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RESUMO

A toxoplasmose € uma zoonose causada pelo protozodrio Toxoplasma gondii, que tem como
hospedeiro definitivo os felideos, no entanto, pode parasitar outros animais de sangue quente,
incluindo caprinos. A doenca € transmitida através da ingestdao de &dgua e alimentos
contaminados, ¢ de forma congénita por transmissdo vertical, podendo ocasionar desordens
reprodutivas como aborto, natimortos, atraso no ciclo estral e outras. Essa dissertacdo é
composta por dois capitulos, o primeiro consta de uma revisdo de literatura relacionada a
Toxoplasmose em caprinos € o segundo é um artigo cientifico que teve como objetivo
determinar a soroprevaléncia de anticorpos anti-7. gondii, os fatores associados a infeccao de
caprinos do estado da Paraiba e realizar o isolamento de cepas do protozodrio em amostras de
tecidos de caprinos destinados ao consumo humano. Amostras de soro de 229 caprinos abatidos
na Paraiba foram testados através da Reag¢ao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), com ponto
de corte de 1:64. A soroprevaléncia encontrada foi de 21,39% (49/229), os titulos de anticorpos
variaram de 1:64 a 1:32.768. O municipio de origem Patos (OR: 3.047), [IC:1.384-6.706] e
Sousa (OR: 3.355), [IC: 1.536-7.327] foram considerados fatores associados a infec¢ao. Foram
realizados 38 bioensaios em camundongos a partir de tecidos de caprinos soropositivos com
taxa de 1solamento de 50% (19/38). Nao houve correlagdo entre taxa de isolamento e titulos de
anticorpos. Apenas um camundongo veio a 6bito 30 dias pds-infec¢do, o que demonstra baixa
viruléncia para camundongos das cepas isoladas. Esses resultados demonstram a elevada
soroprevaléncia em caprinos no estado da Paraiba, bem como a porcentagem considerdvel de
cistos teciduais vidveis em animais abatidos para o consumo humano.

Palavras chave: Bioensaio. Isolamento. Pequenos Ruminantes. Toxoplasmose.



ABSTRACT

Toxoplasmosis is a zoonosis caused by the protozoan Toxoplasma gondii, which has felids as
its definitive host, however, it can parasitize other warm-blooded animals, including goats. The
disease is transmitted through the ingestion of contaminated water and food, and in a congenital
way through vertical transmission, which can cause reproductive disorders such as abortion,
stillbirth, delay in the estrous cycle and others. This dissertation consists of two chapters, the
first consists of a literature review related to Toxoplasmosis in goats and the second is a
scientific article that aimed to determine the seroprevalence of anti-7. gondii antibodies, the
factors associated with goat infection in the state of Paraiba and to isolate strains of the
protozoan in samples of goat tissues intended for human consumption. Serum samples from
229 goats slaughtered in Paraiba were tested using the Indirect Immunofluorescence Reaction
(RIFI), with a cut-off point of 1:64. The seroprevalence found was 21.39% (49/229), the
antibody titers ranged from 1:64 to 1: 32.768. The municipality of origin Patos (OR:3.047),
[/C:1.384-6.706] and Sousa (OR:3.355), [IC:1.536-7.327] were considered factors associated
with the infection. 38 bioassays were performed on mice from seropositive goat tissues with an
isolation rate of 50% (19/38). There was no correlation between isolation rate and antibody
titers. Only one mouse died 30 days after infection, which shows low virulence for mice of the
isolated strains. These results demonstrate the high seroprevalence in goats in the state of
Paraiba, as well as the considerable percentage of viable tissue cysts in animals slaughtered for
human consumption.

Keywords: Bioassay. Isolation. Small Ruminants. Toxoplasmosis.
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1. INTRODUCAO GERAL

A toxoplasmose é uma zoonose de distribui¢do cosmopolita causada pelo
protozoario Toxoplasma gondii, que tem como hospedeiro definitivo os felideos, possui
multiplas formas de transmissdo e ampla diversidade de hospedeiros intermedidrios
(LOPES & BERTO, 2012; DUBEY et al., 2020).

Em caprinos, a infecc¢io por 7. gondii esta frequentemente relacionada a perdas
econOmicas relacionadas a problemas reprodutivos e produtivos tais como diarreia,
perda aparente de peso, erecao de pelos, atraso de cio, aborto, nascimento de animais
apresentando deformidades congénitas, mumificacdo fetal, natimortos e outros
(FERREIRA NETO et al., 2018).

Apesar de estar relacionada as perdas econdmicas por desordens produtivas e
reprodutivas, a toxoplasmose também pode ocorrer de forma subclinica em caprinos
imunocompetentes. Esta caracteristica além de dificultar o diagndstico coloca em risco
a saude humana, uma vez que possibilita a presenca de animais cronicamente infectados
no rebanho e facilita o abate de animais infectados para o consumo humano. Além disso,
o consumo de carne crua ou malpassada e de leite cru s@o fontes de infec¢des para o
homem. (FARIAS et al., 2007; RAGOZO et al., 2009; ALOISE et al., 2017; MOURA
et al., 2020).

Ainda, a infec¢@o de caprinos por 7. gondii pode estar associada a fatores como
clima, sistema implantado na propriedade, sexo, raga, idade, manejo sanitdrio, presenca
de felideos e outros. Estes fatores podem variar entre estados e regides e contribuem
para uma maior ou menor soroprevaléncia de animais soropositivos por propriedade. O
conhecimento dos fatores associados a infec¢do por este protozodrio pode contribuir
para o estabelecimento de medidas de controle e prevencao eficazes (VALENCA et al.,
2015; SANTOS et al. 2018).

