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RESUMO

GUIMARAES FILHO, ANTONIO ALFREDO DE MELO. Prevaléncia de
anticorpos Anti — Toxoplasma godii e Anti — Neospora canina em suinos abatidos
no matadouro publico de Patos, Estado da Paraiba, Brasil.

Patos, UFCG. 2008 47p. (Especilizagio em Satde Publica Veterinaria).

Foi conduzido um estudo soroldgico em 130 suinos abatidos no matadouro
publico de Patos, Estado da Paraiba, Brasil, com o objetivo de determinar a prevaléncia
de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e anti-Neospora caninum, bem como verificar
possiveis associagdes entre o sexo dos animais e a prevaléncia de anticorpos. Para a
pesquisa de anticorpos anti-I. gondii e anti-N. caninum, foram utilizados testes de
imunofluorescéncia indireta, considerando as dilui¢des de 1:64 e 1:50 como pontos de
corte, respectivamente. A prevaléncia de anticorpos anti-7. gondii foi de 36,2%, com
titulos variando de 64 a 2048, e a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum foi de
3,1%, com titulos variando de 50 a 6400. Ndo houve associa¢des entre o sexo dos
animais e a prevaléncia de anticorpos anti-7. gondii e anti-N. caninum. Sugere-se a
implantagdo de praticas adequadas de manejo nas criagdes de suinos com o intuito de
se prevenir a transmissdo de toxoplasmose e neosporose para esses animais, bem como
a ado¢do de medidas de prevengdo por parte da populagdo consumidora de carne suina
do municipio de Patos, uma vez que a toxoplasmose é uma importante zoonose. A
detecgdo de anticorpos anti-N. caninum em suinos abatidos no matadouro publico de
Patos, Paraiba, é o primeiro relato de infecgdo nessa espécie animal no Nordeste

brasileiro.

Palavras-chave: Soroprevaléncia, Toxoplasma gondii, Neospora caninum, suinos, Patos.



ABSTRACT

GUIMARAES FILHO, ANTONIO ALFREDO DE MELO. Prevalence of anti-
Toxoplasma gondii and anti- Neospora caninum antibodies in swine slaughtered in
the public slaughterhouse of Patos city, Paraiba state, northeast region of Brasil.
Patos, UFCG. 2008 47p. (Specialization Course on Veterinary Public Health).

A serologic survey was conducted among 130 swine slaughtered in the public
slaughterhouse of Patos city, Paraiba State, Northeastern Brazil, to determine the
prevalence of anti-Toxoplasma gondii and anti-Neospora caninum antibodies, and to
verify possible associations between sex of the animals and antibody prevalence. The
sera were analyzed for anti-7. gondii and anti-N. caninum antibodies by indirect
fluorescent antibody tests, considering 1:64 and 1:50 dilutions as cut-off points,
respectively. The prevalence of anti-7. gondii antibodies was 36.2%, with titers ranging
from 64 to 2048, and anti-N. caninum antibodies was 3.1%, with titers ranging from 50
to 6400. There were no associations between sex of animals and prevalence of anti-7.
gondii and anti-N. caninum antibodies. It is suggested the implantation of adequate
management measures in the swine herds with the aim of preventing the transmission of
toxoplasmosis and neosporosis to these animals, as well as the adoption of prevention
measures by swine meat consumers of the Patos municipality because toxoplasmosis is
a important zoonose. The detection of anti-N. caninum antibodies in swine slaughtered
in the public slaughterhouse of Patos, Paraiba state, is the first report of infection in this

animal species in Northeastern Brazil.

Key words: Seroprevalence, Toxoplasma gondii, Neospora caninum, swine, Patos.



1. INTRODUCAO

A carne suina € a mais produzida e consumida no mundo, representando cerca
de 50% do consumo global de carnes. Entretanto, no comércio internacional, participa
com menos de cinco milhdes de toneladas anuais, sendo o mercado importador bastante
concentrado € com um menor nimero de paises, perdendo em volume tanto para a carne
de aves como para a bovina. A produgdo mundial de carne suina apresentou entre 2000
e 2007, crescimento médio anual de 3,5% e deve alcangar, neste tltimo ano, cerca de
102 milhdes de tonelada (USDA, 2007).

A cadeia produtiva de suinos se posiciona entre as mais dindmicas do pais, pelos
efeitos positivos e multiplicadores que causa nas cadeias de insumos, em especial do
milho, soja e ragdes, bem como nos setores de industrializa¢@o, transporte, industria
quimica e bioldgica, servigos, entre outros. Em 2006, por exemplo, foram consumidos
pela suinocultura brasileira em torno de 27% das ragdes produzidas, correspondendo a
13,1 milhdes de toneladas, com 8,5 e 3,3 milhdes de toneladas de milho e farelo de soja,
respectivamente (UBA, 2007).

Dentre as doengas infecciosas que afetam a sanidade do rebanho suino e
comprometem o desempenho reprodutivo dos plantéis, a toxoplasmose assume grande
importdncia. Some-se a isso o fato de se tratar de uma zoonose de ampla distribuigfo
(ACHA e SZYFRES, 1987), e seu controle em suinos ¢ fundamental para a protegdo
dos consumidores.

O Neospora caninum é causa significante de abortamento em bovinos, e com
excegdo de cdes, a doenga raramente € descrita em outras espécies (DUBEY, 1999). A
infecgdo experimental de matrizes suinas com N. caninum resulta em transmissdo
transplacentaria (JENSEN et al., 1998), no entanto, nada se sabe sobre sua possivel

presenga na populagdo suina da Paraiba.
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2. OBJETIVO

Tendo em vista a caréncia de informagOes acerca da neosporose e da
toxoplasmose em suinos, tanto em nivel nacional quanto na regiio Nordeste, assim
como a grande importincia que estes animais apresentam na cadeia epidemiologica da
doenga apds sua identificagdo como hospedeiros intermedidrios, o presente trabalho
teve como objetivo determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum e
anti-7Toxoplasma gondii em suinos abatidos no matadouro publico de Patos, Estado da
Paraiba, Brasil, bem como realizar uma analise de associag¢do entre a variavel sexo dos

animais e a soroprevaléncia.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Toxoplasmose

3.1.1 Generalidades

A toxoplasmose, zoonose de distribuigdo mundial causada pelo Toxoplasma
gondii, tem como hospedeiros o homem e outros animais de sangue quente. A infecgfio
humana por 7. gondii pode ocorrer apds o nascimento, principalmente pelo consumo de
carmne crua/mal cozida contendo cistos teciduais, bem como por alimentos e dguas
contaminadas pelos oocistos (AMENDOEIRA et al., 1999).

