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RESUMO

Toxoplasma gondii € um protozoario do filo Apicomplexa, capaz de infectar uma
grande variedade de espécies, inclusive 0 homem. Tem como hospedeiro definitivo
os felideos e o consumo de carne mal passada é considerada uma importante fonte
de transmisséo para o ser humano. Essa dissertacdo € composta por dois capitulos,
em que o primeiro € uma revisao de literatura relacionada a toxoplasmose em ovinos;
e 0 segundo é um artigo cientifico que objetivou avaliar a soroprevaléncia de T. gondii,
determinar os fatores associados a infeccéo e realizar o isolamento do agente em
amostras teciduais de ovinos destinados ao consumo humano na Paraiba. Amostras
de soro de 205 ovinos abatidos na Paraiba foram testadas através da Reacéo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI=64) a presenca de anticorpos anti-T. gondii. Dos
animais amostrados, 30,7% (63/205) foram soropositivos, com titulo de anticorpos
variando de 1:64 a 1:16.384. Fémeas (OR = 3,183; IC 95% = 1,452-6,976), sistema
de criacéo extensivo (OR =2,612; IC 95% = 1,120-6,094) e animais de raga pura (OR
= 2,157; IC 95% 1,009-4,612) foram considerados fatores de associagao a infecgao.
Foram realizados 61 bioensaios, e obtida uma taxa de isolamento de 47,5% (29/61).
Foram letais para pelo menos um camundongo infectado 24,1% (7/29) dos isolados.
A média de sobrevivéncia dos camundongos infectados foi 36,4 dias. Esses
resultados revelam que é elevada a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em ovinos
no estado da Paraiba, assim como também ¢é alta a porcentagem de cistos viaveis

recuperados desses animais destinados ao consumo humano.

Palavras-chave: Bioensaio. Isolamento. Pequenos ruminantes. Sorologia.

Toxoplasmose.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a protozoan of the phylum Apicomplexa, capable of infecting a
wide variety of species, including man. The felines are its definitive host and the
consumption of rare meat is considered an important source of transmission for
humans. This dissertation consists of two chapters, being the first a literature review
related to toxoplasmosis in sheep; and the second is a scientific article that aimed to
evaluate the seroprevalence of T. gondii, determine the factors associated with the
infection and perform the isolation of the agent in tissue samples from goats intended
for human consumption in Paraiba. Serum samples from 205 sheep slaughtered in
Paraiba were tested using the Indirect Immunofluorescence Reaction (RIFI=64) to the
presence of anti-T. gondii antibodies. Of the animals sampled, 30.7% (63/205) were
seropositive, with antibody titers ranging from 1:64 to 1: 16.384. Females (OR = 3,183;
IC 95% = 1,452-6,976), extensive rearing system (OR =2,612; IC 95% = 1,120-6,094)
and purebred animals (OR = 2,157; IC 95% = 1,009-4,612) were factors associated
with infection. 61 bioassays were carried out, and an isolation rate of 47.5% (29/61)
was obtained. 24.1% (7/29) of the isolates were lethal to at least one infected mouse.
The average survival of infected mice was 36.4 days. These results reveal that the
prevalence of anti- T. gondii antibodies is high in sheep in the state of Paraiba, as well
as the percentage of viable cysts recovered from these animals destined for human

consumption.

Keywords: Bioassay. Isolation. Small ruminants. Serology. Toxoplasmosis.
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura apresenta-se como uma importante atividade do agronegécio,
por proporcionar geragdo de renda através de matérias primas de qualidade, tais
como |a, carne e leite. A maior parte da producdo de ovinos concentra-se na regiao
Nordeste, a qual detém 64,2% da produgao brasileira, seguido pela regido Sul com
23,7%, Centro-Oeste com 4,9%, Norte com 3,7% e regido Sudeste com 3,4% (IBGE,
2017). No Nordeste, a criagdo desta espécie representa uma relevante atividade
econOmica, apesar de apresentar indicadores de produtividade abaixo da média
internacional, fator atribuido a falhas no manejo sanitario (SIMPLICIO et al., 2003;
NOBREGA JUNIOR et al., 2005).

Estudos epidemiolégicos realizados em rebanhos de ovinos na regido Nordeste
destacaram as desordens reprodutivas como um dos trés principais problemas
sanitarios, sendo relatados casos de aborto e mortalidade em aproximadamente 56%
das propriedades (SANTOS et al., 2011). Tais problemas podem ser ocasionados por
numerosos agentes infecciosos e parasitarios, como Brucella spp., Leptospira sp.,
Neospora caninum, Toxoplasma gondii, entre outros (MORENO et al., 2012; RIZZO
et al., 2014).

Toxoplasma gondii € um protozoario cosmopolita que tem como hospedeiro
definitivo felinos domésticos e silvestres (DUBEY & BEATTIE, 1988). Possui ciclo
de vida heteroxeno facultativo, capaz de infectar varios animais endotérmicos
(mamiferos e aves) e o homem, causando desordens reprodutivas. Em ovinos, T.
gondii é responsavel por ocasionar quadros de aborto, mumificacao fetal, natimortos
e doenga congénita, levando a perdas econdémicas e aumentando os custos de
producédo (TAYLOR et al., 2010). Além disso, esses animais, quando cronicamente
infectados, tornam-se fonte de infec¢ao para o ser humano (DUBEY et al., 2020).

Guo et al. (2016), através de um modelo matematico, determinaram a
probabilidade de aproximadamente 6300 novas infec¢des por T. gondii através da
ingestdo de carne ovina nos Estados Unidos. Até mesmo pequenas porcdes de
carne, de aproximadamente 5 gramas, apresentam potencial para a transmissao do

parasito se consumidas cruas ou mal cozidas (RANI et al., 2020).
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As frequéncias de anticorpos anti-T. gondii foram avaliadas no estado de
Pernambuco, demonstrando soropositividade que variou de 16,9% a 85% nos
animais estudados (BISPO et al., 2011; MAGALHAES et al., 2016). Na Paraiba,
Correia etal. (2015) descreveram uma frequéncia de 11,1% em propriedades rurais
do Sertdo, enquanto Silva et al. (2015), ao avaliarem animais abatidos no abatedouro
municipal de Patos, encontraram uma taxa de 25% de animais reagentes. Apesar
dos diversos estudos avaliando a frequéncia de anticorpos anti-T. gondii por meio da
Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), em nenhum foi realizado o bioensaio
em camundongos para isolamento do parasito nesta espécie animal.