Devido a isso, torna-se importante conhecer a disseminacdo local deste
protozodrio, o que pode ser feito através de levantamentos de soroprevaléncia (MOURA
et al. 2020). Para o estudo da soroprevaléncia podem ser realizados diferentes métodos
de diagndstico sorolégico como ELISA (Enzime-linked Immunosorbent assay), MTA
(Modified Agglutination Test) e a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta — RIFI, porém
a RIFI € o método considerado padrdo ouro para o diagndstico sorologico de 7. gondii

(FORTES, et al. 2017).
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Em estudo sorolégico realizado por Santos et al. (2012) com 110 rebanhos de
caprinos leiteiros do estado da Paraiba, foi relatado 70% (77,7/100) de soroprevaléncia
nos rebanhos, enquanto a prevaléncia dentro dos rebanhos variou entre 8,3% a 85,7%,
sendo a presenca de plantas toxicas e o fato da criagdo de caprinos ndo ser a principal
atividade da propriedade os principais fatores associados a infec¢do por 7. gondii nestes
rebanhos. Essa variacao de prevaléncia entre rebanhos pode se dar devido aos diferentes
sistemas e manejos implantados ou ndo na propriedade.

Apesar de haver alguns relatos acerca da soroprevaléncia e fatores associados no
estado da Paraiba, tais estudos ainda sdo escassos, € ndo existe nenhuma pesquisa
relacionada ao isolamento e avaliacdo do grau de viruléncia das cepas de 7. gondii que
circulam nesse estado (DUBEY et al., 2020). O isolamento e avaliagdo do grau de
viruléncia das cepas € de grande importancia para compreensdo da patogenia da
toxoplasmose neste estado, uma vez que existem cepas de alta, moderada ou baixa
viruléncia, o que pode determinar o estabelecimento de sintomatologia branda ou severa

Desta forma, este trabalho teve como objetivo determinar a soroprevaléncia de
T. gondii em caprinos abatidos para consumo humano no estado da Paraiba, identificar
os fatores associados a soroprevaléncia, isolar o protozodrio a partir de tecidos de
caprinos positivos e avaliar o grau de viruléncia das cepas isoladas. Contribuindo para
a elucidacdo epidemioldgica da toxoplasmose neste estado e contribuindo para a
elaboracdo de estratégia de controle e prevencgdo eficazes, otimizando a produgdo de
caprinos abatidos para o consumo humano, diminuindo as percas econdmicas,
assegurando a qualidade do produto e auxiliando no estabelecimento de uma sadde
Unica de qualidade.

Esta dissertagdo € composta por dois capitulos. O primeiro capitulo é uma
revisdo bibliografica acerca da Toxoplasmose em caprinos. O segundo capitulo, consta
de um artigo cientifico original a ser publicado na revista “Preventive Veterinary
Medicine”, com o titulo: Caracterizagdo e Isolamento de Toxoplasma gondii em

caprinos abatidos no estado Paraiba, Brasil.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

Toxoplasma gondii € um protozodrio zoondtico que possui como hospedeiro definitivo os
felideos, mas possui uma ampla diversidade de hospedeiros intermedidrios e distribuicdao
cosmopolita (LOPES & BERTO, 2012; DUBEY et al., 2020).

Este protozodrio foi inicialmente identificado na Franca por Nicolle e Manceux (1908) em
um roedor silvestre da espécie Ctenodactylus gundi, durante uma pesquisa sobre Leishmaniose.
O termo Toxoplasma foi atribuido devido a sua morfologia em formato de arco crescente (7oxo:
arco e plasma: forma), enquanto o termo gondii faz referéncia ao hospedeiro no qual foi
identificado pela primeira vez (NICOLLE & MANCEUX, 1909; DUBEY & BEATTIE, 1988).

No Brasil, Splendore (1908) identificou mesmo parasita em um coelho no mesmo ano em

que ocorreu o primeiro relato de Toxoplasma gondii.

2.2 CICLO BIOLOGICO

Toxaplasma gondii, Gnica espécie do género Toxoplasma, é um coccidio que pode infectar
animais vertebrados de sangue quente e o ser humano. Tem como hospedeiro definitivo os
felideos, os quais contaminam o ambiente ao liberar oocistos nas fezes (DUBEY, 1996;
DUBEY, 2007).

O T. gondii pode infectar seus hospedeiros durante trés estigios diferentes: oocistos
esporulados, taquizoitos e cistos teciduais. Os taquizoitos, possuem formato de arco crescente
e possuem a capacidade de infectar qualquer célula do organismo. Os cistos teciduais contém
os bradizoitos, estes sdo liberados quando o cisto tecidual perde sua parede devido a agdo do
pepsinogénio e do dcido cloridrico. Os oocistos sdo produzidos e liberados apenas pelo
hospedeiro definitivo. (DUBEY & FRENKELL, 1976; DUBEY, 1998; DUBEY, 2008;
FERGUSON, 2009).

O hospedeiro definitivo pode se infectar pela ingestdo de oocistos esporulados, ou pela
atividade carnivora que eles exercem, podendo ingerir cistos teciduais contendo bradizoitos
e/ou taquizoitos. Ao ingerir os cistos teciduais, as enzimas proteoliticas do estdmago dissolvem
a parede do cisto, liberando os bradizoitos que penetram o epitélio do intestino para se
multiplicar até a formacdo de oocistos, os quais serdo liberados nas fezes. Os oocistos sdao

liberados na forma ndo infectante, no ambiente ocorre a esporulagdo, formandos dois
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esporocistos, com quatro esporozoitos cada e tornando-se altamente infectante (DUBEY, 1970;
DUBEY 2010).