Embora esta doenga seja geralmente assintomdtica e auto-limitante em
individuos adultos imunocompetentes, causando algumas vezes apenas sinais leves e
inespecificos como febre, indisposi¢do, linfoadenopatia transitoria, a infec¢do em
gestantes pode causar sérios problemas de saude no feto. Este fato ¢ ainda mais
relevante, principalmente se o primo-contato ocorrer durante o periodo de gestagio
podendo causar transmissdo transplacentdria — toxoplasmose congénita com severas
seqiielas na crianga, como retardo mental, cegueira e epilepsia. Obstetras devem
apresentar as suas pacientes a importancia da pesquisa clinica e soroldgica a respeito da
infecgdo (JONES et al., 2001).

A toxoplasmose também ¢ preocupagdo em pacientes imunocomprometidos
como transplantados, quimioterdpicos, portadores de Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida, e ¢ causa de abortamento e encefalite em animais domésticos e selvagens
(TENTER et al., 2000; McALLISTER, 2005), tornando-se uma doenga de importancia
em satde publica (SPALDING et al., 2006; CRUZ et al., 2006).

3.1.2 Agente etiologico
O Toxoplasmoa gondii ¢ um coccidio que apresenta trés formas evolutivas:

taquizoitos, bradizoitos ou cistos teciduais e oocistos; este Gltimo localiza-se somente

no intestino delgado dos felideos, que sdo os hospedeiros definitivos (DUBEY, 1998).
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Segundo Dubey (1998), o agente pertence ao reino Protista, filo Protozoa, classe
Apicomplexa, ordem Eucoccidiida, familia Sarcocystiidae e género Toxoplasma.

A tintura de iodo inviabiliza os oocistos em 10 minutos, o dlcool em uma hora, e
a glicerina em cinco horas. Sdo também destruidos pela simples fervura. Nas fezes, os
oocistos permanecem infectantes por um ano a um ano e meio, desde que haja umidade
€ ndo estejam expostos a luz solar direta. Na dgua sobrevivem por um més. Cistos de 7.
gondii podem ficar vidveis por dias em carne suina e ovina a temperatura de geladeira,
entretanto, tornam-se invidveis ao congelamento a -12°C ou ao tratamento a

temperaturas superiores a 67°C (DUBEY, 1996).

Quanto a resisténcia dos cistos na carne, acredita-se que eles ndo resistem aos
processos de salga, cura ou aquecimento utilizados na confecgdo de carnes
industrializadas. Portanto, a carne industrializada apropriadamente ndo ¢ uma provavel
via de transmissdo da infec¢do para o homem, assim também como o consumo de
carnes congeladas, em que a maioria dos cistos s@o mortos por congelamento, em

temperaturas comumente alcangadas nos freezers domésticos.

3.1.3 Ciclo Biolégico

Os oocistos esporulados sdo de extrema importdncia na disseminagdo do agente
na natureza, pois contaminam a agua, solo e alimentos que servem como via de
transmissdo para os seres humanos e outros animais, principalmente herbivoros
(DUBEY, 1998). Além dos oocistos, outras formas evolutivas existentes na fase aguda e
cronica da infecgdo como taquizoitos e cistos podem ser transmitidas a um hospedeiro
suscetivel, ampliando o risco de infecgdo. Os cistos teciduais encontrados nos
hospedeiros intermedidrios € mesmo nos hospedeiros definitivos, os quais contém no
seu interior os bradizoitos, desempenham um papel importante na infecgdo dos
carnivoros, inclusive os seres humanos (VIDOTTO, 1992).

O ciclo de vida é alternado entre um hospedeiro intermediario, definido como
hospedeiro dos estigios assexuados, e um hospedeiro definitivo, que alberga os estagios
sexuados (Figura 1). Possuem como formas de desenvolvimento o taquizoito, o
bradizoito e os esporozoitos em oocistos (MACEDO, 1994),

O ciclo biologico do 7. gondii ¢ heteroxeno facultativo. A fase sexuada de

desenvolvimento ocorre somente nos felideos silvestres e gatos domésticos, hospedeiros
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definitivos do agente. Com o desenvolvimento enteroepitelial nessas espécies, hé a
formagéo de oocistos os quais sdo eliminados juntamente com as fezes, contaminando o
meio ambiente, porém, nesses animais, também pode ocorrer paralela ou
simultaneamente, a multiplicagdo extra-intestinal assexuada (taquizoitos e bradizoitos).
Nos hospedeiros intermediérios, como os seres humanos, ovinos e caprinos, ocorre

unicamente a forma de multiplicagéo assexuada (DUBEY, 1986).
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Figura 01. Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. (DUBEY, 2004)
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3.1.4 Hospedeiros

Os hospedeiros definitivos da infecgdo sdo os felideos, sendo que os gatos
domésticos possuem papel fundamental na transmisséo de 7. gondii para o homem e
outros animais, os hospedeiros intermediarios (DUBEY et al. 1995).

O gato ¢ considerado a principal fonte de infecgdio para suinos, e demais
espécies de vertebrados, através da contaminagdo da dgua e ragdo com oocistos
(VIDOTTO et al., 1990; ARAUJO, 1999). Os suinos podem, também, ingerir cistos
teciduais comendo roedores infectados ou carne infectada, oferecida na forma de restos,
ou adquirir infecgéo transplacentaria (GIRALDI et al., 1991; LINDSAY et al., 1992).

Os principais animais domésticos hospedeiros intermediérios do 7. gondii sdo os
suinos, ovinos e caprinos, nos quais ocorre a formagdo de cistos tissulares. Cistos
também podem ser encontrados, embora com menor freqiiéncia, em tecidos de cies,
eqiiinos, aves domésticas e coelhos. Raramente sfo encontrados cistos em tecidos de

bubalinos e bovinos (TENTER e al., 2000).

