreu durante o més de outubro de 2013, foram observados em 33
animais com sinais clinicos linfadenopatia, diarréia, pelos ericados, emagrecimento, abortamento em
seis fémeas no tergo final de gestacdo, além de nascimento de filhotes fracos. Cinco caprinos vieram a
obito na primeira semana de vida com os seguintes sinais clinicos: um com obstrugéo retal; dois com
hiperemia; dois com diarreia; e presenca de cegueira. Os filhotes do rebanho também apresentavam
pelos ericados e baixo desenvolvimento. Em torno de 60% das fémeas apresentaram problemas
reprodutivos como dificuldade de emprenhar e repeticdo de cio. Foi relatada a morte de trés cabras,
duas delas apresentando sinais clinicos neurologicos, como movimentos de pedalagem. Foi relatada a
presenca de filhotes de gatos nascidos proximos ao local de ordenha, armazenamento de alimentos e

dos comedouros das cabras.

Coleta de material
1 Sangue

Amostras de sangue foram coletadas em dois momentos. No primeiro, em 17/11/2013, foram
coletados sangue de 33 animais que apresentavam sinais clinicos ¢ no segundo, em 29/11/2013, de
todos os 179 animais do rebanho e também de dois cées adultos e dois gatos filhotes de quatro meses
de idade. As amostras de sangue foram obtidas por venopun¢do jugular e acondicionadas em tubos
com e sem anticoagulante, previamente identificados, acondicionados em caixa isotérmica. Uma parte

das amostras foi armazenada a 4°C e outra a -18°C até o uso no Bioensaio e na PCR respectivamente.

2 Leite

Foram colhidas amostras de leite das cabras lactantes quando da segunda coleta de sangue.
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Ap6s eliminar os trés primeiros jatos de leite, foram coletadas manualmente 50 mL das duas
mamas antes da ordenha mecanica das cabras. O leite foi acondicionado em recipientes estéreis,
transportados e mantidos sob refrigeragdo até o processamento das amostras. Apos o processamento,
as aliquotas destinadas ao Bioensaio foram armazenadas sob refrigeragdo e as para o uso na PCR

foram congeladas.

3 Amostras Ambientais

Foram coletadas amostras superficiais de solo do local de maior permanéncia dos filhotes dos
gatos e dos residuos dos comedouros das cabras. O material foi acondicionado em recipientes plasticos

apropriados para uso laboratorial e mantido sob refrigeragao até o processamento.

4 Questionario epidemioldgico

Como instrumento de pesquisa, foi aplicado um questionario epidemioldgico para obter
informagdes sobre caracteristicas individuais e sanitarias dos animais e da propriedade, tais como:
presenga de felinos, pasteurizagdo do leite, tipo de criagdo, composi¢ao do rebanho, idade dos animais,

problemas reprodutivos, morte e sinais clinicos no rebanho.

Exames realizados

1 Reacéo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

As amostras de soro foram analisadas pela Rea¢do de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
segundo método descrito por Camargo (1973), com a utilizagdo do conjugado anti-IgG (Sigma
Immuno Chemicals) espécie-especifico e como antigeno foram utilizados taquizoitas de T. gondii da
cepa RH mantidos e produzidos em camundongos suicos. Em caprinos foram consideradas positivas
as reacdes com titulo > 64 (NAVARRO, et al., 2008), em cies, gatos e camundongos >16 (FREIRE et
al., 1992; GARCIA et al., 1999).

Nas amostras dos caprinos da 1?* coleta foi realizada a pesquisa de anticorpos anti T. gondii até
a titulagdo maxima do soro; ja as amostras dos caprinos, caninos ¢ felinos da 2* coleta foram

pesquisadas até a titulacdo 4096.

2 Bioensaio em camundongos

Os caprinos que apresentaram titulos acima de 4096 tiveram suas camadas leucocitaria e o
leite inoculados em dois camundongos por amostra segundo método adaptado de Dubey (2010). O
leite foi centrifugado a 500xg por 10 min para obter o sedimento contendo a camada protéica. A

camada leucocitaria foi obtida pela centrifugag@o do sangue total a 1500xg por 10 min.
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Camundongos suicos de 45 dias foram inoculados pela via intra-peritoneal com ImL da
porgdo protéica de leite ou 0,75mL de camada leucocitaria.