Quando ocorre a ingestdo do oocisto esporulado pelo hospedeiro intermedidrio, o oocisto
ird liberar os esporozoitos a nivel de intestino delgado, os esporozoitos penetrardo os enterdcitos
e serdo carreados até a lamina prépria onde ocorrera a formacgao de taquizoitos. Os taquizoitos
ganham a corrente sanguinea e atingem diversos tecidos (cérebro, musculos, pulmdes, 6rgaos
reprodutivos e outros) e dard inicio ao seu processo de multiplicacdo, eles se diferenciam em
bradizoitos que permanecem latentes na forma de cistos teciduais (DUBEY, 1970; DUBEY
2010).

2.2.1 Transmissao

As principais formas de transmissdo do protozodrio sdo: ingestdo de dgua e alimentos
contaminados com oocistos esporulados, carne malcozida, ou malpassada contendo cistos
teciduais e a via congénita. (CHIARI & NEVES,1984; DUBEY, 1996; DUBEY, 2007). Além
das formas de transmissao principais € mais frequentes, a infec¢ao por 7. gondii também pode
ocorrer através da ingestao de leite cru e por via venérea no momento da cépula (CHIARA &

NEVES, 1984; WANDERLEY et al., 2015).

2.3 TOXOPLASMOSE EM CAPRINOS

2.3.1 Aspectos epidemioldgicos da Toxoplasmose em caprinos

Os levamentos epidemioldgicos geralmente sdo feitos através do estudo da soroprevaléncia
associada a fatores de riscos e sdo importantes para conhecer a disseminag¢ao local de 7. gondii,
bem como identificar animais soropositivos assintomdticos nos rebanhos. Estes levantamentos
sdo realizados através de testes soroldgicos, sendo a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta, o
teste mais utilizado pelos pesquisadores, e o considerado padrdo ouro para o diagndstico de
Toxoplasmose (FORTES et al., 2017; MOURA et al., 2020).

Levantamentos epidemioldgicos nos quais se utilizaram diagndstico soroldgico, foram
realizados utilizando soro de caprinos de seis localidades diferentes do Nordeste, foi possivel
observar que a toxoplasmose se encontra amplamente distribuida nessa Regido, com
frequéncias de positividade variando entre 18,15% e 37%, como observado na Tabela 1
(FARIAS et al., 2007; SANTOS et al., 2012; NUNES et al., 2013; LUCIO et al., 2016; NUNES
et al., 2016; SANTOS et al., 2018).
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Tabela 1. Frequéncia de animais sorologicamente positivos para toxoplasmose em seis
localidades do Nordeste.

Local Numero de Frequéncia Fonte
animais (%)

Bahia 375 25,1% Nunes et al.

(2016)
Pernambuco 348 25,8% Lucio et al. (2016)

Monteiro, Paraiba 975 18,15% Santos et al.
(2012)

Patos, Paraiba 306 24.5% Farias et al.
(2007)

Mossord, Rio Grande do 338 37% Nunes et al.
Norte (2013)

Piaui 145 22.07% Santos et al.
(2018)

A variagdo entre a soroprevaléncia de animais positivos para 7. gondii, nas diferentes
localidades pode ocorrer devido a caracteristicas inerentes de cada cidade, rebanho, ou até
mesmo do animal. Fatores como clima, manejo, presenca ou auséncia de felideos, tipos de
sistemas de criacdo, sexo, idade, raca, fonte de dgua, bebedouros, tipo de exploracdo pecudria,
tamanho do rebanho e outros podem contribuir para uma maior ou menor positividade nos
rebanhos (NUNES et al., 2013; LUCIO et al., 2016; SANTOS et al, 2018).

Animais de raca pura, quando comparados com SRD (sem raca definida), possuem uma
maior prevaléncia de anticorpos anti-7. gondii. Assim como as fémeas costumam ser mais
prevalentes que machos, o que pode favorecer a transmissdo vertical, aumentando a
probabilidade de haver disturbios reprodutivos com consequente perda econdmica. Outros
fatores de risco relatados sdo fonte de dgua, vasilhames de dgua para ingestdo dos caprinos fora
da propriedade, e exploracdo pecudria de leite (NUNES et al., 2013).

Sistemas extensivos € semi-intensivos, com baixo nivel técnico, baixa infraestrutura e
praticas de manejo inadequadas, facilitam a dissemina¢do da toxoplasmose e de outras doengas
entre o rebanho. Além disso, o tamanho do rebanho facilita a proliferacdo, tornando ainda mais
importante a adog¢do de praticas de manejo sanitdrio adequadas (CORREIA et al., 2015). O
aluguel de pastagens e o pastoreio de varios rebanhos caprinos em uma tinica drea de pastagem,
praticas relatadas no Parand, sdo apontados como fatores de risco e possivel agravante da
disseminagdo da toxoplasmose no referido estado (FORTES et al., 2017).

Em Monteiro-PB, Santos et al. (2012) encontraram uma prevaléncia de 70% entre
rebanhos, ao avaliar 110 rebanhos caprinos, onde 77 obtiveram pelo menos uma amostra
soropositiva, apesar da frequéncia entre animais ter sido menor conforme consta na tabela 1, a

ocorréncia de pelo menos uma amostra positiva em 70% dos rebanhos aponta para a
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dissemina¢do da doenca neste municipio, sendo identificado como fator de risco a presenca de
plantas téxicas na propriedade e a criacdo caprina como atividade secundéria.

No estudo realizado com caprinos abatidos em abatedouro publico na cidade de Patos-
PB, 30,8% dos machos foram positivos e 20,4% das fémeas foram positivas, nao foi encontrada
diferenca estatistica entre eles, o que indica que a toxoplasmose estd disseminada entre os
rebanhos caprinos sem distin¢ao de sexo no municipio de Patos-PB (FARIAS et al., 2007).