Sao0 escassos os trabalhos relatando a realizagdo do bioensaio em
camundongos para isolamento de T. gondii em ovinos, entretanto € um método de
diagndstico que merece atengao, pois com ele € possivel avaliar a viruléncia das
cepas de T. gondii, assim como alertar a importancia desta espécie como fonte de
infeccao para os seres humanos. O isolamento deste parasito em tecidos da espécie
ovina foi relatado por Sposito-Filha et al. (1992) em animais provenientes do Rio
Grande do Sul, abatidos no estado de S&o Paulo, onde foram realizadas 58
preparagdes para inoculagao, dos quais foi possivel isolar 20 cepas de T. gondii por
meio da visualizagéo de cistos teciduais no cérebro dos camundongos. Em Séo Paulo,
o parasito ainda foi isolado do cérebro e diafragma de 34/40 (85%) ovinos reagentes
a RIFI (SILVA & LANGONI, 2001).

Devido a importancia de T. gondii causando prejuizos na ovinocultura, seu
isolamento e avaliagdo da viruléncia das cepas circulantes nos rebanhos tém sido alvo
de estudos (RAGOZO et al., 2008; SILVA et al, 2011). No entanto, ndo foram
encontrados na literatura estudos que realizaram o isolamento do agente em ovinos
provenientes de abatedouros no estado da Paraiba. Nesse contexto, a realizacao desse
estudo caracterizou-se pelo seu ineditismo em descrever a situagao soroepidemioldgica
e fatores associados a infecgao, assim como o isolamento e avaliagao da viruléncia de
cepas circulantes de T. gondii de ovinos naturalmente infectados abatidos no estado da
Paraiba, Nordeste do Brasil.

Esta dissertacdo € composta por dois capitulos: o primeiro consiste de uma
revisao de literatura acerca da infecgéo por T. gondii em ovinos. O segundo consta da
parte experimental, constituido por um artigo cientifico original que sera enviado a

revista “Parasitology Research”, que descreve a situagdo soroepidemioldgica e o
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isolamento de T. gondii em amostras de ovinos destinados ao consumo humano no

estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

Toxoplasma gondii € um protozoario pertencente ao filo Apicomplexa,
incialmente descrito na Franga por Nicolle e Manceaux (1908), em roedor silvestre
(Ctenodactylus gundi). No Brasil, Splendore (1908) o descreveu em coelhos, e seu
ciclo de vida foi totalmente descrito por Dubey e Frenkel (1972). O termo Toxoplama
deriva do grego (toxon = arco, plasma = forma), decorrente do seu formato em
arco crescente (DUBEY & BEATTIE, 1988). A toxoplasmose é uma importante
zoonose de distribuicdo mundial, podendo infectar quase 200 espécies animais, entre
mamiferos e aves (ACHA & SZYFRES, 2003).

2.1.1 Ciclo Biolégico

Os hospedeiros definitivos deste protozoario sdo os membros da Familia
Felidae, principalmente os felinos domésticos e selvagens. Os hospedeiros
intermediarios sao representados por diversas espécies de animais domésticos,
silvestres e 0 homem (DUBEY &BEATTIE, 1988).

A infec¢ao pelo protozoario pode ocorrer através de trés vias principais: por
ingestdao de alimentos e/ou dgua contaminados com oocistos esporulados, eliminados
pelos felideos, por consumo de carne crua ou mal cozida de hospedeiros
intermediarios contendo cistos infectantes do parasito e por via congénita (DUBEY,
2009). Eventualmente, a transmissao também pode ocorrer pelas vias galactégena e
venérea (LOPES et al., 2013).

Durante seu ciclo de vida, o protozoario apresenta trés estagios infecciosos,
sendo eles: oocistos, taquizoitos e cistos teciduais contendo bradizoitos. Apds a
ingestao de cistos teciduais pelo hospedeiro definitivo, a parede do cisto € dissolvida
por enzimas proteoliticas a nivel de estdmago e duodeno. Os bradizoitos presentes
no interior dos cistos sao liberados, penetram o epitélio intestinal e iniciam o processo
de multiplicacdo até a formacdo de oocistos, que serao liberados juntos com as
fezes dos felideos. No meio ambiente ocorrera a esporulagdo desses oocistos,

levando a formacgao de dois esporocistos com quatro esporozoitos cada. Nessa fase
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os oocistos sdo extremamente infectantes e, se ingeridos pelo hospedeiro
intermediario ocorrera a liberagdo dos esporozoitos no intestino delgado, penetrando
nos enterocitos e sendo carreados até a lamina propria. Nesse momento os
esporozoitos se dividem em taquizoitos, atingem a corrente sanguinea e iniciam o
processo de multiplicacdo em diversos tecidos, como cérebro, linfonodos,
musculatura, olhos e 6rgéos reprodutivos. Nesses tecidos, os taquizoitos se
desenvolverdao para sua forma de multiplicagdo lenta, os bradizoitos, que

permanecerao em laténcia dentro de cistos (DUBEY, 2010).

2.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA TOXOPLASMOSE EM OVINOS

A prevaléncia de toxoplasmose na espécie ovina é avaliada principalmente por
meio de inquéritos soroepidemioldgicos, e a variagdo das taxas de infec¢cado ocorre
principalmente de acordo com o teste soroldgico utilizado, a regido estudada, a
idade dos animais estudados e presenca de fatores de risco (DUBEY, 2009). Alguns
fatores de risco ja descritos para a infecgdo pelo protozoario sdo a presenga do
hospedeiro definitivo nas propriedades, seu acesso a fontes de aguas e alimento
dos ovinos e a falta de coleta dos restos placentarios e fetos abortados (VESCO
et al., 2007; PINHEIRO et al., 2009; ANDERLINI et al., 2011).