Apods 45 dias os camundongos foram eutanasiados e coletado sangue para a pesquisa de
anticorpos anti-T. gondii pela RIFT e cérebro para identificagdo de cistos teciduais em microscopia
optica comum. Uma aliquota de cada amostra dos o6rgios foi armazenada a -18°C e os 6rgdos dos
camundongos positivos na RIFI foram submetidos a analise molecular. Também foram coletados
orgdos (coragdo, figado, bago, pulméo e parte do cérebro) que apds macerados com solugdo salina

0,9% e filtrados em gaze estéril foram reinoculados como pools de 1mL.

3 Analise molecular
3.1  Extracdo de DNA

Aliquotas de 1,5mL de leite foram diluidas em dgua milli-Q e submetidas a trés lavagens com
centrifugacdo a 1000 x g por 10 min. Apds cada centrifugagdo do leite, a gordura foi mecanicamente
retirada com o auxilio de uma bucha de algodao.

A extracdo de DNA do sangue total e do leite dos caprinos, foi realizada usando o Kit de
Extragdo Mini Spin Plus (BIOPUR™), e dos cérebros e o6rgdos dos camundongos do bioensaio
positivos na RIFI com o Kit de Extragdo Pure Link™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen®, USA) de
acordo com as recomendacoes do fabricante.

Amostras de solo do local de abrigo dos felinos ¢ de residuos de alimentos dos comedouros
dos caprinos foram submetidas ao método de extragdo de DNA adaptado de Boni de Oliveira e Franco
(2012). Em tubos tipo Falcon® de 50 mL, foram adicionadas 30 mL de Tween 80 a 1% a aliquotas de
10g de amostra. O material foi submetido a agitagao orbital por 30 min a 20 rpm e repousado por 5
minutos & temperatura ambiente. O sobrenadante foi colhido e centrifugado a 1800xg/10 minutos e o
sedimento ressuspendido em solug¢do de sacarose 1,2 g/mL e novamente centrifugado a 1800xg /10
minutos. A suspensdo da amostra foi recuperada e lavada duas vezes a centrifugagdo de 1800xg /10
minutos com agua destilada e o sedimento foi armazenado para extragio do DNA. O protocolo de
extragdo seguiu conforme recomendacdes do fabricante do kit Nucleo Spin Tissue DNA Extraction
(MACHEREY-NAGEL).

O DNA extraido foi eluido em tampao de eluigcdo do kit e acondicionado em microtubos de

polipropileno estéreis de 1,5mL, identificados e estocados a -20°C para uso nas reacdes de PCR.

3.2  Deteccdo Molecular

A reacdo de PCR foi realizada de acordo com Homan et al. (2000) utilizando o par de primers
TOX4(CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG),TOXS5(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGA
TT). Para as amplificagdes foram selecionados ciclos de desnaturacdo a 94°C for Smin, seguidos por
35ciclos de 30seg a 95°C, 63°C, Imin a 72°C, ¢ uma extensdo final a 72°C por 7min a enzima



190
191
192
193

194

195
196
197
198
199
200
201

202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225

37

Platinum Taq DNA Polymerase (Life Technologies®), mix de 2,5mM de MgCl2, 5ul de DNA
extraido, ¢ em cada reag@o foram incluidos controles negativo (agua milliQ) e positivo (taquizoitas da
cepa RH). O fragmento de 529pb foi visualizado depois de eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(Invitrogen®) e corado com SyBr safe DNA (Invitrogen®).

Analise estatistica

A andlise estatistica para associagdo entre o resultado da sorologia ¢ os dados obtidos no
questiondrio epidemiologico ¢ nas constatagdes feitas no local do surto, foi realizada por meio do
software EPIINFO 3.5.4. Para a analise das diferengas entre duas proporgdes utilizou-se o teste de qui-

quadrado corrigido de Yates, considerando-se o nivel de significancia de 5%.

Resultados

A prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii nos caprinos obtida pela RIFI na 1* coleta foi de
66,63% (21/33); e a do rebanho obtida na 2% coleta foi de 76,53% (137/179). Foi observada titulagéo
maxima de 1.048.576 em dois animais estudados. O unico reprodutor do rebanho apresentou titulagdo
de 256 ¢ PCR em sangue total negativo. Houve aumento significativo (p=0,0136) da porcentagem de
animais positivos com titulos >4096 entre a 1* e 2* coleta de sangue (tabela 1). Ainda, foram positivos
a RIFI os dois gatos (1:16 ¢ 1:4096) e os dois cdes (ambos 1:4096) da propriedade.