E de grande importincia conhecer a soroprevaléncia e os fatores associados a ela nas
diferentes regides para elaborar e estabelecer um planejamento de satide animal, que torne
possivel implantar medidas profildticas e conscientizar os produtores quanto aos riscos que a
Toxoplasmose pode estar oferecendo para os animais, para o ser humano e para o equilibrio

financeiro da propriedade (LUCIO et al., 2016).

2.3.2 Sinais Clinicos da Toxoplasmose em caprinos

Caprinos infectados por T. gondii podem desenvolver sintomas como apatia, hipertermia,
hiporexia, tosse seca ou produtiva, taquipneia, taquicardia, linfoadenopatia, diarreia, perda de
peso aparente, pelos ericados e sintomatologia nervosa seguida de 6bito. Em fémeas prenhes
pode ocorrer aborto, reabsor¢do fetal ou mumificacdo fetal, nas demais fémeas pode haver
atraso no estro e outras desordens reprodutivas. Neonatos podem apresentar sinais clinicos
como diarréia, hiperemia, cegueira, obstrucao retal e 6bito apds uma semana de vida. Além
disso pode ocorrer o nascimento de fetos mortos, ou com deformidades congénitas

(WANDERLEY et al., 2015; FERREIRA NETO et al., 2018).

2.3.3 Importancia da Toxoplasmose em Caprinos da Paraiba

De acordo com o ultimo censo agropecudrio, a maior parcela da populagdo caprina
encontra-se no Nordeste. O estado da Paraiba possui 545.994 cabecas de caprinos, este efetivo
encontra-se distribuido entre 29.549 estabelecimento, e compreende o quinto maior rebanho de
caprinos do Brasil (IBGE, 2017).

A caprinocultura, no semidrido, é exercida como um sistema tradicional, familiar, de
subsisténcia e de cardter semi-intensivo. A maioria dos produtores ndo realiza manejo
alimentar, sanitdrio e reprodutivo adequado, podendo haver no rebanho animais subnutridos,
imunossuprimidos, e apresentando desordens reprodutivas sem conhecimento de causa, o que
leva a considerdveis perdas econdmicas. (GUILHERME et al., 2017).

A ocorréncia de toxoplasmose leva a diversas perdas econdmicas devido a diminui¢do da

producdo de leite ou carne que ocorre quando hd o estabelecimento de sintomatologia, a perda
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de crias decorrente de abortos, reabsorcdes e mumificagdes fetais, natimortos e nascimento de
animais apresentando defeitos congénitos, e o impedimento de comercializacdo dos produtos
de animais soropositivos, devido ao cardter zoondtico do agente etioldégico que pode ser
transmitido ao homem pela ingestdo de carne crua ou mal passada e leite cru (CHIARI &
NEVES,1984; DUBEY, 1996; DUBEY, 2007; FERREIRA NETO et al., 2018).

A falta de conhecimento por parte dos produtores sobre as formas de prevencao, transmissao
e controle de zoonoses como a toxoplasmose, leva a perdas econdmicas por 6bito de animais,
desordens reprodutivas, ou por queda no desempenho produtivo, e colocam em risco a satude

de outros animais presentes na propriedade (CUNHA et al., 2012).

2.4 DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE

O sucesso das estratégias de controle e prevencdo, bem como do tratamento da
toxoplasmose, depende da determinacdo de diagndstico correto da enfermidade nos rebanhos.
Para isto existem diferentes métodos que podem ser empregados com o intuito de identificar
animais infectados no rebanho como por exemplo os métodos que envolvem a identificacio e
isolamento do parasita (microscopia e bioensaio), métodos sorolégicos (ELISA, MAT e RIFI)
e métodos moleculares (PCR e PCR-RFLP) (LIU et al., 2015).

No entanto, os métodos sorolégicos sdo os mais utilizados e preconizados em estudos
epidemioldgicos, sendo considerado padrdo ouro. Os testes mais utilizados para este fim sdo
ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay), RIFI (Rea¢do de Imunofluorescéncia Indireta)
e MAT (Modified Agglutination Test), dentre estes a RIFI é a mais comumente empregada e

considerada como padrao ouro (FORTES et al., 2017).

2.5 ISOLAMENTO DE TOXOPLASMA GONDII E ANALISE DE VIRULENCIA
Para isolamento de Toxoplasma gondii pode ser realizado o cultivo celular, ou o bioensaio
em camundongos. Apesar de ser uma alternativa para diminuir a utilizacdo de camundongos
em bioensaios, o0 método de cultivo celular ainda necessita ser otimizado para atender essa
demanda, desta forma o bioensaio é o método mais comumente utilizado e indicado pelos
pesquisadores para deteccdo e isolamento do parasita nas diferentes espécies animais, mesmo
quando comparado com outras técnicas de deteccdo como PCR, Histopatologia e Citologia.
(SILVA & LANGONTI, 2001; GARCIA et al., 2006; OPSTEEGH et al., 2020).
A partir do bioensaio em camundongos pode ser feito ndao apenas o isolamento, mas

também a anélise de viruléncia da cepa e a identificacdo de novas cepas e linhagens, como o
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que ocorreu no primeiro isolamento de uma linhagem clonal do tipo Il de 7. gondii no Brasil,
onde foi realizado bioensaio a partir do cérebro de 32 fetos de caprinos abortados. Das 32
amostras de feto inoculados, dois resultaram no isolamento, sendo as maes destes, positivas no
teste soroldgico. O primeiro feto foi abortado com 124 dias de gestacdo e apresentava congestao
dos vasos encefdlicos, ja o segundo foi abortado aos 101 dias de gestac@o e se encontrava em
processo de autdlise. A andlise de viruléncia efetuada em camundongos resultou em viruléncia
intermedidria e a taxa de isolamento foi de 6,2% (2/32) (OLIVEIRA et al., 2018).