Inquéritos soroldgicos realizados em diferentes estados do Brasil no periodo
de 2009 a 2018 mostram uma frequéncia variando de 11,1% na Paraiba (CORREIA
et al., 2015) a 85% no arquipélago de Fernando de Noronha, Pernambuco
(MAGALHAES et al., 2016), com média de 27,63% na Regido Nordeste (Tabela 1).
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Tabela 1- Soroprevaléncia da infecgédo por Toxoplasma gondii na espécie ovina em diferentes
estados do Brasil de 2009 a 2018.

N° Positivos L. a s
Estado Ovinos (%) Técnica Referéncia
Santa Catarina 314 118 (37) RIF] CAMPIGOTTO et al.
(2017)
Rio GrS"‘u”Ide do 300 124 (41,3) RIFI FERREIRA et al. (2016)
Parana 81 33 (40,7) RIFI GHELLER et al. (2016)
Espirito Santo 236 91 (38,5) HAI TESOLINI et al. (2012)
Minas Gerais 250 144 (57,6) RIFI BASSI et al. (2013)
COSENDEY-
Rio de Janeiro 379  202(533)  MAT KEZENLEITE et al.
(2014)
S&o Paulo 294 88 (29,9) RIFI RIZZO et al. (2018)
Distrito Federal 1028 364 (35,4) RIFI UENO et al. (2009)
Mato Grosso 410 138 (33,6) RIFI OSHIRO et al. (2015)
do Sul
Mato Grosso 273 84 (30,8) HAI JUSTO et al. (2012)
. GUIMARAES et al.
Tocantins 182 25 (13,7) RIFI (2015)
. BRAGA FILHO et al.
Para 350 155 (44,2) HAI 2011)
Sergipe 1200 481 (40,1) RIFI RIZZO et al. (2017)
Pernambuco 240 204 (85) RIFI MAGAE‘Z"(')’?g)S etal.
. GUIMARAES et al.
Bahia 795 240 (30,2) RIFI 2013)
Alagoas 100 14 (14) RIFI NUNES et al. (2015)
Maranhao 64 12 (18,7) RIFI MORAES et al. (2011)
Paraiba 540 60 (11,1) RIFI CORREIA et al. (2015)
Rio cla\lr::;ge do 930 205(22)  ELISA  ANDRANDE et al. (2013)

HAI (Hemaglutinagao Indireta), RIFI (Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta), ELISA (Ensaio

Imunoenzimatico), MAT (Aglutinagao Modificada)

Fonte: Adaptado de LUGOCH et al. (2019).
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Correia et al. (2015), ao avaliarem 540 amostras sorologicas de ovinos através
da RIFI, determinaram uma prevaléncia de 11,1% de animais soropositivos para T.
gondii em 63 propriedades de 14 municipios da mesorregido do Sertdo paraibano, e
identificaram o tamanho do rebanho como um fator de risco para a ocorréncia da
infecgédo, onde lotes com mais de 25 animais apresentaram 3,2 vezes mais chances
de serem soropositivos.

Em contrapartida, Magalhdes et al. (2016) detectaram 85% (204/240) de
prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em ovinos criados no arquipélago de
Fernando de Noronha. Nesse estudo, ovinos em contato com felinos em pastagens
e instalagdes de animais confinados apresentaram uma probabilidade 2,94 vezes
maior de serem infectados por T. gondii do que aqueles animais que tinham contato
com os felinos apenas em pastagens.

Em Alagoas, a soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-T. gondii em ovinos
de abatedouro foi de 14% (14/100). O DNA do protozoario foi detectado em 21,43%
(3/14) das amostras soropositivas, em tecidos do sistema nervoso (cérebro, cerebelo
e medula espinhal) e coracao, através da Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)
(NUNES et al., 2015).

No Estado de Sao Paulo, Ragozo et al. (2008) determinaram uma frequéncia
de soropositividade em 24,2% (120/495) dos ovinos avaliados através do MAT. Dentre
0s animais soropositivos, foi realizado o bioensaio em camundongos de 82 amostras,
utilizando fragmentos de coracéao, cérebro e diaframa. Através do bioensaio, obteve-
se 16 isolados, dos quais, 6 foram altamente virulentos e todos os camundongos

infectados morreram.

2.3 SINAIS CLINICOS DA TOXOPLASMOSE EM OVINOS

Normalmente, T. gondii parasita o hospedeiro sem produzir sinais clinicos,
mas leva a formacao de cistos latentes que podem ser reativados levando a quadros
clinicos severos e as vezes fatais. Os maiores problemas da toxoplasmose em ovinos
sao referentes adisturbios reprodutivos, gerando perdas econdmicas nos rebanhos,
onde a infecgao torna-se a principal causa de abortamentos, mortalidade neonatal,

nascimento de animais prematuros e malformacdes fetais (TENTER et al., 2000).
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Os sinais clinicos de toxoplasmose observados em ovinos variam de acordo
com o estagio reprodutivo da matriz no momento da infeccdo. Ovelhas n&o
gestantes susceptiveis geralmente ndo apresentam sintomatologia, ocorrendo
apenas a formagdo de cistos no tecido nervoso e muscular (VAUGHAN, 1996).
Quando a infecgdo ocorre no periodo inicial da gestacdo, leva a morte fetal,
enquanto infecgbes no tergco médio da gestagdo redundam em natimortalidade ou
nascimentos de animais debilitados. O nascimento de animais infectados, mas
clinicamente saudaveis, acontece quando a infecgao da fémea ocorre no final da
gestacédo (BUXTON et al., 2006).