No bioensaio, uma amostra de camada leucocitaria e uma amostra de leite, apresentaram
resultados positivos quando os soros dos camundongos inoculados foram submetidos a RIFI; e pool de
orgdos de camundongos inoculados com uma amostra de leite também foram positivos na PCR.
(Tabela 2).

Entre as 40 amostras selecionadas de sangue dos animais que apresentavam sorologia positiva
com titulos >4096 e as 16 amostras de leite entre os animais com titulacdes >1024, para realizacdo de
PCR, a presenca de T. gondii foi observada em 27,5% (11/40) das amostras de sangue total e em 50%
(8/16) de leite (Tabela 2).

As quatro amostras de solo e trés das quatro amostras dos residuos de alimentos dos
comedouros das cabras foram positivas na pesquisa do T. gondii na PCR.

Quanto as variaveis associadas ao rebanho houve diferenca significativa entre a prevaléncia
das diferentes categorias: os machos jovens apresentaram menor prevaléncia em relagdo aos demais
caprinos (p=0,0002) e em relagdo as fémeas jovens (p=0,0017) (tabela 3).

Considerando as categorias zootécnicas dentre os animais positivos, os machos jovens
apresentaram significativa menor prevaléncia de titulagdes >1024 em relacdo aos demais caprinos
(p=0,0051) e em relagdo as fémeas jovens (p=0,0350) (tabela 4).

Na visita e na inspecdo do local do surto foi constatado que os caprinos machos jovens eram

criados separados do restante do rebanho, que ndo consumiam os alimentos concentrados e que
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recebiam ragdo diferenciada das fémeas; por outro lado todos os grupos consumiam o mesmo feno. No
entanto, foi constatado que os alimentos eram armazenados em um mesmo local, com acesso de
filhotes de gatos.

Todas as categorias zootécnicas recebiam manejo semi-intensivo, com cobertura natural, as

lactantes eram ordenhadas diariamente e seus produtos vendidos no comércio local sem pasteurizagio.

Discussao

A alta prevaléncia de caprinos soropositivos (76.53%) somados aos altos titulos de IgG anti-T.
gondii, a presenca do parasita no bioensaio € de seu DNA em amostras de sangue ¢ leite, aliados aos
sinais clinicos observados (cegueira, natimortalidade, abortos, sinais neurologicos), caracterizaram
este surto de toxoplasmose caprina. Resultados semelhantes foram relatados por Silva Filho et. al.
(2008), que acompanharam um surto envolvendo 304 caprinos, na regido sul do Estado do Parana
onde encontraram altos titulos de anticorpos anti-T. gondii, prevaléncia de 89.1%, bioensaio positivos
de fetos abortados e sinais clinicos. Similares em outras regioes Chiari et al (1987) no estado de Minas
Gerais e Villalobos et al. (2008) no estado de Sao Paulo, acompanhando surtos de toxoplasmose em
caprinos, também encontraram altas prevaléncias na RIFI, 92,4% (317/343) e 100% (40/40)
respectivamente. Na Republica Tcheca, Slosarkova et al. (2000), em um surto em rebanho caprino,
relataram prevaléncia de 66% na RIFI e entre 44 fémeas prenhas, cinco abortaram.

Ainda no Parana, quando comparado aos rebanhos sem problemas reprodutivos, a prevaléncia
foi maior que as encontradas por Sella et al. (1994) com 30,7%; Reis et al. (2007) 44,7%; Garcia et al.
(2012) 35,9% e Fortes et al. (2013) 30%. Também foi maior quando comparado aos levantamentos
epidemiologicos em outros rebanhos caprinos no Brasil, com prevaléncias variando de 3,8% a 47%,
dentre elas, Mainardi et al. (2000) 14,5%, Figueiredo et al. (2001) 19,5%, Silva et al. (2003) 40,4%,
Figliuolo et al. (2004) 28,7%, Uzéda et al. (2004) 16,3%, Faria et al. (2007) 24,5%, Lima et al. (2008)
17,1%, Aratjo Neto et al. (2008) 30,6%, Carneiro et al. (2009) 45,8%, Anderlini et al. (2011) 39%,
Bispo et al. (2011) 47,6%, Luciano et al. (2011) 29,1%, Bezerra et al. (2013) 22,6%, Silva et al. (2015)
3,8%.