3.1.5 Sinais Clinicos e Lesdes

A toxoplasmose em animais ¢ predominantemente assintomatica. Nos animais
jovens, particularmente em cides, gatos e leitdes, na forma aguda, os sinais incluem
febre, anorexia, tosse, dispnéia, diarréia, ictericia e disfung¢do do sistema nervoso
central. As lesdes incluem pneumonite, linfadenite, hepatite, miocardite e
encefalomielite (MERCK, 1996). No entanto, os maiores problemas sdo de ambito
reprodutivo, tais como abortamento, repeti¢do de cio, natimortalidade e natimorbidade
(VIDOTTO et al. 1992).

A toxoplasmose € uma zoonose € pode causar, em humanos, linfadenopatia,
encefalite em individuos imunodeprimidos, particularmente nos portadores de AIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) e grave infec¢o pré-natal, quando a primo-
infecgcdo ocorre durante a gestagdo (ACHA & SZYFRES, 1987).

17



3.1.6 Transmissio

Segundo Dubey et al. (1995), os suinos adquirem a toxopalsmose pela ingestdo
de 4gua e ragdo contaminadas com oocistos presentes nas fezes de felinos, cistos
presentes em carnes infectadas ou por via transplacentéria.

A transmissdo para o ser humano pela ingestdo de cistos vidveis, presentes em
carnes de animais infectados, e que a linha de inspe¢dio ndo sdo visualizados, é de
grande importdncia epidemiologica. Portanto, a determinagdio da prevaléncia desta
parasitose em animais destinados ao consumo humano é de grande auxilio para o
conhecimento da epidemiologia desta zoonose (MOURA et al. 2007).

O homem adquire a infecgdo por trés vias principais: ingestdo de cistos teciduais
em carne crua ou mal cozida, a ingestdo de oocistos esporulados e a via transplacentéria
(FRENKEL, 1990). A transmissdo congénita é importante, tanto para saide publica
quanto para sanidade animal e pode ocorrer quando fémeas ndo infectadas contraem o
parasita durante a prenhez (DUBEY, 1994).

Embora seja possivel que o ciclo do 7. gondii possa ser perpetuado na auséncia
de felinos, parece que esses animais sdo de importdncia primaria na transmissdo da
toxoplasmose na maioria das regides do mundo (FRENKEL, 1991; FELDMAN, 1974).
Ainda que o gato se constitua no tnico hospedeiro urbano completo, outros felideos
silvestres também sdo capazes de eliminar formas infectantes do protozodrio através das
fezes, mantendo o ciclo epidemioldgico em areas ndo urbanizadas (FELDMAM, 1982;
FOCACCIA et al. 1982).

3.1.7 Diagnéstico

Os recursos sorolégicos usualmente utilizados para o diagnostico da
toxoplasmose incluem a hemaglutinagéo indireta (HAI), descrita pela primeira vez por
JACOBS & LUNDE (1957), como uma técnica que revela constituintes citoplasmaticos
de origem protéica, e a imunofluorescéncia indireta (IFI), que revela anticorpos IgM ou
IgG, dirigidos contra os antigenos de superficie do 7. gondii, de acordo com o
conjugado anti-gamaglobulina utilizado (CAMARGO, 1974).

A utiliza¢do da IFI no diagndstico, inquéritos e levantamentos epidemiologicos

tem sido de aceitag¢@o universal, tanto para a espécie humana como para outras espécies
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animais, por ser considerada de fécil realizagdo e de grande sensibilidade (ARAUJO,
1999).

O inconveniente da IFI, mencionado por CORCUERA et al. (1981), é necessitar
pessoal especializado para a interpretagdo dos resultados, além do alto prego do

microscopio de imunofluorescéncia.

3.1.8 Controle e Prevengio

A prevengdo da toxoplasmose torna-se mais importante em
imunocomprometidos e mulheres gravidas (feto), visto que em tais condi¢des a doenga
pode ser fatal (LUFT, 1989; DESMONTS et al.1990). A rotina de lavar as mios antes
de se alimentar e a de comer somente carnes que sofreram o tratamento térmico correto
devem ser adotadas. Luvas devem ser utilizadas quando houver a necessidade de se
trabalhar com terra ou areia, pois podem estar contaminadas com fezes de gato
(KAPPERUD et al., 1996).

Os gatos domésticos, como animais de companhia, podem ser mantidos no
interior de residéncias com o minimo de contato com o0 meio externo, com a
alimentacdo controlada e a oferta de ragdo ou alimentos que sofreram tratamento
térmico acima de 67°C (DUBEY, 1996; TENTER et al. 2000). Em gatos com maior
acesso ao meio externo pode ser colocada uma coleira com guizo, dessa forma é mais
dificil a caca de roedores e passaros (FRENKEL, 1990).

3.1.9 Importincia em Saide Piblica

Segundo Fialho e Aratjo (2002), os levantamentos soroldgicos da toxoplasmose
na espécie suina servem para avaliar, além da ocorréncia dessa infecgdo, o risco a que
estdo expostos os humanos que ingerem carne crua ou mal cozida desses animais.
Devido a este fato, diversos autores realizaram estudos soro-epidemioldgicos em suinos
de diferentes regides do Brasil (ISHIZUKA 1978, VIDOTTO et al. 1990, GARCIA et
al. 1999, TSUTSUI et al. 2003). Segundo Dias e Freire (2005) a alta produgo e o
consumo de carne suina, a elevada disseminagdo e prevaléncia do 7. gondii, associada
ao fato de que os cistos ndo sdo detectaveis ao abate; torna este alimento, quando
ingerido cru ou mal cozido, uma importante via de transmissdo da toxoplasmose ao

homem.
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Dias et al. (2005), com o objetivo de verificar a presenga de cistos de 7. gondii
em cento e quarenta e nove lingiiicas de origem suina tipo frescal, encontraram treze
(8,72%) amostras positivas, inferindo a importancia deste produto cérneo na cadeia
epidemiolégica da toxoplasmose. Mais recentemente Frazdo et al. (2006) estudando
encéfalos de suinos comercializados para o consumo humano no municipio de Campos
dos Goytacazes, Estado do Rio de Janeiro, verificaram o percentual de 50% de
positividade para presenga do parasito. Levando em consideracdo que muitas vezes os
cérebros, juntamente com a musculatura sdo utilizados na preparagdo de embutidos
(lingtiiga e chourigo), existe um risco real de infec¢do pelo consumo de visceras cruas
desses animais (SUAREZ ARANDA et al. 2000) .

