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A toxoplasmose animal é uma doenca parasitiria de elevada importancia veterindria,
zootécnica e de satide publica, uma vez que acarreta prejuizos aos animais de producdo e/ou de
estimacdo, além de servirem de fonte direta ou indireta de infec¢do para o ser humano (GARCIA et
al., 1999). Na Europa, mais de 50% da carne de ovinos e suinos (ACHA & SZYFRES, 1986)
apresentaram-se parasitadas pelo 7. gondii.

Desordens reprodutivas, como abortos e neonatos mortos ou fracos, que evoluem para 6bito,
geram perdas econdmicas considerdveis em rebanhos. Estudos conduzidos no Uruguai apontaram a
toxoplasmose como um problema importante nos rebanhos ovinos, promovendo prejuizos anuais de
US$ 1,4 a 4,7 milhdes (FREYRE et al., 1999).

Os suinos, ovinos, caprinos e coelhos sdo mais comumente infectados com 7. gondii, quando
comparados a bovinos e eqilinos A carne suina é considerada a principal em transmissdo para
humanos nos Estados Unidos e, provavelmente, em varios outros paises (GAMBLE, 1997). As taxas
de infec¢do apontadas para rebanhos ovinos no Brasil sdo varidveis (Tabela 1). Esta flutuacio deve-se
principalmente ao tipo de teste soroldgico utilizado, a regido e a idade dos animais estudados
(DUBEY, 1990).

Tabela 1: Ocorréncia da infeccio toxopldsmica em ovinos pertencentes a diversas regides do Brasil.

Autores Ano Cidade/Estado Rea?ﬁf’ N‘? de % c.ie
Sorolégica  ovinos positivos

Amaral ef al., 1978 Bahia/RS HAI 100 23
Larsson et al., 1980 Uruguaiana/RS SF 100 39
Silva & Costa 1981 Guaiba/RS RIFI 310 12
Nishikawa et al., 1984 Rio Grande do Sul AL 655 8
Langoni et al., 1999 Estado de Sao Paulo RIFI 352 55
Meireles 2003 Sdo Manuel/SP ELISA 200 31
Silva et al. 2003 Estado do Pernanbuco RIFI 173 35
Figlioulo et al., 2004 Estado de Sao Paulo RIFI 597 34
Lopes et al., 2006a Jaboticabal/SP RIFI 134 56

Convengdes: SF: Reagdo de Sabin & Feldman; HAI: Reacdo de Hemoaglutunagio Indireta; AL: Aglutinagdo em Litex;
RIFI: Reacdo de Imunofluoréscencia Indireta; ELISA: Ensaio Imunoenzimatico.

Embora em ovinos (SPENCE et al., 1978; TEALE et al., 1982; AGANDA et al., 1988),
caprinos (DUBEY e SHARMA, 1980), bovinos (SCARPELLI, 2001), suinos (MOURA, 2004) e caes
(ARANTES, 2005), o isolamento do 7. gondii no sémen destes animais tenha sido realizado com
sucesso, inexiste na literatura consultada, trabalhos que comprovam a viabilidade da transmissdo
sexual deste coccideo na espécie ovina, , com machos portadores de toxoplasmose experimental.

A presente pesquisa tem como propdsito maior, determinar a presenca de 7. gondii em
amostras semianias colhidas de ovinos experimentalmente infectados, fato inédito na literatura
compulsada.

Foram utilizados os isolados “P” e “RH” de T. gondii, (mantidas junto ao CPPAR “Centro de

Pesquisas em Sanidade Animal” da Faculdade de Ciéncias Agrdrias e Veterindrias Campus de
Jaboticabal-UNESP), por meio de inoculagdes periddicas de cistos cerebrais (isolado”P”) e/ou
taquizoitos (isolado “RH”) em camundongos albinos. Os oocistos de T. gondii foram obtidos de forma
semelhante a técnica descrita por Dubey et al. (1972).
Oito ovinos machos (Ovis aries) entre le 4 anos, sorologicamente negativos para 7. gondii (por meio
da técnica de imunofuorescéncia indireta IFI — Camargo, 1964), foram selecionados para o presente
trabalho. Estes animais foram identificados, randomizados e inoculados, conforme o delineamento
experimental descrito na Tabela 2.



Todos animais foram mantidos em baias individuais, pertencentes ao CPPAR. Agua e
alimentos (volumoso e concentrado) foram fornecidos “ad libitum”.

Parasitemia foi determinada por meio da inoculagdo da camada leucocitdria em camundongos,
segundo a técnica descrita por Oliveira (1997).

Nos soros de todos os ovinos, obtidos dois dias anteriores a inoculagdo e no 1°, 3°, 5°, 7°, 11°,
14° dia pés-inoculagdo (DPI) e, semanalmente, até o 70° DPI, foi pesquisada a presenga de anticorpos
contra 7. gondii pela IFI (Camargo, 1964).

Amostras seminais dos oito ovinos foram obtidas por meio do uso de um eletro ejaculador,
dois dias antes da inoculagdo, e no 1, 3, 5, 7, 11, 14 DPI e, semanalmente, até o 70° DPI. A detec¢do
de T. gondii no s€émen dos ovinos foi realizada por meio do bioensaio, conforme a metodologia
proposta por Teale et al. (1982) modificada e pela Reac¢do de Polimerizacdo em Cadeia (PCR). Uma
aliquota de 0,8 mL (da suspensdo espermadtica diluida) de cada amostra de s€émen foi inoculada em
cinco camundongos. Estes foram observados e examinados conforme a metodologia adotada por
Oliveira (1997).