2.4 IMPORTANCIA ECONOMICA DA TOXOPLASMOSE EM OVINOS

Em muitos paises, T. gondii é reconhecido como importante agente causador
de perdas reprodutivas em rebanhos ovinos. Freyre et al. (1997) estimaram que os
prejuizos anuais decorrentes de toxoplasmose em rebanhos do Uruguai, variaram de
1,5 a 4,7 milhdes de ddlares. Na Itdlia, a mortalidade de cordeiros e
consequentemente falhas na lactagdo acarretam prejuizo anual acima de 10 milhdes
de euros. Nesse mesmo pais, a taxa de aborto associada a toxoplasmose foi de
11,1% em ovinos (MASALA, 2003). O protozoario foi identificado através da PCR em
54% (20/37) dos casos de aborto estudados por Danehchin et al. (2016) na provincia
de Khorasan Razavi, no Ira. Estima-se que 28,3% dos casos de aborto em rebanhos
ovinos na Espanha sejam devido ao T. gondii (PEREIRA-BUENO et al., 2004).

Pouco se sabe sobre a contribuicdo de T. gondii em abortos espontaneos e
mortalidade neonatal em ovinos no Brasil. No entanto, em estudo realizado por
Moraes et al. (2011), em Pernambuco, observou-se uma frequéncia de 14,3% (5/35)
de abortos associados ao protozoario. No Rio Grande do Sul, em um surto de aborto,
foram detectados anticorpos anti-T. gondii em 33,3% das fémeas avaliadas.
Associado a isso, foram evidenciados achados anatomopatolégicos e
imunoistoquimicos condizentes com encefalite toxoplasmica, caracterizada por

encefalite ndo supurativa com necrose multifocal (MOTTA et al., 2008).
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2.5 DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE

Por possuir sinais clinicos inespecificos e muitas vezes similares a outras
doencas infecciosas, apenas a sintomatologia ndo € suficiente para o diagnostico
definitivo. O diagndstico da toxoplasmose pode ser realizado através de métodos
diretos (parasitologicos, biolégicos, histolégicos ou moleculares), indiretos
(sorolégicos), ou ainda pela associagado de alguns destes. As técnicas de diagndstico
indireto baseiam-se na detecgdo de anticorpos anti-T. gondii. Existe uma ampla
diversidade de exames soroldgicos disponiveis, esses incluem a reagdo de Sabin-
Feldman ou teste do corante, hemaglutinagdo indireta (HAI), reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), teste de aglutinacdo em latex, teste de
aglutinagao direta (MAT), ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a reagéo de aglutinagéo
por imunoabsorg¢ao (ISAGA) (HILL et al., 2005).

Dentre os testes citados, a RIFI € comumente utilizada por ser considerada
o método “padrao ouro” para a detecgao de anticorpos anti-T. gondii, por apresentar
maior sensibilidade e especificidade quando comparada a outras técnicas, além de
ser considerada de facil realizagdo, sendo muito utilizada em laboratérios de rotina
(FIALHO, 2002). Enquanto os métodos diretos baseiam-se na identificagdo do
agente através de técnicas moleculares como a PCR, histopatologia,
imunoistoquimica ou isolamento a partir de ensaios biolégicos em camundongos ou
cultura de células (DUBEY, 1998; DUBEY, 2010). T. gondii pode ser isolado a partir
da inoculacdo de tecidos ou fluidos corporais em animais de laboratério, como
também através de cultivo celular. Usando tais amostras € possivel ndo apenas isolar
o protozoario, mas também detectar DNA toxoplasmico por meio da PCR (HILL &
DUBEY, 2002).

2.5.1 Isolamento de T. gondii e bioensaio em camundongos

O ensaio biolégico em camundongos é o método de eleigdo para a detecgao e
isolamento de T. gondii. Quando é possivel a obtengado de amostras teciduais, utiliza-
se essa técnica a fim de aumentar a taxa de recuperacao do parasito, assim como
obter informagdes acerca das caracteristicas biolégicas da amostra de T. gondii

(DUBEY, 1998). Um fator a ser considerado para a realizagdo do bioensaio é a
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selegao dos tecidos examinados. Esteban-Redondo et al. (1999) observaram maior
ocorréncia do agente no coragao e cérebro de ovinos naturalmente infectados. Silva
e Langoni (2001), também utilizando bioensaio em camundongos, obtiveram maiores
indices de isolamento utilizando cérebro e diafragma de ovinos naturalmente
infectados. Recomenda-se a realizagdo de digestédo prévia do tecido, em pepsina ou
tripsina, antes da inoculagdo nos camundongos, pois essa digestdo permite a
dissolugéo da parede dos cistos, liberando os bradizoitos e aumentando a eficacia do
isolamento (DUBEY, 2010).

O produto final do tecido apds digestdo pode ser inoculado pelas vias
subcutéanea (SC), intraperitoneal (IP) ou oral (per gavage). Sendo a via IP indicada
para isolamento de T. gondii a partir de amostras estéreis; a rota SC ¢é utilizada para
isolar o agente em amostras com possivel contaminagdo bacteriana, enquanto a via
oral & ideal para isolar o protozoario de fezes de felideos (DUBEY, 2010).

A patogenicidade do protozoario estd estreitamente relacionada com a
viruléncia da amostra. O camundongo (Mus musculus) tem sido utilizado como
modelo animal experimental para avaliagdo da viruléncia dos isolados de T. gondii. A
mortalidade e o tempo decorrido até a morte dos camundongos devem ser
observados por um periodo de 30 dias. Os isolados sao classificados como
virulentos quando apresentam 100% de mortalidade dos camundongos infectados,
geralmente caracterizando uma infecgdo aguda, sendo possivel observar grande
quantidade de taquizoitos nos pulmdes, cérebro e lavado peritoneal. Os isolados néo
virulentos apresentam 100% de sobrevivéncia entre os camundongos inoculados,
as amostras nao virulentas causam infecgcéo crénica, sendo observados producgéo
de anticorpos especificos e visualizagdo de cistos no cérebro, enquanto os isolados
de viruléncia intermediaria apresentam taxas de sobrevivéncia intermediarias
(DUBEY et al., 2002).