Outro fator a ser considerado ¢ a importéncia dos suinos como fonte de infecc¢do
para magarefes e outros funcionarios de frigorificos que lidam diretamente com esses
animais e suas carcagas. Millar et al.( 2007) submeteram 156 trabalhadores de um
frigorifico em Palmas, PR, a pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii por meio
da reagdo de imunofluorescéncia indireta, obtendo um percentual de 58,6% de soro-
reagentes.

A maioria das infecgdes € assintomatica, sendo a doenga uma excegdo no
homem (FRENKEL, 1991). Varios inquéritos realizados no Brasil em populagdes
urbanas e rurais e inclusive em indigenas tém demonstrado a prevaléncia de
sororeagentes, geralmente acima de 50% nas amostras analisadas (COUTINHO et al.
1981). Em algumas regides, 40% a 70% dos adultos aparentemente sdos apresentam-se
positivos para toxoplasmose em testes sorologicos (KAWAZOE, 1995). Esta variagio
da prevaléncia parece ser devido a fatores geograficos, climaticos, habitos alimentares,
tipos de trabalho etc. (FRENKEL, 1991).

A toxoplasmose ¢ importante doenga para o homem. Como para os animais, a
toxoplasmose-infec¢do ¢ muito comum na espécie humana, enquanto a toxoplasmose-
doenga tem muito menor incidéncia. Dubey (1977) cita trabalhos que chegam a mostrar
que na Franga e em EI Salvador 87% da populagio adulta tém anticorpos
antitoxoplasma; em outros locais, as taxas sdo menores. H4 associa¢io entre
toxoplasmose humana e populagdo de gatos, mas também os hébitos alimentares tém
importincia na doenga humana, sendo importante via de transmisso o consumo de
carnes mal cozidas.

Infecgdes congénitas ocorrem quando uma gestante se infecta durante a prenhez,

mas ha casos de mulheres que tém repetidos problemas gestacionais e infecgdes de seus
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fetos. Criangas que ndio sdo abortadas e sofrem toxoplasmose congénita podem nascer
com retinocoroidite, hidrocefalia, estado convulsivo e calcificagdes cerebrais que geram

sintomas de foco ou gerais.

3.1.10 Toxoplasma gondii em suinos

Entre 0s animais de produgo, o suino ¢ um dos que mais comumente apresenta-
se infectado, juntamente com ovinos, caprinos e coelhos (DUBEY & THULLIEZ,
1993). Nos suinos, T. gondii pode permanecer vidvel na musculatura por mais de um
ano (DUBEY, 1994), ou ainda, durante toda sua vida (TENTER et al., 2000), na forma
de cistos.

A importéncia de suinos como fonte de infecglo para T. gondii ja foi relatada
por diversos autores. Dubey (1998) isolou 7" gondii em 14 de 16 suinos positivos para
Toxoplasmose. O parasita foi isolado de coragio, lingua, cérebro e diafragma dos
animais. O autor relata ainda a possibilidade de outros tecidos estarem infectados.

Surtos de toxoplasmose tém ocorrido em suinos de varios paises, e os principais
sinais clinicos tém sido pneumodnicos, encefaliticos e de aborto (DUBEY, 1977).
Segundo Tainturier et a/. (1980}, pode haver abortamento em pequena proporgéo,
porém a maior importancia ¢ a doenga dos neonatos; os leitdes podem nascer normais e
apresentardo a doenga desde o 2° dia de vida mas, mais comumente na 1* 4 3" semana,

ou podem apresenta-la meses mais tarde.

3.2 NEOSPOROSE

3.2.1 Generalidades

A neosporose ¢ uma doenga infecciosa de origem parasitdria, causada pelo
protozoario Neospora caninum, parasito intracelular obrigatério, constituindo uma
doenca de importincia econdmica e expressio mundial, sendo a principal causa de
abortamentos em bovinos (DUBEY & LINDSAY, 1996).

O relato inicial do achado de um protozoarto em tecidos de cdies com
sintfomatologia semelhante & toxoplasmose foi feito na Noruega por Bjerkas et al(1984),

quando este foi verificado em uma ninhada de cdes da ragca boxer com meningo
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encefalite € miosite. Ao microscopio Optico, o parasita lembrava o Toxoplasma gondii,
mas ndo reagia imuno-histoquimicamente com anticorpos anti 7. gondii. Estudos ultra
estruturais posteriores indicaram que esse parasito era diferente de outros protozodarios
conhecidos (Dubey, 1996).

O Neospora caninum foi identificado pela primeira vez por Dubey ef al. (1988)
em cdes com encefalomielite e, antes dessa descrigdo, era confundido com 7. gondii.
Taquizoitos, cistos contendo bradizoitos e oocistos sdo os estigios infectantes
identificados de N. caninum (DUBEY & LINDSAY, 1996; McALLISTER er al., 1998;
LINDSAY et al.,1999). Os cistos sdo encontrados principalmente no sistema nervoso
central (SNC) e taquizoitos ja foram observados em células de diversos drgdos de
animais infectados (DUBEY & LINDSAY, 1996).

3.2.2 Agente etiolégico

Neospora caninum € um protozodrio pertencente ao filo Apicomplexa
semelhante ao Toxoplasma gondii, mas apresenta diferencas estruturais e antigénicas
(DUBEY et al., 1988). De acordo com Current et al. (1990), Cavalier-Smith (1993) e
Dubey et al. (2002), a classificagdo taxonomica do N. caninum ¢ a seguinte: filo
Apicomplexa, classe Sporozoasida, sub-classe Coccidiasina, ordem Eucoccidiorida,
sub-ordem Eimeriorina, familia Sarcocystidae, sub-familia Toxoplasmatinae e genéro
Neospora.