Além deste, foi feito o isolamento de 7.gondii em camundongos Swiss albinos, a partir
da inoculagdo de amostras de leite de caprinos, provenientes de animais com titulo de anticorpos
de 4,096. Foram inoculados um total de 128 camundongos, os quais eram diariamente
observados em busca de sinais como perda de peso, distensdo abdominal, diarréia e outros.
Ap0s 45 dias pds-inoculacdo os camundongos eram eutanasiados, eram coletadas amostras de
sangue para sorologia e o cérebro era analisado para pesquisa de cistos teciduais sob
microscopia optica, trés animais positivos foram re-inoculados e um submetido a Reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR), o resultado para a amostra submetida ao PCR foi positivo, porém,
nao houve isolamento de novas cepas (FERREIRA NETO et al., 2018).

Uma das formas de andlise do grau de viruléncia de isolados de T. gondii € a observacao
didria dos camundongos apds inoculagdo com taquizoitos ou bradizoitos. Neste caso o isolado
serd considerado virulento quando os camundongos inoculados vierem a 6bito até 28 dias pos-
inoculagdo e ndo virulento quando ocorre o isolamento sem 6bito dos camundongos. Em alguns
casos a viruléncia pode variar de acordo com o estagio inoculado (DUBEY et al., 2004;

DUBEY et al. 2007).

2.6 MEDIDAS PREVENTIVAS

Devido aos riscos oferecidos pela Toxoplasmose, torna-se de fundamental importancia
a adoc¢@o de medidas preventivas por parte dos 6rgdos publicos e da populagdo. Medidas como
inspecao sanitdria de estabelecimentos varejistas, facilidade de acesso a dgua tratada, boas
préticas de preparo, armazenamento e consumo de alimentos, disseminagdo de conhecimentos
sobre medidas preventivas no periodo de gestacdo e acdes educativas sobre cuidados com
animais domésticos, podem ser cruciais para a diminui¢do do nimero de casos da doenca
(MALTA et al., 2019).

Além disso, € importante a conscientizagdo dos produtores acerca desta doenga, bem
como, da importancia desta para a sadde publica, e, o fornecimento de assisténcia técnica

especializada, de maneira que permita a ado¢ao de medidas preventivas, através da elaboracao
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de um plano de manejo sanitdrio para manutencao da satide dos animais, entregando um produto

seguro ao consumidor final (LUCIO et al., 2016).
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3. CARACTERIZACAO E ISOLAMENTO DE TOXOPLASMA GONDII EM
CAPRINOS DESTINADOS AO CONSUMO HUMANO NO ESTADO DA PARAIBA,
BRASIL

O Brasil possui um efetivo caprino de 8.254.561 cabecas, das quais 545.994 se encontram
no Estado da Paraiba, principalmente no semidrido, distribuidos em 29.549 estabelecimentos,
sendo este o quinto maior produtor de caprinos do pais, e o Estado que mais produz leite caprino
(IBGE, 2017). Na Paraiba, a carne caprina € apreciada na alimentagdo, pelo consumo de leite,
carne e de pratos tipicos como a buchada de bode, chegando a movimentar o turismo
gastrondmico local (PESSOA et al., 2018). Além de ser uma excelente fonte de proteina animal,
a espécie caprina € considerada mais adaptada a regides semidridas e resistente a doengas do
que as espécies bovina e ovina (AQUINO et al., 2016).

Apesar do ndmero expressivo de animais, a caprinocultura no semidrido ainda é
majoritariamente exercida como atividade familiar, tradicional e de subsisténcia, com manejos
alimentar, sanitdrio e reprodutivo inadequados. Esta auséncia de tecnificacdo pode levar a
presenca de animais subnutridos, imunossuprimidos e perdas econdmicas devido a doencas que
causam desordens produtivas e reprodutivas no rebanho (GUILHERME et al, 2017).

Uma das importantes causas de desordens reprodutivas € a Toxoplasmose, causada
Toxoplasma gondii, protozodrio de distribuicdo cosmopolita, que tem como hospedeiro
definitivo os felideos, principalmente os felinos domésticos, e como hospedeiros intermedidrios
os demais vertebrados de sangue quente, entre os quais se destaca os animais domésticos e os
seres humanos (DUBEY, 1996; DUBEY, 2007).

Em humanos, a infecc¢io por 7. gondii pode levar a sintomas como febre, cefaléia, mialgia,
adenomegalia, esplenomegalia, enxatema, hepatomegalia e artralgia. O periodo de incubacao
da doenca pode variar de 6 a 13 dias, e pode ocorrer desenvolvimento de quadro ocular como
a coriorretinite. O diagndstico € confirmado através da presenca de anticorpos IgG e IgM
especificos na reacdo de imunofluorescéncia indireta (BONAMETTI et al., 1997). Em
gestantes, a infeccdo por 7. gondii no terco final da gestacdo pode levar ao aborto ou parto
precoce, a transmissdo transplacentdria no terco inicial da gestacdo pode ocasionar no feto
cegueira, deficiéncias neuroldgicas e outras alteracdes congénitas (CARVALHO et al., 2015).

Em caprinos, a toxoplasmose estd relacionada com perdas econdmicas decorrentes de
abortos, natimortos, mumificacdo e reabsorc¢ao fetal, deformidades congénitas, atraso de estro,
emagrecimento, diminuicdo da producdo de leite, diarreia, erecdo e opacidade de pelos

(FERREIRA NETO et al., 2018).
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Este parasito possui vérias formas de transmissdo, sendo as principais: a ingestdo de dgua e
alimentos contaminados com oocistos esporulados; carne malcozida, ou malpassada contendo
cistos teciduais; leite cru contendo taquizoitos e a via congénita. (CHIARI & NEVES,1984;
MALTA et al,, 2019; COSTA et al., 2021).