O significativo aumento das titulagdes entre os animais com sinais clinicos amostrados entre a
1* e 2° coletas, evidenciou que o surto ainda estava ativo no rebanho.

Altas titulagdes podem ser detectadas em infec¢des agudas e em reagudiza¢des por T. gondii
segundo Robert et al. (1981) e Silva Filho et al. (2008). Os autores afirmaram que surtos de abortos
em caprinos associados com titulagdes >1024 pode ser indicativo de que o T. gondii seja o agente
causador e ainda da Silva (2012) relatou infecgdo congénita em cabras com titulagdes <1024. E
possivel que em estudo de soroprevaléncia se encontre muitos titulos >4096, como os observados por
Figliuolo et al. (2004) e Reis et al. (2007), 18,6% e 30,9% respectivamente. Aratjo Neto et al. (2008)

em um estudo de prevaléncia observaram titulagdes >4096 em 19,6% dos positivos, atingindo o limite



262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
2901
292
293
294
295
296
297
298

39

maximo de até 16 mil. Dubey (2010) justifica esses achados em rebanhos caprinos com a alta
suscetibilidade dessa espécie a infec¢do pelo T. gondii, assim como os altos titulos de anticorpos que
podem ser mantidos por logo tempo, independentemente da existéncia de sinais clinicos (DUBEY,
1981). No presente estudo, 69,3% dos animais apresentaram titulos >1024 a mais de 1 milhdo. Silva
Filho et al. (2008) relataram que fémeas com titulagdes >1024 apresentaram 10 vezes mais chances de
abortar em relag@o aquelas com titulos abaixo deste. Também Vitor, Ferreira e Fux (1999) observaram
associagdo entre altas titulagdes de anticorpos anti-T. gondii e abortamentos em caprinos e Dubey et al.
(1981) relataram casos de abortos e natimortos entre caprinos e ovinos, tendo T. gondii como a causa
mais provavel, onde observaram altas titulagdes (1024 a 4096).

Quanto aos caes e gatos da propriedade, estes eram alimentados com sobras de leite cru das
cabras e todos foram positivos na RIFI. Tavassoli et al. (2013) afirmaram que uma infima parte de
taquizoitas ingeridos podem sobreviver ao suco gastrico devido a rapida passagem pelo estdmago,
expondo animais a infec¢ao.

Os resultados positivos no bioensaio ¢ na PCR de sangue e leite caprino, chamam a atengao
para risco de transmissao do parasita por meio do consumo dos subprodutos desses animais. O caprino
¢ uma das espécies mais susceptiveis a infecgdo pelo T.gondii representando importante fonte de
infeccdo para o homem, em que a transmissao pode ocorrer pelo consumo de carne crua ou mal cozida
e leite in natura (DUBEY, 1981; DUBEY; ADAMS 1990; FIGUEIREDO, 2001; VITOR;
FERREIRA; FUX, 1999). O risco de transmissdo de T. gondii através do leite de cabras foi
demonstrado por Chiari e Neves (1984) e Dubey (1980) em infecgdo experimental; e Vitor, Ferreira e
Fux (1991), verificaram que a eliminacdo de taquizoitos no leite pode perdurar por até 434 dias.
Bezerra et al. (2013) e Dubey et al. (2014) demonstraram a sobrevivéncia de taquizoitas do T. gondii
em leite de cabras, e a sobrevivéncia ao processo de fabricagcdo de queijo frescal (DUBEY et al.,
2014). O alto risco de transmissdo do T. gondii para os consumidores foi evidenciado na propriedade
avaliada neste estudo, uma vez que ndo havia assisténcia veterinaria para o rebanho e os produtos eram
comecializados sem pasteurizagao.