Marsh et al. (1998) propuseram N. hughesi como uma espécie distinta para um
isolado proveniente de um eqiiino, com base em diferengas moleculares. Os isolados
bovino e canino foram considerados o mesmo organismo (MARSH et al., 1998;
DUBEY, 1999).

3.2.3 Ciclo biolégico

Ha trés estagios conhecidos do parasita: esporoitos, contidos no oocisto,
taquizoitos (estagio de multiplicagdio intracelular rapida) e bradizoitos (estagio de
multiplicag@o intracelular lenta), contidos no cisto tecidual (DUBEY & LAPPIN, 1988).
Os oocistos sdo excretados nas fezes do cdo (Figura 02), enquanto os taquizoitos e

bradizoitos estdo presentes nos tecidos.
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Oocistos esporulados no meio ambiente s@o ingeridos pelo hospedeiro

intermedidrio; os esporozoitos contidos nos oocistos sdo liberados no trato intestinal, e

atingem células neurais, macréfagos, fibroblastos, células do endotélio vascular,

miodcitos, células do epitélio tubular renal e hepatocitos através da corrente sanguinea e

linféatica, invadem e transformam-se em taquizoitos por endodiogenia, causando lesdes

teciduais propagando a infecgdo em varios tecidos do hospedeiro (DUBEY et al., 1988).

No interior das células os taquizoitos podem se transformar em bradizoitos (DUBEY et

al., 1988). Os cistos teciduais sdo encontrados no cérebro, medula espinhal, nervos e

retina (DUBEY e LINDSAY, 1996).

0 CICLO DA NEOSPOROSE
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Figura 02.Ciclo de vida do Neospora caninum. Fonte: www.cnpgc.embrapa.br
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3.2.4 Hospedeiros

Os cées sdo os hospedeiros definitivos do parasito (McALLISTER et al., 1998).
Os oocistos eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo permanecem viaveis por
longo periodo e sdo consumidos pelo hospedeiro intermediario por meio de alimentos
contaminados (ANDREOTTI, 2001).

O N. caninum tem sido encontrado parasitando naturalmente bovinos, ovinos,
caprinos, bubalinos, canideos, cervideos e camelos, que sdo considerados os
hospedeiros intermediarios. Infecgdes experimentais tém sido obtidas em suinos,
leporinos, felinos, canideos (raposas, dingos e coiotes), roedores (camundongos, ratos e
gerbils), raccoons e primatas. Até o momento ndo ha evidéncias da capacidade deste
agente em infectar os seres humanos (DUBEY, 2003). No entanto, devido a dois
macacos Rhesus (Macaca mulata) terem apresentado susceptibilidade a infecgdo por N.

caninum (BARR et al., 1994) hé a preocupacgéo sobre o seu potencial zoonético.

3.2.5 Sinais clinicos

A sintomatologia no cdo com neosporose pode variar amplamente. Sinais
neurologicos, que dependem do sitio parasitado, podem ser observados e se expressam
como hiperextensdo rigida dos membros posteriores, dificuldade em deglutir, paralisia
da mandibula, flacidez muscular, atrofia muscular e paralisia de nervos faciais. Tém
sido relatados também casos de dermatites, cardiomiosite e pneumonia. Animais de
qualquer idade podem ser infectados, mas parece que filhotes sdo mais acometidos,
principalmente pela forma neurolégica (BARBER, TREES, 1996; DUBEY et al., 1998;
DUBEY, 1999).

As vacas infectadas geralmente sdo portadoras assintomaticas, os abortamentos
se concentram no segundo terco da gestagdo e a média ¢ em torno de cinco meses e
meio. A infec¢do por N. caninum pode resultar em abortamentos, mumificagdes, mortes
no ttero seguidas de absorgdes e natimortos. Os bezerros que nascem vivos podem ter
sinais clinicos de paralisia, baixo crescimento e ganho de peso. Também podem estar
infectados no utero, mas sem sinais clinicos, fato que contribui para persisténcia e
disseminagdo cronica no rebanho (DUBEY & LINDSAY, 1996). A variagdo das

manifesta¢des clinicas depende da idade do feto, do estdgio de desenvolvimento do
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sistema imune, tempo de exposi¢dio ao parasita e distribui¢io das lesdes no SNC
(FERREIRA, 2000).

3.2.6 Transmissio

O protozoério se mantém na natureza por meio de infecgéo vertical e horizontal.
A transmisséo horizontal se da por meio da ingestdo de dgua e alimentos contaminados,
com oocistos eliminados nas fezes de cédes e coiotes infectados (GONDIM et al., 2004).
A infecgdo vertical é responsavel pela disseminagdo e manutengdo do patégeno em
rebanhos bovinos por varias geragdes (BIORKMAN et al., 1996). A transmissdo do
agente parece ser mais comum no ter¢o final da gestagdo, porém, os poucos estudos sdo
insuficientes para confirmar esse fato. Nas pesquisas realizadas, na maioria das vezes,
sdo utilizados animais recém nascidos para evidenciar a transmissdo vertical, como no
trabalho de Paré et al. (1994), que observaram um indice de 81% na transmissdo vertical
de N. caninum a partir de vacas soropositivas.

A transmissdo transplacentaria foi demonstrada em caninos, felinos, ovinos,
bovinos, camundongos e suinos (DUBEY e LINDSAY, 1989; BARR et al., 1994;
COLE et al., 1995).

3.2.7 Diagnéstico

O diagnédstico da neosporose ¢ baseado na detec¢do de anticorpos anti MN.
caninum (BJORKMAN e UGGLA, 1999). Técnicas sorologicas para detecgdo de
anticorpos especificos incluem a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), como
prova de referéncia, e o ensaio enzimatico (ELISA). Um resultado soroldgico positivo
identifica um animal adulto infectado, pela elevada sensibilidade e especificidade das
técnicas, mas um resultado negativo nio descarta por completo a infecgdo, porque os
anticorpos séricos anti-N. caninum podem flutuar com a idade e o estado de gestagdo
(PEREIRA-BUENO et. al, 2003).