2.6 CONTROLE E PROFILAXIA DA TOXOPLASMOSE EM OVINOS

O monitoramento da toxoplasmose ovina torna-se uma medida importante
devido ao impacto econémico causado por essa zoonose na ovinocultura (LUCIANO
et al., 2011). Medidas de controle da toxoplasmose baseiam-se na adog¢ao de

medidas higiénico-sanitarias nas propriedades, tais como controlar o acesso de
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hospedeiros definitivos as areas de criagdo dos ovinos e as fontes de agua,
armazenar corretamente os alimentos, coleta e descarte adequado de placentas e
fetos abortados visando evitar a infec¢do de outros animais (PAVLOVIC & IVANOVIC,
2005).

Associado a essas medidas, deve-se realizar ainda o controle sorolégico do
rebanho com descarte adequado de animais soropositivos, e utilizagdo de
reprodutores e matrizes sorologicamente negativas para assim evitar a transmissao
venérea e vertical (LOPES et al., 2013).

A imunizagdo como forma de prevengao da toxoplasmose ovina é empregada
em paises da Oceania, como Australia e Nova Zelandia. A Unica vacina
comercialmente disponivel (Toxovax®) contém taquizoitos vivos da cepa S48 de
T. gondii, incapaz de produzir cistos teciduais (BUXTON et al., 1993). No entanto,
por ser produzida com o agente vivo, a vacina apresenta um risco potencial para o
manipulador, curto periodo de validade, e a imunizacdo de matrizes ndo impede a

infecgao fetal apds desafio com cepa virulenta (BOOPHALE, 2003).
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3 SOROPREVALENCIA E ISOLAMENTO DE TOXOPLASMA GONDII EM
OVINOS DESTINADOS AO CONSUMO HUMANO NA PARAIBA,
NORDESTE DO BRASIL

A ovinocultura representa uma importante atividade socioeconémica no
Nordeste brasileiro, que concentra o maior efetivo ovino do Brasil. O estado da
Paraiba tem um rebanho de aproximadamente 433 mil ovinos, € mais da metade esta
inserido na regido semiarida (IBGE, 2017). Nesta Regido, uma elevada incidéncia de
afeccdes de ovinos é observada, principalmente em decorréncia de praticas de gestao
sanitaria improprias para prevencgao e controle de doengas (Coelho et al. 2011). Neste
contexto, séo relevantes as investigagdes epidemioldgicas de doengas que acarretam
problemas na esfera reprodutiva. Dentre essas doencas destaca-se a toxoplasmose,
doenca responsavel por provocar abortamentos em ovelhas, causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii (Dubey 2010; Castano et al. 2016; Shahbazi et al. 2019).

Toxoplasma gondii € um protozoario cosmopolita, pertencente ao filo
Apicomplexa capaz de infectar diversos hospedeiros, incluindo mamiferos, aves e
humanos, causando desordens reprodutivas (Dubey et al. 2012). A transmissao de T.
gondii pode ocorrer através da ingestdo de carne malcozida contendo cistos teciduais,
ingestao de alimentos e agua contaminada com oocistos eliminados nas fezes de
felinos infectados, apds esporulagdo ambiental (Dubey & Jones, 2008), ou ainda pode
ocorrer a transmissao pela via transplacentaria (Costa et al. 2020). Devido a
capacidade de T. gondii se disseminar prontamente para os tecidos comestiveis de
ovelhas, esse parasita representa grande importancia para a saude publica (Belluco
et al. 2016).

Em rebanhos ovinos, T. gondii causa importantes perdas econdmicas devido a

problemas reprodutivos, principalmente como agente causador de abortos. Na
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América do Sul, as infec¢des pelo protozoario variam entre 3 a 54% dos abortos
ovinos (Stelzer et al. 2019). Na regido Semiarida da Paraiba, Valéncio et al. (2020),
ao avaliarem a presenga de anticorpos IgG anti-T. gondii em fémeas ovinas do
nascimento até os 12 meses de idade, observaram que 44,3% (27/61) das fémeas
atingiam a maturidade sexual com presenca de anticorpos contra T. gondii,
demonstrando uma alta probabilidade de ocorrer desordens reprodutivas causadas
pelo parasito.

A prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em ovinos destinados ao consumo
humano é variavel. No estado de Alagoas, Brasil, a soroprevaléncia de anticorpos IgG
anti-T. gondii em ovinos de abatedouros foi de 14% (14/100) (NUNES et al., 2015).
Em Rondénia, Brasil, Maia et al. (2020), também através da RIFI, detectaram a
presenca de anticorpos contra o protozoario em 52,4% (323/616) das amostras
avaliadas. Entretanto, ha escassez de estudos que realizem o isolamento in vivo do
parasito a partir de amostras teciduais de ovinos. Em Sao Paulo, Brasil, Ragozo et al.
(2008), através do bioensaio em camundongos, obtiveram 19,5% (16/82) de taxa de
isolamento a partir de amostras soropositivas no teste de Aglutinagcdo Modificada
(MAT). Ainda em Sao Paulo, Silva et al. (2011) detectaram a presenca de cistos
teciduais em 30,3% (20/66) das amostras submetidas ao bioensaio em camundongos,
demonstrando que haviam cistos viaveis nas amostras inoculadas, capazes de levar
a infecgao no ser humano.

Tendo em vista a importancia de T. gondii para a ovinocultura e para a saude
publica, e a auséncia de trabalhos que demonstrem a prevaléncia de T. gondii viavel
em tecidos de ovinos no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil. Este estudo teve como
objetivo determinar a soroprevaléncia de T. gondii em ovinos destinados para o

consumo humano na Paraiba, Nordeste do Brasil, determinar os principais fatores
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associados com a infecgdo, bem como realizar o isolamento do agente através do

bioensaio em camundongo.

3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 Caracterizacao da area de estudo

O Estado da Paraiba esta localizado no Nordeste do Brasil, apresenta um clima
predominantemente semiarido, com elevadas temperaturas ao longo do ano, com
média em torno de 25.2° C e a maxima em torno de 29.2° C (Instituto Nacional de
Meteorologia [INMET] 2010). O indice pluviométrico caracteriza-se por apresentar alta
variabilidade temporal e espacial, com valores de precipitacdo entre 450 a 900mm

(Agéncia Executiva de Gestao de Aguas do Estado da Paraiba [AESA] 2009).