A contaminag@o ambiental, a proximidade ¢ o acesso dos caprinos aos locais de permanéncia
dos filhotes dos gatos, podem estar relacionados as diferencas de prevaléncia entre as categorias
zootécnicas estudadas. Os machos jovens foi a categoria que apresentou menor prevaléncia de
soropositivos e também o menor indice de titulagdes >1024 entre os positivos; esses animais eram
mantidos em piquete sem acesso as proximidades do local de nascimento dos gatos, diferentemente
das fémeas jovens e as adultas, que tinham acesso a esses locais. Araijo Neto et al. (2008) afirmam
que a presenca de gatos nas propriedades influencia aumentando a positividade de caprinos ao T.
gondii. Assim como Santos et al. (2010) e Du et al. (2012a, 2012b) afirmam que ambientes
frequentados por gatos sdo amplamente contaminados por oocistos de T. gondii e que as propriedades
rurais com maior nimero de gatos sdo as mais contaminadas. Sella et al. (1994) sugeriram

contaminacdo ambiental por oocistos esporulados como fonte de infecgdo. Mas Lima et al. (2008) nao
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obtiveram associagdo significativa entre presenca de gatos e soro-prevaléncia para T. gondii. Todas as
categorias zootécnicas na propriedade recebiam manejo semi-intensivo, Garcia et al. (2012)
demonstraram o manejo semi-intensivo como fator de risco para a infecgdo pelo T. gondii. Apesar de
os machos jovens ndo terem consumido o mesmo alimento concentrado e ragdo que as f€meas, foi
constatado que todos esses alimentos eram armazenados proximo ao local de permanéncia dos filhotes
de gatos, com acesso desses aos sacos de ragdo que permaneciam abertos e Garcia et al. (2012)
relataram que o acesso de gatos a ragdo de caprinos foi considerado fator de risco para infecgdo por T.
gondii no rebanho.

A contaminagdo ambiental com oocistos foi evidenciada pelos resultados positivos da PCR
nas amostras obtidas de solo e restos de alimentos no comedouro, 0o que caracteriza essas vias de
transmissdo. Estudos relatam que oocistos esporulados podem permanecer viaveis no ambiente por 18
meses (FRENKEL; RUIZ; CHINCHILLA, 1975) e a temperatura de 4°C por 11 semanas (LINDSAY
et al., 2002). Dubey (1998) relata sobrevivéncia de oocistos por até 54 meses em agua sob temperatura
de 4°C, 13 meses a 0°C e 106 dias a -5°C e -10°C. O autor afirma ainda que os oocistos ndo perdem
infectividade entre 10°C e 25°C por 200 dias, mas que a 45°C tornam-se ndo-infectantes em dois dias,
e entre 55°C a 60°C resistem por dois e um minuto respectivamente.

Infecgdes por T. gondii em rebanhos caprinos tem importancia tanto para Satde Publica como
para o desenvolvimento da caprinocultura. Desta maneira, o presente estudo demonstrou importantes
abordagens para a investiga¢do de um surto de toxoplasmose em caprinos.

Uma vez identificadas a fonte de infec¢do e as vias de transmiss@o, foi orientado ao
proprietario quanto as medidas preventivas a serem tomadas no rebanho e também quanto ao risco a

saude publica quando da ingestdo do leite e ou subprodutos contaminados pelo agente.

Conclusdo

Os resultados obtidos no presente trabalho, tais como: elevada ocorréncia de anticorpos anti-T.
gondii; positividade no bioensaio e na PCR de sangue e leite; positividade na PCR de solo ¢ residuos
de alimentos no comedouro e sinais clinicos compativeis com toxoplasmose evidenciaram um surto de
toxoplasmose causado pela contaminag¢do ambiental (solo e alimentagdo) com oocistos de T. gondii;

eliminados por filhotes de gatos presentes na propriedade.
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Tabelas
Tabela 1 - Comparagdo da titulagdo de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii, pela reagdo

de imunofluorescéncia indireta em duas coletas de sangue, de caprinos com sinal
clinico em um surto, Arapoti, Parana, 2013.

Titulo 12 coleta -17/11/2013 22 coleta -29/11/2013
n (%) n (%)
Negativo 12 (36,4) 7(21,2)
64 6 (18,2) 1(3,0)
256 2(6,1) 2.(6,1)
1024 3(9,1) 2(6,1)
>4096 10 (30,3) 21 (63,6)
total 33 (100,0) 33 (100,0)




529
530
531

532
533
534

535

47

Tabela2 -  Resultados do bioensaio de camundongos inoculados com amostras de leite e
camada leucocitéria de sangue caprino e PCR de leite e sangue total dos
caprinos, solo e residuos de alimento dos comedouros, Arapoti, Parana. 2013.