O DNA das amostras de sémen, tecidos e do controle positivo, foi extraido segundo a
metodologia descrita por Sambrook & Russell (2001). Para detec¢do de 7. gondii nas amostras de
sémen e tecidos analisadas, foi amplificado um fragmento do gene B, de 7. gondii de 194 pares de
base (bp) utilizando-se os “primers” 5’-GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3° (BI1, e
5S’TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC -3’ (B1,), descritos por Fuentes et al. (1996). A PCR foi feita pela
adi¢do de 500ng de DNA molde em um meio de reagdo contendo MgCl, 2mM, KCI 50mM, Tris-HCI
10mM pH 9, Triton X-100 0,01%, dNTPs 0,2mM, 10pmoles de iniciador e 5,0 unidades de TagDNA
polimerase.

A andlise dos produtos amplificados foi feita por eletroforese em gel de agarose 2%, contendo
fragmentos de restri¢do separados por eletroforese, corados em solucdo de brometo de etideo 0,5
pg/mL em dgua por 20 minutos e observados em trans-iluminador UV.

Parasitismo tissular por 7. gondii também foi pesquisado por meio do bioensaio (Dubey
1998), pela PCR e imunohistoquimica, em fragmentos de testiculos, epididimos, vesicula seminal e
prostata.

Tabela 2. Delineamento experimental dos oito ovinos reprodutores submetidos a infec¢do
experimental por Toxoplasma gondii.

N° de Qocistos de Taquizoitos de . . ~
Grupo . .. .. Via de inoculacao
ovinos Toxoplasma gondii Toxoplasma gondii
I 3 2x 107 - Oral
| 3 - 1x10° Subcutanea
I 2 Placebo Oral

A infecgdo toxopldsmica dos ovinos reprodutores utilizados nesta pesquisa, apds a inoculacio
de taquizoitos ou oocistos de T. gondii, confirmou-se pela parasitemia e também pela soroconversao
de todos animais inoculados. Sinais clinicos como hipertermia, apatia, anorexia e fezes amolecidas,
pdde-se observar nos animais que receberam oocistos, entre o 5° e 7° DPI. J4 animais inoculados com
taquizoitos, apresentaram, de modo geral, um quadro assintomético de toxoplasmose.

A curva de IgG observada neste trabalho teve seu inicio a partir do 5° DPI (ovinos 02 e 16
inoculados com oocistos € o reprodutor 52 inoculado com taquizoitos) apresentando todos titulos de
1:16. Picos de 1:4096 foi atingido pelos seis animais inoculados no 28° DPI, o ovino 52, infectado
com taquizoitos, atingiu titulo de 1:8192 nesta mesma data pds-inoculagdo. Convém salientar que a
resposta imune humoral (para os seis animais inoculados) permaneceu em patamares altos do 21° ao
56° DPI, a partir de quando entdo se iniciou uma diminui¢do da resposta imune humoral dos ovinos.

A deteccdo do T. gondii na corrente sanguinea (parasitemia) dos ovinos experimentais foi
verificada de forma indireta, por meio de soroconversdo dos camundongos inoculados com camadas
leucocitarias. Os surtos parasit€émicos ocorreram em cinco dos seis ovinos inoculados. Dos dez picos
de parasitemia detectados, trés foram entre o 7° e 11° DPI, outros trés no 35° DPI e mais trés entre o
56° e 63° DPL.



Pela bioprova isolou-se T. gondii em ejaculados dos trés ovinos inoculados com taquizoitos
(no quinto e 70° DPI nas amostras do ovino 07, no 14° DPI do reprodutor 48 e no 11°, 21°, 49° e 56°
DPI do ovino 52). Nos ovinos que receberam oocistos, a presenga do parasito também foi detectada
em amostras seminais dos trés ovinos inoculados (no 14°, 42° ¢ 63° DPI do ovino 02, 35° 56° e 63°
DPI do nimero 09 e no 49° DPI do ovino 16). Utilizando a técnica da PCR, para amostras seminais
positivas na bioprova, detectou-se o DNA de 7. gondii no s€men dos ovinos inoculados com
taquizoitos no 70° DPI (ovino 07), no 14° (48) e no 11°, 21° e 56° DPI (52). Nas amostras seminais dos
reprodutores inoculados com oocistos, 0 DNA do parasito pdde ser detectado no ovino 02 (14°, 42° e
63° DPI) e no macho 09 (35° e 56° DPI). Amostras seminais (positivas na bioprova) dos ovinos 07 (5°
DPI), 52 (49° DPI), 09 (63° DPI) e 16 (49° DPI) nao se mostraram positivas para 7. gondii por meio da
PCR.

Foi possivel ainda, isolar este coccideo por meio da bioprova e da técnica de PCR, no “pool”
de tecidos (testiculos, epididimos, vesicula seminal e prdstata) de dois ovinos infectados
experimentalmente com oocistos (ovino 02 e 16) e um inoculado com taquizoitos (07).

Comprovou-se, portanto, o isolamento de 7. gondii (bioporva, PCR e imunohistoquimica) no
sistema reprodutor de ovinos, sobretudo em amostras seminais (bioprova e PCR), o que certamente
podera viabilizar a transmissdo sexual deste protozodrio, nesta espécie animal.
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