Em animais imunocompetentes, 7. gondii pode se desenvolver de forma subclinica, levando
a formacdo de cistos teciduais, o que torna dificil a identificacdo da doenca no rebanho e
possibilita o abate de animais infectados para o consumo humano. O conhecimento da
soroprevaléncia e dos fatores associados a ocorréncia de toxoplasmose nos rebanhos, bem como
a viruléncia das cepas de T. gondii possibilita a preven¢do de infec¢des, a diminuicao de perdas
econOmicas e minimiza a possibilidade de abate de animais soropositivos (RAGOZO et al.,
2009; MOURA et al., 2020).

Poucos estudos relatam a soroprevaléncia e os fatores associados a infeccao por 7. gondii
em rebanhos caprinos na Paraiba. Farias et al. (2007) encontraram 24,5% de soroprevaléncia,
sem diferenca estatisticamente significativa entre sexo, raca ou idade, em 306 caprinos abatidos
em abatedouro publico na cidade de Patos. Santos et al. (2012) encontraram 18,15% de
soroprevaléncia ao avaliar 975 animais de 110 rebanhos na cidade de Monteiro-PB, sendo que
70% dos rebanhos avaliados apresentaram pelo menos um animal positivo e apontaram como
fatores associados a presencga de plantas toxicas e a caprinocultura como atividade secundaria
da propriedade.

Ainda assim, nao ha estudos sobre o isolamento e a avaliagdo da viruléncia das cepas de 7.
gondii que circulam em rebanhos caprinos na Paraiba. Estudos como estes tornam-se
importantes para determinacdo de patogenicidade de cepas circulantes e para possibilitar a
caracterizacdo genética destas cepas, que contribuirdo para a elucidacdo da dinamica de
transmissdo e da casuistica de Toxoplasmose. Além disso, auxiliardo na elabora¢do de um
planejamento de saude animal, que torne possivel implantar medidas profilaticas e
conscientizar os produtores quanto aos riscos que a Toxoplasmose oferece para os outros
animais, para o ser humano e para o equilibrio financeiro da propriedade (LUCIO et al., 2016).
Para isto, torna-se necessario conhecer a distribuicdo de infecgdes por 7. gondii, os fatores
associados a sua ocorréncia, a viabilidade e o potencial de viruléncia das cepas que infectam

caprinos abatidos e destinados ao consumo humano no Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.
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3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 Amostragem

As amostras foram coletadas no periodo de junho de 2019 a novembro de 2020, sendo
obtido um total de 229 amostras de caprinos, 106 obtidas no abatedouro de Sousa e 123 obtidas
no abatedouro de Patos. Os animais foram provenientes de oito municipios do estado Paraiba,
e a quantidade de animais por municipio estd descrito na Figura 1. Em todos os caprinos,
amostras de sangue foram coletadas no momento da sangria, em tubos de vidro previamente
identificados e sem anticoagulante, para a obten¢do de soro. Fragmentos de cora¢do, musculo
diafragmatico e cérebro foram coletadas seguindo a linha de abate em sacos plésticos zipados,
previamente identificados (RAGOZO et al., 2009). Todas as amostras coletadas foram
acondicionadas em caixa isotérmica contendo gelo recicldvel e foram imediatamente
transportadas para o Laboratério de Imunologia e Doencas Infectocontagiosas-LIDIC, do
Hospital Veterindrio Adilio Santos Azevedo — ASA, Instituto Federal de Educac¢do, Ciéncia e

Tecnologia da Paraiba-IFPB, campus Sousa.

Figura 1. Localizag¢do geografica dos municipios de origem e quantidade de caprinos abatidos

em abatedouros do Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.
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3.1.2 Teste sorolégico

A partir da centrifuga¢do a 3000 rotagdes durante 10 minutos as amostras de soro eram
separadas e acondicionadas em duplicata em microtubo de centrifugacdo para andlise e
congelamento. O teste soroldgico realizado foi a Rea¢do de Imunofluorescéncia Indireta-RIFI,
de acordo com o método descrito por Camargo (1974), utilizando taquizoitas de amostra da
cepa RH de T. gondii fixados em lamina. O ponto de corte utilizado foi o de 1:64 (GARCIA et
al., 1999).

A leitura das laminas foi realizada em objetiva de 40x em microscépio de fluorescéncia,
foram consideradas positivas as amostras em que os taquizoitas apresentaram fluorescéncia
periférica total. A fluorescéncia apical (em apenas uma extremidade do taquizoita) ou a

auséncia de fluorescéncia foi considera negativa.

3.1.3 Isolamento e analise do grau de viruléncia

Os tecidos (cérebro, musculo diafragmaético e coracdo) dos animais soropositivos foram
utilizados para isolamento de 7. gondii em camundongos Swiss através do Bioensaio de acordo
com o método descrito por Dubey (1998). Para cada animal positivo, foram inoculados cinco
camundongos (ImL/camundongo/S.C.), alojados na mesma caixa.

Os cérebros dos camundongos que vieram a 6bito em até 45 dias pos-inoculagdo foram
examinados para pesquisa de cisto tecidual de 7. gondii de acordo com o método descrito por
Dubey & Beatite (1988). Foi coletado sangue daqueles que ndo vieram a 6bito neste periodo
para andlise soroldgica através de RIFI, utilizando como ponto de corte 1:16, aqueles que
obtiveram resultado positivo permaneceram no experimento até completar 60 dias pods-
inoculag@o. No dia 60 foram submetidos a eutandsia e pesquisa de cistos teciduais no cérebro.
Os camundongos que foram negativos na RIFI eram submetidos a eutandsia (DUBEY et al,
2002). Os cérebros foram congelados e mantidos no LIDIC, do HV-ASA, IFPB-Campus Sousa.