A RIFI utiliza taquizoitos intactos e os anticorpos detectados sdo direcionados
contra proteinas de superficie, consideradas antigenos mais especificos quando
comparados aos componentes intracelulares de parasitos apicomplexos (BJORKMAN
et al., 1996; PACKHAM et al., 1998).
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Assim sendo, a RIFI para detecgéio de anticorpos anti-N. caninum ndo apresenta
reagdo cruzada significante com outros coccidios, como o 7. gondii (TREES et al,
1993; DUBEY er al, 1996a), porém, foi demonstrado no condide, estrutura do
complexo apical, epitopos que reagem cruzadamente entre Eimeria spp., T. gondii e N.
caninum (SASAI et al.,, 1998). Contudo, DUBEY, (1996), ao examinarem a resposta
sorolégica de bovinos, ovinos, caprinos, suinos, coelhos, camundongos e ratos
experimentalmente infectados encontraram pouca ou nenhuma reagdo cruzada com o 7.
gondii usando a técnica de RIFI.

A imuno-histoquimica (IHQ), é uma técnica relativamente pouco sensivel para
detectar o parasito em tecidos do hospedeiro, devido ao baixo nimero de parasitos, e,
algumas vezes a baixa qualidade do tecido fetal, que pode estar autolisado, mumificado
ou macerado (BASZLER et al., 1990).

3.2.8 Controle e Prevencio

E importante a adogiio de medidas efetivas de controle evitando que a doenga
permanega cronicamente no rebanho, causando vérias conseqiiéncias. Entre as medidas
se destacam: no caso de transferéncia de embrido, uso somente de receptoras
soronegativas; redugdo da exposicdo de cdes a tecidos infectados como placenta, fetos
abortados e também de outros animais como aves e roedores aos suinos; remog¢édo de
fetos, crias mortas e placentas dos hospedeiros definitivos; uso de maternidades
individuais; reduzir o nimero de cies co-habitando com o rebanho; cobrir os alimentos;
enviar ao laboratorio fetos abortados e placenta para diagnosticar a causa do
abortamento e fazer a sorologia do rebanho.

A protegdo dos alimentos e da dgua contra a contaminagéo com fezes de cies e a
remogdo dos fetos abortados e restos de placenta sdo importantes medidas que previnem
a infecgdo por ingestdo, tanto pelas porcas quanto pelos cdes. Outra prética
recomendavel € evitar o fornecimento de carne crua aos cies uma vez que, se ela estiver

contaminada, além de se infectar, o animal se tornara um hospedeiro definitivo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Area de Estudo

Foram utilizadas amostras sangiiineas de suinos procedentes do matadouro
publico da cidade de Patos, localizada na regido oeste do Estado da Paraiba, Brasil.

A microrregido de Patos compreende os municipios de Areia de Baraunas,
Cacimba de Areia, Mie d'Agua, Passagem, Patos, Quixabd, Santa Teresinha, Sdo José
de Espinharas e Sdo José do Bonfim.

As propriedades situadas nesta regido adotam o sistema de criagdo “fundo de

quintal”, visando a produg¢do de animais para consumo proprio e para venda.
4.2 Amostragem

Para o calculo do nimero de animais a serem utilizados, foram considerados os
seguintes pardmetros: (a) prevaléncia esperada; (b) erro absoluto; e (c¢) nivel de
confianca. O cdlculo foi feito com a formula para amostras simples aleatorias
(THRUSFIELD, 1995):

Z* x p(1-p)
n= 3
d

onde:

Z=1,96 (nivel de confianga de 95%)
p = prevaléncia esperada de 50% (maximizagdo de amostra)
d = erro absoluto de 10%
O nimero de animais a serem utilizados foi de 96. Por motivo de seguranga, foi

colhido sangue de 130 animais, totalizando 45 machos e 85 fémeas
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4.3 Colheita das amostras

As coletas de sangue foram feitas no periodo de outubro a novembro de 2006,
sempre nas sextas feiras. Os animais foram contidos e realizou-se a colheita de sangue
venoso através de venocentese da veia cava cranial antes do abate dos mesmos. O
sangue colhido foi acondicionado em tubos de vidro estéril, identificados e mantidos em
temperatura ambiente para posterior centrifugagio, com retragio do coagulo e obtengio

do soro. O soro foi estocado a -20°C até a realiza¢do das provas soroldgicas.

4.4 Provas sorolégicas

4.4.1 Deteccdio de anticorpos anti-7. gondii

4.4.1.1 Reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

No preparo das laminas para RIFI utilizou-se uma suspensdo de taquizoitos da
amostra RH de 7. gondii obtidos através de lavado intraperitoneal de camundongos
experimentalmente infectados para esta finalidade segundo protocolo de Souza (2001).
A sensibilizagdo das laminas para a RIFI foi feita com 20 plL da suspensdo de
taquizoitos em cada um dos orificios e deixou-se secar a temperatura ambiente. Apés a
secagem, adicionou-se metanol para a fixagdo destes nas laminas. Apos secagem, as
laminas foram devidamente acondicionadas em caixas de polipropileno & temperatura
de -20 °C até o momento do uso.

A reagdo de imunofluorescéncia indireta para a detecgdo de anticorpos anti-7.
gondii foi realizada seguindo o protocolo descrito por Camargo (1974).

As amostras de soro foram diluidas a 1:64 em PBS — RIFI com pH 7.6 ¢
incubadas a 37 °C durante 30 minutos, em cdmara umida. Apés trés lavagens por 10
minutos com PBS — RIFI pH 7,6, as laminas foram secas a temperatura ambiente e
adicionou-se 20uL. do conjugado anti-IgG marcado com isotiocianato de fluoresceina
em solugdo de PBS — RIFI com pH 7,6 contendo Azul de Evans 0,01% previamente
diluido a 1:400 e novamente incubadas a 37°C, por 30 minutos, em cAmara umida.