3.1.2 Amostragem

No periodo de Julho de 2019 a outubro de 2020 foram obtidas amostras de 205
ovinos, sendo 100 coletados no abatedouro de Patos e 105 coletados no abatedouro
de Sousa. Os animais eram provenientes de dez municipios situados em clima
semiarido do estado da Paraiba (Fig. 1). O numero de animais utilizados foi calculado
levando em consideragao uma prevaléncia esperada de 50% para infecgao por T.

gondii. Considerou-se uma confianga minima de 95% (THRUSFIELD, 2007).



Fig. 1 - Mapa da Paraiba demonstrando a localizagdo dos abatedouros e dos

municipios de procedéncia dos ovinos abatidos
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3.1.3 Testes sorolégicos e isolamento de T. gondii

Amostras de sangue para obten¢ao do soro foram coletadas no momento da

sangria, durante o abate dos animais, sendo acondicionadas em tubos de ensaio sem
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anticoagulante e identificadas individualmente. Ap6s o abate, amostras teciduais de

coracgao, diafragma e cérebro foram coletadas e acondicionadas individualmente em

sacos plasticos, armazenados em isopor com gelo e enviados ao Laboratério de

Imunologia e Doencgas Infectocontagiosas (LIDIC) do Instituto Federal de Educacgéo,

Ciéncia e Tecnologia da Paraiba (IFPB), campus Sousa, para a realizacdo das

analises.

O exame sorologico para pesquisa de anticorpos anti-T. gondii foi realizado

através da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), conforme descrito por

Camargo (1974), utilizando amostra RH de taquizoitas de T. gondii fixados em |amina.

Utilizando como ponto de corte 1:64 (Correia et al., 2015).
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A leitura das laminas foi realizada em objetiva de 40x, em microscopio de
fluorescéncia, considerando-se positiva as amostras onde os taquizoitas
apresentavam fluorescéncia periférica total. A auséncia de fluorescéncia ou apenas
na extremidade dos taquizoitas, conhecida como fluorescéncia apical, foi considerada
como reagao negativa.

Amostras teciduais de cérebro, coragéo e diafragma dos animais soropositivos
para anticorpos IgG anti- T. gondii na RIFI foram inoculados em camundongos Swiss,
com aproximadamente 45 dias de idade, para tentativa de isolamento do parasito.
Inicialmente, as amostras eram cortadas em pequenos fragmentos, removendo a
gordura e o tecido conectivo, utilizando aproximadamente 16,6 gramas de cada 6rgéao,
até totalizar 50 gramas. Posteriormente, os pools de tecidos foram submetidos a
digestdo péptica segundo o protocolo de Dubey (1998), e inoculado pela via
subcutanea, utilizando cinco camundongos por animal soropositivo, alojados na
mesma caixa.

Os animais inoculados foram mantidos em observacdo por periodo de no
maximo 60 dias, em caixas de polipropileno, recebendo agua e ragao comercial ad
libitum. Os animais que vieram a o6bito durante o periodo de observacdo foram
examinados para investigar a presenga de T. gondii no tecido cerebral, conforme
descrito por Dubey (2010). Dentre os animais que sobreviveram ao periodo de
observacao de 45 dias pos inoculagao, foi realizada a coleta de sangue através do
plexo submandibular, e apds obtengao do soro foi realizada a RIFI, utilizando ponto
de corte 1:16. Os camundongos sororeagentes permaneceram no experimento até os
60 dias pos inoculagao (p.i), quando foram eutanasiados e examinados para pesquisa
de cistos teciduais de T. gondii no cérebro. Os soronegativos foram eutanasiados apos

o resultado da RIFI e submetidos ao mesmo procedimento, sendo consideradas
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positivas as amostras que foram observados taquizoitas e/ou cistos em seus tecidos

(Dubey et al. 2002).

3.1.4 Questionario epidemiolégico

Foram aplicados questionarios epidemiolégicos aos proprietarios dos animais.
As variaveis analisadas e suas respectivas categorias foram: sexo (macho, fémea),
raga (pura, mestiga), idade (< 1 ano, entre 1 e 2 anos, > 2 anos), sistema de criagao
(extensivo, semi intensivo), contato com outros animais domésticos (gato, bovino,
caprino, aves) contato com animais silvestres (sim, ndo), histérico de abortos (sim,

nao).

3.1.5 Analises estatisticas

Foi realizada uma analise exploratéria a fim de identificar possiveis fatores de
associacao para a ocorréncia de toxoplasmose. Para tanto foi utilizado o teste de Qui-
quadrado ou exato de Fisher (Zar 1999) para selecionar as variaveis que
apresentaram diferencga significativa (p< 0.20). Posteriormente, essas variaveis foram
submetidas a uma analise multivariada utilizando a regresséo logistica multipla. Para
verificar uma possivel colinearidade entre as variaveis foi aplicada uma correlagcao de
Person (r) e as variaveis que apresentaram coeficiente de correlacao > 0.9 foram
excluidas de acordo com a plausibilidade biolégica. O ajuste do modelo foi verificado
pelo teste de Hosmer e Lemeshow (2000), onde p> 0.05 significa um bom ajuste. Os

dados foram analisados no SPSS 25 a um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

Neste estudo, 30,7% (63/205) dos ovinos examinados foram soropositivos para
anticorpos anti-T. gondii. Nos animais coletados no abatedouro de Patos, a
prevaléncia foi de 26% (26/100) e nos animais coletados em Sousa foi de 35,2%
(37/105) (P>0,05).

Os titulos de anticorpos anti-T. gondii variaram de 1:64 a 1:16384, sendo que
os titulos mais frequentes foram 1:64 (17,5%; 11/63) e 1:512 (17,5%; 11/63). Dentre
0s ovinos soropositivos, 61 foram submetidos ao bioensaio em camundongos para
isolamento de T. gondii, dos quais foram obtidos 29 isolados, representando uma taxa
de isolamento de 47,5%. Os isolados foram denominados TgShBrPB1 a 29. N&o foi
observada correlagao (r) entre isolamento de T. gondii e titulo de anticorpos.