Bioensaio Bioensaio Leite Sangue Solo Comedouros
Leite Leucocitos total
*RIFI 1/19 1/19 - - - -
*PCR 1/1 **nr 8/16 11/40 4/4 3/4

* Positivos/Total
**nr = ndo realizado.
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Tabela 3 - Prevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii, pela reacao de
imunofluorescéncia indireta, em surto em rebanho de 179 caprinos
classificados por idade, sexo e categoria zootécnica, Arapoti, Parana, 2013.

Grupos comparados Positivos*/Total (%0) Valor de P
< 6 meses 72/100 (72,0) 0,1516
Adultos 65/79 (82,2)

Lactantes 64/78 (82,0) 0,1762
Todas categorias 73/101 (72,3)

Fémeas < 6 meses 54/65 (83,0) 0,1688
Todas categorias 83/114 (72,8)

Machos < 6 meses 18/35 (51,4) 0,0002
Todas categorias 119/144 (82,6)

Machos < 6 meses 18/35 (51,4) 0,0017
Fémeas < 6 meses 54/65 (83,0)

* Segunda coleta de sangue
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gondii, pela reagdo de

imunofluorescéncia indireta em amostras positivas de soros caprinos de um
surto, classificados por idade, sexo e categoria zootécnica, Arapoti, Parana,

2013.
Titulo Titulo Titulo Total
64 256 >1024 n
n (%) n (%) n (%)
Fémeas Lactantes 6 (9,4) 8 (12,5) 50 (78,1) 64
Machos < 6 meses* 6 (33,3) 5(27,8) 7 (38,9) 18
Fémeas < 6 meses* 9 (16,7) 7 (13,0) 38 (70,4) 54

*animais que recebiam leite no comedouro.
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CONCLUSAO

Com os resultados obtidos no presente estudo tais como:

Alta prevaléncia de anticorpos IgG-anti T. gondii em 76,53% (137/179) dos
caprinos examinados.

Significativa diferenga das prevaléncias para IgG anti-T. gondii entre as
categorias zootécnicas dos caprinos conforme a proximidade a fonte de
contaminag¢ao pelo agente.

Positividade na PCR para DNA de T. gondii em 27,5% (11/40) ¢ 50% (8/16) em
amostras de caprinos de sangue ¢ leite respectivamente.

Positividade na RIFI e PCR do bioensaio em camundongos inoculados com
sangue e leite caprinos.

Detecgao pela PCR de DNA de T. gondii nas amostras de solo do local de
permanéncia dos filhotes de gatos e nas amostras residuos de alimentos nos
comedouros dos caprinos.

Constatacdo de sinais clinicos e sequelas presentes no rebanho tais como: morte,
abortamentos, linfadenopatia, ma formagdo e baixo desenvolvimento de filhotes.
O surto de toxoplasmose caprina foi causado por contaminagao ambiental de

oocistos de T. gondii eliminados por filhotes de gatos presentes na propriedade.
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APENDICE A

Questionario epidemioldgico sobre a propriedade rural.

1) Municipio:

2) Proprietario:

3) Telefone para contato: ( )
4) Propriedade:
5) Area em ha.:

6) Nome do entrevistado:

7) Fungao do entrevistado na propriedade:
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8) Data da coleta das amostras: / /

9) Coordenadas: S ° W ° ” Elevagao:
10)Tipo de exploragdo: o Corte o Leite 0 Mista

11)Tipo de criagao: o Confinado o Semi confinado o Extensivo
12)Tipo de ordenha:

0 Manual 0 Mecénica ao pé 0 Mecanica sala de ordenha o Nao ordenha
13) N° de cabras em lactagdo:

14) Producao diéria de leite na fazenda (em litros):

15) Faz pasteurizagdo do leite?
Osim  Ondo
16) Inseminagao:
O Artificial 0 Monta natural 0 Artificial e Monta natural

17) Raca(s) dos caprinos:

18) Composi¢ao do rebanho:

Caprinos Machos (meses) Fémeas (meses)

Total 0-6 >6 0-6 >6

19) Outras espécies domésticas na propriedade? Quais?
Oondo Obovinos Oequinos Osuinos Oaves

Doutras (especificar)