Em seguida as laminas foram lavadas em PBS — RIFI pH 7.6, durante 10
minutos, por trés vezes consecutivas e secas a temperatura ambiente. A montagem foi

feita com laminula e glicerina tamponada com pH 8,0.
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Em todas as ldminas havia um soro controle positivo e outro negativo, os quais
orientavam a interpretagdo da correspondente reagiio. A leitura foi realizada em
microscopio de fluorescéncia (Olympus - modelo BX 60 F5) com aumento de 400X.
Foi considerado como reagfio positiva a fluorescéncia verde-maga intensa total na
superficie dos taquizoitos, adotando-se como positivos todos os soros reagentes na
diluigio 1:64 ¢ negativas as reagdes que possuiam fluorescéncia apical ou parcial. As
amostras de soro dos caprinos reagentes foram submetidas a diluigdes seriadas de razio
dois até a obtengfio da maior dilui¢io positiva na RIFI. O titulo do soro foi a reciproca

da maior diluigio que apresentou resultado positivo.
4.4.2 Detecgiio de anticorpos anti-N. caninum
4.4.2.1 Reagio de imunofluorescéncia indireta (RIFT)

No preparo das ldminas para RIFI utilizou-se uma suspensdo de taquizoitos da
cepa NC-1 de N. caninum. Os taquizoitos foram suspensos em soluggo fisiologica de
NaCl a 0,85% e contados em cAmara de Neubauer (hematocitémetro), de modo que
mantivessem a concentra¢fio de 107 taquizoitos/mL. Os pocos das lAminas foram entio
preenchidos, sendo o excesso removido. Apés secar por aproximadamente uma hora em
temperatura ambiente, as laminas foram fixadas com metanol e apds totalmente secas
foram devidamente acondicionadas em caixas de polipropileno a temperatura de -20 °C
até o momento do uso.

A reagdo de imunofluorescéncia indireta para a detecciio de anticorpos anti-N.
caninum foi realizada seguindo a metodologia preconizada por DUBEY et al. (1988b).

Adicionou-se em cada orificio da ldmina 20plL do soro a ser testado previamente
diluido a 1:50 em solugfio salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,2. O material foi
incubado por 30 minutos & temperatura de 37 °C em cdmara umida. Em seguida, cada
ldmina foi submetida a trés lavagens de cinco minutos, em uma cuba de vidro contendo
solugdo tampfo carbonata de lavagem pH 9,0.

As laminas foram secas & temperatura ambiente, ¢ em cada orificio foi
acrescentado o conjugado (anti-IgG marcado com isotiocianato de fluoresceina — Sigma
F-7367), utilizado na diluigdo de 1:400 em PBS - RIFI pH 7,6. As ldminas foram
novamente incubadas por 30 minutos a 37 °C e lavadas mais trés vezes em solucfio

tampdo carbonata de lavagem, pH 9,0, durante cinco minutos cada. Apos a secagem a
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temperatura ambiente, realizou-se a montagem com laminula utilizando-se glicerina
tamponada pH 8.0.

As leituras das reagdes foram realizadas em microscopio equipado para
fluorescéncia (Olympus — modelo BX60 — FLA) no aumento de 400x. As reagdes foram
consideradas positivas quando os taquizoitos apresentavam fluorescéncia periférica total
(PARE ef al.,1994). Também foram utilizados soros controles positivos e negativos. As
amostras de soro reagentes na diluigdo 1:50 foram consideradas positivas (LINDSAY et
al., 1995; BARBER et al., 1997, BIORKMAN & UGGLA, 1999; CHEADLE ef al.,
1999; JOLLEY et al., 1999) e submetidos a diluigdes seriadas de razdo dois até a
obtengdo da maior diluigdo positiva na RIFIL. O titulo do soro foi a reciproca da maior

diluigdo que apresentou resultado positivo.
4.5 Anadlise estatistica

Para a verificagdo de uma possivel associacdo entre sexo dos animais e
soroprevaléncia de anticorpos anti-7. gondii e anti-N. caninum, foi utilizado o teste de

qui-quadrado (ZAR, 1999), com nivel de significincia de 5%. Para a analise, foi

utilizado o programa Epilnfo versdo 6.04.
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5. RESULTADOS

5.1 Toxoplasma gondii

Dos 130 suinos analisados, 47 foram soropositivos pela reagdo de
tmunofluorescéncia indireta, resultando em uma prevaléncia de 36,15% (Tabela 1).
Entre os suinos machos, a soroprevaléncia foi de 37,7%, e entre as fémeas foi de
35,29%. Nao houve associagfio entre o sexo ¢ a soroprevaléncia de anticorpos anti-T.
gondii (p > 0,05).

Do total de soros analisados, oito (17,02%), sete (14,89%), dez (21,27%),
dezesseis (34,04%), cinco (10,63%) e um (2,12%) foram positivos com titulos de 64,
128, 256, 512, 1024 e 2048, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 1 - Prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii segundo o sexo em suinos
abatidos no matadouro publico de Patos, Paraiba, Brasil. Patos, PB, 2006.

SEXO SOROPREVALENCIA
N° total de animais  N° de positivos %
Macho 45 17 37.8%
Fémea 85 30 35,29%
TOTAL 130 47 36,15%
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Tabela 2 - Prevaléncia de anticorpos anti-Ttoxoplasma gondii pela técnica de
imunofluorescéncia indireta em 130 soros de suinos abatidos no matadouro
publico de Patos, Estado da Paraiba, Brasil, em diferentes diluigdes. Patos,

PB, 2006.
Titulac¢io Numero de suinos positivos (%)
1:64 08 17,02
1:128 07 14,89
1:256 10 21,27
1:512 16 34,04
1:1024 05 10,63
1:2048 01 2,12
1:4096 - .
Total 47 100

5.2 Neospora caninum

Dos 130 suinos analisados, quatro foram soropositivos pela reagdo de
imunofluorescéncia indireta, resultando em uma prevaléncia de 3,08% (Tabela 3). Entre
os suinos machos, a soroprevaléncia foi de 2,2%, e entre as fémeas foi de 3,52%.
Também nio houve associagéo entre sexo dos animais € soroprevaléncia de anticorpos
anti-N. caninum (p > 0,05).

Dos soros analisados, dois (50,0%), um (25,0%) e um (25,0%) foram positivos

com titulos de 50, 200 e 6400, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 3 - Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum segundo o sexo em suinos
abatidos no matadouro piblico de Patos, Paraiba, Brasil. Patos, PB, 2006.