Foi considerado isolado o cérebro dos camundongos que soroconverteram até os 45 dias
p.i.- pos inoculacdo, os cérebros de camundongos que soroconverteram e continham cistos
teciduais aos 60 dias p.i. quando eram eutanasiados e submetidos a pesquisa de cistos teciduais
e os cérebros de camundongos que vieram a Obito antes dos 45 dias p.i. € continham cistos
teciduais.

3.1.4 Questionario epidemiologico

Durante as coletas foram aplicados questionérios epidemioldgicos aos proprietdrios. As

varidveis analisadas e suas respectivas categorias foram: sexo (macho ou fémea), raga (pura ou
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mestica), idade (<1 ano, 1-2 anos, > 2 anos), sistema de criacao (semi-intensivo ou extensivo),
contato com animais silvestres (sim ou ndo), contato com outros animais domésticos (bovinos,

equinos, suinos, ovinos, caninos, felinos ou aves) e histérico de abortos (sim ou nao).

3.1.5 Analise Estatistica

Para verificar uma possivel correlagdo entre os valores de titulos de anticorpos e os
respectivos isolamentos em camundongos, foi aplicada a correlacdo de Sperman, adotando
nivel de significancia de 5%. Para identificacdo dos fatores associados a ocorréncia de 7. gondii,
foi realizado o teste de Qui-quadrado a fim de selecionar as varidveis que apresentaram
diferenca estatistica significativa (p < 0,2) (ZAR, 1999). Estas varidveis foram submetidas a

andlise multivariada, na qual foi utilizado o teste de regressao logistica multipla, sendo adotado

um nivel de significancia de 5% (HOSMER & LEMESSHOW, 2000).

3.2 RESULTADOS

A prevaléncia de caprinos soropositivos para anticorpos anti-7. gondii foi de 21,39%
(49/229). Nas amostras provenientes de Patos, a prevaléncia foi de 17,88% (22/123) e nas
amostras provenientes de Sousa foi de 28,30% (30/106). A variacdo nos titulos de
anticorpos foi de 1:64 a 1:32.768. Os titulos mais frequentes foram 1:64 em 46,93% (23/49)
das amostras positivas e 1:8192 em 14,28% (7/49) das amostras.

Entre as 49 amostras de caprinos soropositivos na RIFI, foram realizados bioensaios
com os tecidos de 38 animais, dos quais foram obtidos 19 isolados, correspondendo a uma
taxa de isolamento de 50% (19/38). Os isolados obtidos foram nomeados de TgGtPBO1 a
19. As informagdes sobre os isolados € a mortalidade em camundongos esta descrito na
Tabela 2. Nao foi observada correlagado (r) entre os valores de titulos de anticorpos e a taxa

de isolamento.
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Tabela 2. Resultados do bioensaio em camundongos de caprinos abatidos no estado da Paraiba,
Brasil, no periodo de julho de 2019 a novembro de 2020.
Bioensaio em camundongos

Municipio Id. Id. Isolado ~ NP° 6bitos/ Sobrevida Mortalidade (%)
Caprino N°de (dias p.i.)
infectados
Cacimba de 177 TgGtPB1 0/1 Sobreviveu 0
Areia
Malta 182 TgGtPB2 0/1 Sobreviveu 0
Sdo José do 101 TgGtPB3 0/1 Sobreviveu 0
Bonfim 151 TgGtPB4 0/1 Sobreviveu 0
Sousa 23 TgGtPB5 1/3 30 33,3
34 TgGtPB6 0/1 Sobreviveu 0
206 TgGtPB7 0/1 Sobreviveu 0
241 TgGtPB8 0/1 Sobreviveu 0
Patos 123 TgGtPB9 0/1 Sobreviveu 0
124 TgGtPB10 0/1 Sobreviveu 0
139 TgGtPB11 0/4 Sobreviveu 0
144 TgGtPB12 0/1 Sobreviveu 0
160 TgGtPB13 0/3 Sobreviveu 0
163 TgGtPB14 0/1 Sobreviveu 0
172 TgGtPB15 0/3 Sobreviveu 0
185 TgGtPB16 0/1 Sobreviveu 0
186 TgGtPB17 0/1 Sobreviveu 0
187 TgGtPB18 0/1 Sobreviveu 0
255 TgGtPB19 0/1 Sobreviveu 0

A taxa de mortalidade foi de 3,57% (1/28) dos camundongos infectados. O isolado
TgGtPBS5 obteve taxa de mortalidade de 33,33% (1/3), foi o unico isolado em que um dos
camundongos infectados veio a obtido, tendo 30 dias de sobrevida p.i..

A taxa de infec¢ao foi de 29,47% (28/95) dos camundongos inoculados. A maior taxa
de infeccdo foi do isolado TgGtPB11 80% (4/5), os isolados TgGtPBS, TgGtPB13 e
TgGtPB15 obtiveram 60% (3/5) dos inoculados infectados. Os outros isolados tiveram 15%
(1/5) dos camundongos inoculados infectados.

Através da andlise univariada foram selecionadas as varidveis raca e municipio de
origem para andlise multivariada, as quais apresentaram diferenca estatistica significativa

(p £0,2) (Tabela 3).
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Tabela 3. Resultado da andlise univariada dos fatores associados a infec¢c@o por 7. gondii em

caprinos abatidos no estado da Paraiba, Brasil, no periodo de julho de 2019 a novembro de
2020.