As informacgdes sobre os isolados de T. gondii e mortalidade dos camundongos
estao descritos na Tabela 2. Considerando um periodo pds-inoculagao de 60 dias,
sete isolados (24,1%) foram letais para pelo menos um dos camundongos infectados.
Os 6bitos dos camundongos por toxoplasmose ocorreram entre 23 e 55 dias P. I., com
média de 36,4 dias. Em 22 isolados (75,8%) todos os camundongos infectados
sobreviveram até o final do experimento, 60 dias pds-inoculagdo, sendo assim

considerados isolados nao virulentos.
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Tabela 2 - Resultados do bioensaio em camundongos de ovinos abatidos no estado

da Paraiba, Nordeste do Brasil, de acordo com o municipio de procedéncia, no
periodo de Julho de 2019 a Outubro de 2020

Bioensaio em Camundongos

N° de 6bitos/

Municipio ID Ovino ID Isolado N°de So.breV1da Mortalidade
) (dias P.I.) (%)
infectados
Aparecida Ov. 1 TgShBrPB1 0/5 Sobreviveu 0
Ov.3 TgShBrPB2 0/3 Sobreviveu 0
Ov. 39 TgShBrPB3 0/5 Sobreviveu 0
Ov. 76 TgShBrPB4 0/4 Sobreviveu 0
Ov. 147 TgShBrPB5 0/2 Sobreviveu 0
Ov. 151 TgShBrPB6 1/3 23 33,3
Cacimba de Ov. 96 TgShBrPB7 3/5 49, 53, 55 60
Areia Ov. 129 TgShBrPB8 0/5 Sobreviveu 0
Campina Ov. 90 TgShBrPB9 0/4 Sobreviveu 0
Grande Ov. 132 TgShBrPB10 02 Sobreviveu 0
Ov. 158 TgShBrPB11 0/2 Sobreviveu 0
Ov. 159 TgShBrPB12 2/5 26,27 40
Ov. 168 TgShBrPB13 0/3 Sobreviveu 0
Ov. 170 TgShBrPB14 0/2 Sobreviveu 0
Ov. 180 TgShBrPB15 0/3 Sobreviveu 0
Ov. 186 TgShBrPB16 0/2 Sobreviveu 0
Ov. 189 TgShBrPB17 2/4 34 50
Ov. 192 TgShBrPB18 0/3 Sobreviveu 0
Malta Ov. 197 TgShBrPB19 0/1 Sobreviveu 0
Ov. 202 TgShBrPB20 2/4 24,25 50
Ov. 205 TgShBrPB21 1/3 29 33,3
Monteiro Ov. 102 TgShBrPB22 0/2 Sobreviveu 0
Ov. 110 TgShBrPB23 0/4 Sobreviveu 0
Sao José do Ov. 137 TgShBrPB24 0/2 Sobreviveu 0
Bonfim Ov. 138 TgShBrPB25 0/3 Sobreviveu 0
Ov. 142 TgShBrPB26 1/5 55 20
Sousa Ov. 14 TgShBrPB27 0/3 Sobreviveu 0
Ov. 17 TgShBrPB28§ 02 Sobreviveu 0
Vieiropolis Ov. 78 TgShBrPB29 0/2 Sobreviveu 0

Os resultados da anadlise exploratéria e analise dos fatores associados a

infeccao por T. gondii estao apresentados na Tabela 3. As variaveis sexo, raga, idade,

sistema de criagcdo, contato com bovinos e contato com animais silvestres

apresentaram P<0, 20 pelo teste de qui-quadrado e foram selecionadas para a analise
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multivariada. A regressao logistica multipla mostrou que fémeas (Odds ratio 3,183;
P=0,004), animais de raga pura (Odds ratio 2,157; P=0,047) e sistema de criagao

extensivo (Odds ratio 2,612; P=0,026)
foram considerados fatores associados a infec¢éo por T. gondii.

Tabela 3 - Analise Univariavel e fatores associados a frequéncia de ovinos
soropositivos para Toxoplasma gondii no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil, no
periodo de Julho de 2019 a Outubro de 2020

N°de

N° total animais Odds Intervalo
Varidvel Categorias de .\ P . de P
o positivos ratio
animais (%) confianca
0
Macho 60 10 (16,7) 1 i
Sexo 0.005 [61 ;7562] 0.004
Fémea* 145 53 (36,6) 3,183 ’
Mestica 168 47 (28) 1 i
Raca 0.068 5}2{)29] 0.047
Pura* 37 16 (43,2) 2,157 ’
Até 1 ano 20 4 (20) - - -
Entre 1 e 2
Idade anos 44 10227 o176 - i i
Maisde2 g1 49348) . . .
anos
Extensivo* 29 13 (44,8) 2,612
Sistema de [1,120-
D . 0.076 ’ 0.026
criagdo  Semi- 176 50 (28.4) 1 6,094]
ntensivo
Contato com Nao 125 44 (35,2) - - -
bovinos 0.083
Sim 80 19 (23,8) - - -
Contato com Nao 179 52 (29,1) - - -
animais 0.171
silvestres Sim 26 11 (42,3) - - -

Teste de Hosmer e lemeshow y2 = 0,396; Graus de liberdade = 3; p=0.941

*Fatores associados a infec¢ao
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5 DISCUSSAO

A soroprevaléncia de T. gondii entre ovinos encontrado neste estudo (30,7%)
foi considerada alta, e isso corrobora com os achados de outros estudos no Brasil,
independentemente do método soroldgico utilizado. Assim, no Nordeste do Brasil,
Mendonga et al. (2013) detectaram a presenga de anticorpos anti-T. gondii em 28,2%
(263/932) dos ovinos avaliados no estado de Sergipe. Andrade et al. (2013), no estado
do Rio Grande do Norte, observaram prevaléncia de 22,1% (205/930). Na Bahia, foi
relatada uma soroprevaléncia de 41,5% (Rocha et al. 2015). Nas demais regides do
Brasil, os percentuais de prevaléncia também sao elevados, com registros de 53,3%
no Rio de Janeiro, regido Sudeste (Leite et al. 2014) e 70,2% no Rio Grande do Sul,
regiao Sul (Consalter et al., 2019). Os resultados obtidos com este estudo confirmam
a abrangéncia de distribuicdo do agente no Brasil, e de forma indireta, demonstram

uma intensa contaminacéo do solo por oocistos de T. gondii.