20) Caninos ou felinos presentes na propriedade? Quantos?
0 ndo O caninos o felinos

21) Presenca de Ratos na propriedade?:  osim  0ndo
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22) Tem pastagem que faz divisa com mata? Osim 0ndo
23) Nos ultimos 2 anos houve aquisi¢ao de caprinos? Osim  ©Onao
24) Se houve aquisi¢@o de caprinos nos ultimos 2 anos, foram exigidos exames de sangue?
Osim  Ondo
25) Se houve aquisi¢@o de caprinos nos ultimos 2 anos, de onde vieram esses animais?
O exposicdes 0O leildo o de outras fazendas
26) Local de abate dos animais no fim da vida reprodutiva:
O ndo abate 0 nafazenda O estabelecimento sem inspegdo oficial
O estabelecimento com inspeg¢ao oficial
27) Aluga pasto em alguma €poca do ano? ©sim Onao
28) Tem pasto em comum com outras propriedades? Osim Ondo
29) Existem na propriedade areas alagadicas as quais os animais tem acesso? Osim
Onao
30) A quem entrega leite? O cooperativa O laticinio Odireto ao consumidor ©nao
entrega
31) Se sim, a entrega do leite ¢ feita a granel? osim  cndo
32) Faz resfriamento do leite? osim  0ndo
33) Se sim, como faz resfriamento do leite?
o resfriador ou tanque de expansdo proprio 0 resfriador ou tanque de expansao
coletivo
34) Produz queijo ou manteiga na propriedade? osim  Ondo
35) Se produz queijo ou manteiga na propriedade, € para qual finalidade?
O consumo proprio O venda
36) Consome-se leite cru da propriedade? osim  cndo
37) Tem assisténcia veterinaria? Osim  0Ondo
38) Se tem assisténcia veterinaria, de que tipo ela ¢?

O veterindrio de cooperativa O veterindrio particular



APENDICE B

Questionario a respeito de cada caprino amostrado na propriedade com algumas questdes gerais do rebanho.
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Sinais Clinicos a

Apds a entrada dos gatos.

Dados em dezembro de 2013

ID

Animal

época da coleta Emprenhou

Abortou

Idade

Sexo

Categoria

SIM | NAO

SIM =

tergo

NAO

<lano

>1ano

MACHO

FEMEA

M corte

F lactagdo

F adulta vazia

F fora da idade reprodutiva

Questdes: (as respostas devem ser de acordo com as informacg6es da época do surto, se lembrar qual o animal, favor identificar com o nimero do brinco)

1) usava, na época, inseminagdo artificial ou s6 monta natural?

2) quantos animais morreram apds o inicio do surto?

3) quantos animais morreram na primeira semana de vida apds o inicio do surto?

4) quantos animais apresentaram sinais neurolégicos apds o inicio do surto?

5) quantos animais nasceram com mal formag&es apds o inicio do surto?

6) quantas fémeas apresentaram problemas reprodutivos apods o inicio do surto (repeticdo de cio, retengdo de placenta)?
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ANEXO A

Protocolo do Comité de Etica

Em@:a

Caprinos e Ovinos

M.I. CEUA/CNPC N° 010/2014. Sobral, CE, 30 de abril de 2014.

De: Comissio de Etica no Uso de Animais — Embrapa Caprinos e Ovinos

Para: Antonio Cézar Rocha Cavalcante — Pesquisadora da Embrapa Caprinos e Ovinos

Prezada Pesquisadora,

Comunicamos o recebimento do projeto “Caracterizagio zoossanitiria da
caprinocultura e ovinocultura no brasil: epidemiologia, fatores de risco e impacto econémico
das enfermidades” pela CEUA-CNPC. Informamos que seu projeto recebeu o protocolo n°
010/14 e sera distribuido para avaliagdo em reunido ordindria a ser realizada no dia
20/05/2014. Por favor, mencione o numero do protocolo em qualquer correspondéncia futura

relacionada ao projeto.

Atenciosamente,
Diego Barcelos Galvani

Coordenador da CEUA-CNPC

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Centro Nacional de Pesquisa de Caprinos e Ovinos
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
Fazenda Trés Lagoas, Estrada Sobral-Groairas, Km 4,
CEP 62010-970 Sobral — CE
Telefone (88) 3112.7400 Fax (88) 3112.7455
www.cnpc.embrapa.br
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