SEXO SOROPREVALENCIA
N° de animais N° de positivos Yo
Macho 45 01 2,22%
Fémea 85 03 3,52%
TOTAL 130 04 3,08%
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Tabela 4 — Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum pela técnica de
imunofluorescéncia indireta em 130 soros de suinos abatidos no matadouro
publico de Patos, Estado da Paraiba, Brasil, em diferentes dilui¢des. Patos,

PB, 2006.
Titulagido Numero de suinos positivos Prevaléncia (%)
1:50 02 50%
1:100 - -
1:200 01 25%
1:400 - -
1:6.4000 01 25%
Total 04 100%
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6. DISCUSSAO

A freqiiéncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii obtida nesta pesquisa foi de
36,15%. Este percentual, embora alto, ndo difere dos valores obtidos para suinos em
varias regides do Brasil: 22,5% (CORREA et al. 1978) e 29,72% (BARCI, 1998) em
Sdo Paulo; 37,84% (VIDOTTO et al. 1990) e 24% (GARCIA et al. 1999) no Parana; e
33,75% no Rio Grande do Sul (FIALHO & ARAUJO 2003). Por outro lado,
soroprevaléncia de 1,11% foi obtida no Rio de Janeiro (SOUZA 1995) e 15,35% no
Parana (TSUTSUI et al. 2003).

Em estudo realizado por Aratjo (1999), foram colhidas 274 amostras de sangue
de suinos em abatedouros da regifo de Erechim (RS) e foi verificada a freqiiéncia de
7,3% de animais sororreagentes para o 7. gondii pela imunofluoréscencia indireta. Em
animais de abatedouros do Estado de Sdo Paulo, Suaréz-Aranda et al. (2000) obtiveram
resultados semelhantes, uma vez que a taxa de sororeagentes foi de 9,6%.

Em estudo sobre a freqiiéncia de suinos sororreagentes para T. gondii realizado
em Porto Alegre, Fialho ¢ Araujo (2003) encontraram 33,75% de animais positivos,
utilizando a RIFI como teste diagnodstico e empregando como ponto de corte a diluigfo
1:16; no teste de hemaglutinago indireta com ponte de corte 1:64, a soropositividade
foi de 20%. Tsutsui et al. (2003) observaram 15,35% (80/521) de suinos positivos na
regidio de Londrina.

A compara¢io da prevaléncia de anticorpos anti-I. gondii encontrada no
presente trabalho com aquelas obtidas em estudos realizados em outras regides fica um
tanto quanto dificultada, uma vez que as metodologias empregadas em estudos
epidemiologicos nfio sdo padronizadas, bem como sfo empregados varios testes
sorolégicos com valores de sensibilidade e especificidade distintos (DAMRIYASA et
al,, 2004). De qualquer maneira, essas diferengas nas soroprevaléncias podem ser
explicadas por variagbes nos fatores de risco e nas fontes de infecgdo nas diferentes
regides, utilizagdo de testes sorologicos e pontos de corte distintos e diferentes

delineamentos amostrais.

WENTZ et al. (1988) ¢ SOUZA (1995) relacionaram os mais baixos valores de

prevaléncia encontrados em suinos de pedigree ao maior cuidado dispensado pelos
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produtores, ao uso de ragGes industriais nfo contaminadas, a um controle mais efetivo
dos roedores € a um sistema de limpeza e desinfecgfio mais rigoroso. No geral, estes
fatores nfo sdo aplicados aos animais abatidos no municipio de Patos, PB, no qual foi
demonstrada a alta freqiiéncia de anticorpos anti- 7. gondii e onde a maioria dos animais
abatidos para consumo ¢ oriunda de pequenas criagdes, nas quais predomina a
agricultura familiar ¢ que ndo tém condigdes de fornecer para esses animais ragdes
balanceadas, bem como a existéncia de saneamento e higiene deficitarios.

A freqiiéncia de anticorpos anti-N. caninum obtida nesta pesquisa foi de 3,08%.
Estudos recentes conduzidos em vérios paises demonstram que a prevaléncia de
anticorpos anti-N. caninum em suinos € muito baixa. HELMICK et al. (2002)
realizaram um inquérito sorologico em 454 animais na Inglaterra e no Pais de Gales,
utilizando o teste de ELISA indireto como prova de triagem ¢ a RIFI como teste
confirmatério. Nesse trabalho, todos os animais foram soronegativos. Ja Damriyasa et
al. (2004) colheram 2041 amostras de sangue de suinos provenientes de 94 propriedades
em Hesse, na Alemanha, e verificaram que apenas um animal foi sororreagente para o
N. caninum, utilizando o ELISA indireto como teste de friagem e como teste
confirmatdrio a técnica de Immunoblothing. WYSS et al. (2000) observaram 3% e 1%
de soropositividade em matrizes e suinos na fase de engorda, respectivamente, na Suiga,
utilizando o teste de ELISA indireto, no entanto, todos os animais foram negativos pela
rea¢do em cadeia pela polymerase (PCR).

Nio foi observada associagdo estatistica entre o sexo dos suinos analisados ¢ a
soroprevaléncia de anticorpos anti-N. caninum ¢ anti-1. gondii, indicando que machos

fémeas estfio igualmente expostos ao risco de infec¢do.
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7. CONCLUSAQO

A prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum foi relativamente baixa
(3,08%), e de anticorpos anti-Toxoplasma gondii foi alta (36,15%) em suinos abatidos
no matadouro publico de Patos, Paraiba. Isso ¢ de suma importéncia, tanto do ponto de
vista econdmico quanto do aspecto de saude publica, pois ambas as doengas causam
sérios problemas reprodutivos nos animais e a toxoplasmose ¢ uma importante zoonose.
Some-se a isso o fato de que a detecgdo de anticorpos anti-Neospora caninum em suinos
abatidos neste municipio de Patos, Paraiba, ser o primeiro relato de infecgdo por este
parasito nessa espécie animal no Nordeste brasileiro.

Sugere-se que sejam implantadas praticas adequadas de manejo nas criagdes de
suinos com o intuito de se prevenir a transmissdo de toxoplasmose e neosporose para
esses animais. E importante salientar a relevancia da ado¢do de medidas de prevengdo
por parte da populag@o consumidora de carne suina no municipio de Patos, uma vez que
a toxoplasmose ¢ uma importante zoonose, com conseqiiéncias sérias para mulheres

gestantes e individuos imunocomprometidos.
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