O fato de alguns isolados de T. gondii serem virulentos e outros isolados nao
virulentos ndo é tdo surpreendente, dada a variedade geogréafica e as diversas
espécies que o parasito pode infectar. Algumas variagées dentro da espécie sao
esperadas, assim como subpopula¢des adaptadas a diferentes nichos (Boothroyd &
Grigg, 2002). Além disso, a viruléncia de isolados de T. gondii para camundongos
depende de outros fatores, incluindo a dose do indculo, imunidade do hospedeiro e

via de inoculagao (Dubey et al. 2003).

A maior taxa de isolamento foi observada de animais provenientes de Campina
Grande (76,9%; 10/13), provavelmente esse fato se deve a diferenga climatica em
relacao aos demais municipios, haja visto que esse municipio pertence a Mesorregiao

do Agreste Paraibano, onde a temperatura € mais amena e a umidade relativa € mais
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alta, quando comparado aos municipios da Mesorregido do Alto Sertdo Paraibano. De
acordo com Silva et al. (2003) e Jittapalapong et al. (2005), a elevada umidade e a
temperatura mais amena tornam o ambiente favoravel para a viabilidade dos oocistos
no solo por um longo periodo e esta € a principal forma de transmissdo para os

ruminantes.

O sexo foi considerado fator associado a infecgao pelo protozoario, em que
fémeas apresentaram 3,18 vezes mais chances de serem infectadas por T. gondii.
Esta descoberta esta em concordancia com o relatado por Guimaraes et al. (2013) em
ovinos no estado da Bahia, e esse aumento da suscetibilidade de fémeas se
infectarem pode estar relacionado com a menor resisténcia imunoldégica em certos
periodos de suas vidas. A ocorréncia de eventos reprodutivos como o estresse da
lactacéo e a gestacao sao periodos que causam imunossupressao, tornando-as mais

suscetiveis a infecgao pelo protozoario (Tilahun et al. 2018).

Embora outros estudos demonstram maior soropositividade em animais
mesticos em comparagado a animais de raga pura (Ragozo et al., 2008; Silva et al.,
2003), no presente estudo, observou-se maior soropositividade em animais de raga
pura (Dorper e Santa Inés) 43,2% (16/37) em comparacao a animais mesticos 28%
(47/168). Isso pode ser justificado na regido de estudo devido ao habito dos
proprietarios utilizarem animais de raga pura principalmente para reprodugao, assim,
esses animais na maioria das vezes sdo destinados ao abate como forma de descarte,
quando estdo com idade mais avancada ou apresentam declinio na eficiéncia

reprodutiva.

Diferenca estatistica (p<0,02) foi observada em relagao a idade dos animais,

com uma maior soropositividade em animais adultos com mais de dois anos, o que



38

pode ocorrer devido ao prolongado tempo de exposigcdo ao ambiente contaminado
com oocistos, ocorrendo a maiores percentuais de infec¢do e soroconversdo nos

ovinos. (Consalter et al. 2019; Halos et al. 2020).

A analise multivariada demonstrou que uma maior frequéncia de animais
soropositivos para anticorpos anti-T. gondii estava associada a criagdo extensiva,
indicando um fator de associacao a infecgcdo em ovinos. Nesse sistema de criacio, os
ovinos vivem em proximidade com outras espécies de animais domeésticos, além de
animais silvestres. Esta pratica permite que os animais entrem em contato com
oocistos, principal fonte de infeccdo para ruminantes, e que sao liberados na

vegetacgao por felinos domésticos e selvagens (Ahmad et al., 2015; Silva et al., 2016).
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6 CONCLUSAO

Concluiu-se que € elevada a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em ovinos
abatidos no estado da Paraiba e que uma grande quantidade de carne ovina contendo
cistos viaveis de T. gondii estd sendo comercializada para o consumo humano. Este
fato demonstra um sério risco a saude publica, uma vez que este parasito apresenta
capacidade de permanecer presente nos tecidos dos ovinos, podendo ocorrer a
infecgdo humana por meio do consumo de carne mal cozida. A elevada taxa de
infeccdo dos animais esta diretamente relacionada ao manejo aos quais séo

submetidos.
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8 CONCLUSAO GERAL

Os resultados deste estudo demonstram que € elevada a prevaléncia de
anticorpos anti-T. gondii em ovinos abatidos na Paraiba, e que a idade, animais de
raca pura e sistema de criacdo extensivo sao fatores de associacido positiva para a
infeccdo. Além disso, a grande maioria desses animais possuem cistos viaveis de T.

gondii, podendo ser fonte de infecgédo para o ser humano.
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APENDICE A

Questionario epidemiolégico para coleta de dados dos ovinos abatidos em

Sousa e Patos, Paraiba.

Abatedouro: ( ) Sousa Municipio de procedéncia:
( ) Patos

DADOS DO PROPRIETARIO

Proprietario: Telefone:

DADOS DO ANIMAL

Sexo: () Macho ( ) Fémea

Idade: ( )Até 1ano ( )Entre1e2anos ( )Mais de dois anos
Raca: ( ) Pura ( ) Mestica

Histérico de abortos: ( ) Nao () Sim

MANEJO

Sistema de criagdo: ( ) Extensivo () Semi-intensivo

Contato com outros animais: ( ) Nao () Sim
Quais: ( ) Gatos

( ) Bovinos

( ) Caprinos

( ) Suinos

( )Aves

Contato com animais silvestres: ( ) Nao () Sim
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