Varidvel Categoria  N°total de N° total de animais positivos P
animais (%)
Raca Mestiga 186 42 (22.6) 0.178
Pura 43 7 (16.3)
Municipio de Outros 135 18 (13.3) 0.002
origem Sousa 47 16 (34.0)
Patos 47 15 (31.9)

A varidvel municipio de origem foi considerada como fator associado a infec¢do por 7.
gondii em caprinos abatidos na Paraiba, através do teste de regressdo logistica multipla

conforme consta na Tabela 4.

Tabela 4. Resultado da andlise multivariada dos fatores associados a infecc¢do por 7. gondii em
caprinos abatidos na Paraiba, Brasil, no periodo de julho de 2019 a novembro de 2020.
Variavel Coeficiente Erro Wald Grausde Odds Intervalo de P

de Padrao liberdade ratio confiancga
regressao

Municipio 1.21 0.399 9.222 1 3.355 1.536-7.327  0.002
de origem

(Sousa)
Municipio 1.114 0.403  7.661 1 3.047 1.384-6.706  0.006
de origem

(Patos)

Teste de Hosmer e Lemeshow y2= 0.000; graus de liberdade = 1 p=1.00
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3.3 DISCUSSAO

A soroprevaléncia em caprinos encontrada neste estudo foi consideréavel, 21,39% (49/229),
e corrobora com outros estudos realizados no Estado da Paraiba, como Farias et al. (2007), que
relataram soroprevaléncia de 24,5% (75/306) para caprinos abatidos no municipio de Patos, e
Santos et al. (2012), que descreveram 18,15% (177/975) de soroprevaléncia em 110 rebanhos
no municipio de Monteiro. Assim como corrobora com estudos realizados em Estados
circunvizinhos, como Pernambuco, de 25,8% (90/348) (LIjCIO et al., 2016), e no Rio Grande
do Norte, 37% (126/338) (NUNES et al., 2013). Fatores associados a infec¢do, como clima,
manejo alimentar, estado imunolégico do animal, método soroldgico escolhido e tamanho da
amostragem podem resultar nessa variacio entre as soroprevaléncia de diferentes localidades
(COSTA et al., 2012; NUNES et al., 2013; LUCIO et al. 2016; SANTOS et al. 2018).

A taxa de isolamento neste estudo foi de 50% (19/38), o que demonstra a viabilidade de
cisto teciduais nos caprinos abatidos para o consumo humano, e corrobora com a taxa de
isolamento encontrada no Japao, de 72,2% (13/18) (KYAN et al., 2012). No entanto, os isolados
apresentaram baixa viruléncia, com apenas um camundongo vindo a 6bito aos 30 dias pOs-
infeccdo. O que difere do que tem sido demonstrado no Brasil, onde estudos em diferentes
espécies (ovinos, caprinos, galinhas, suinos) relatam que as cepas isoladas geralmente sdo
virulentas (RAGOZO et al., 2008; RAGOZO et al., 2009; CLEMENTINO ANDRADE et al.,
2013; FEITOSA et al., 2017).

No entanto Kyan et al. (2012), ao isolar 7. gondii de caprinos em Okinawa-China, relataram
que apesar dos isolados apresentaram cepas consideradas patogé€nicas, os caprinos nao
apresentaram nenhuma sintomatologia clinica compativel com a Toxoplasmose, assim como
nenhum isolado com cepas consideradas virulentas, foi virulento (0/6), o que pode indicar que
nesta espécie até mesmo cepas consideradas virulentas podem cursar de forma subclinica.

No entanto, a taxa de isolamento e viruléncia podem ser afetadas por fatores como dose e
estdgios de vida do parasito inoculado, via de inoculag¢do e outros, que levam a maiores ou
menores taxas de isolamento e viruléncia (DUBEY et al., 2011).

A grande quantidade de cistos teciduais vidveis encontrados em tecidos caprinos abatidos
para o consumo humano no presente estudo € preocupante, pois de acordo com Rani et al.
(2020) pequenas porgdes de cinco a dez gramas de carne malcozida ou malpassada sdo
suficientes para a infecc@o de seres humanos e/ou de animais carnivoros, e a possibilidade de
infec¢do aumenta de acordo com o tamanho da porcao de carne ingerida.

Devido aos riscos oferecidos pela Toxoplasmose, é importante a adocdo de medidas

preventivas por parte dos 6rgaos publicos e da populacdo. Medidas como inspecao sanitdria de
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estabelecimentos varejistas, facilidade de acesso a dgua tratada, boas praticas de preparo,
armazenamento e consumo de alimentos, dissemina¢do de conhecimentos sobre medidas
preventivas no periodo de gestacdo e agcdes educativas sobre cuidados com animais domésticos,
podem ser cruciais para a diminui¢do do niimero de casos da doenca (MALTA et al., 2019).

A taxa de isolamento geralmente tem correlagdo positiva aos valores de titulos de
anticorpos, como descreveram Ragozo et al. (2009) e Dubey et al. (2011). No entanto, neste
estudo ndo houve essa correlagdo, apresentando quantidade proporcional de isolados
provenientes de amostras com baixa e alta titulagdo. Zuruca et al. (2017), encontraram taxa de
isolamento de 36% (9/25) a partir de tecidos de suinos soropositivos, a taxa de isolamento foi
maior a partir daqueles com titulos de anticorpos > 1:100, 75% (6/8), porém a associacio entre
titulos de anticorpos e taxa de isolamento ndo foi estatisticamente significativa (p> 0,05). A
taxa de isolamento pode ser influenciada por outros fatores além da titulacdo de anticorpos,
como dose de parasito inoculado, via de inoculagdo e outros (RAGOZO et al., 2009).

A varidvel raca apresentou diferenca estatistica significativa (P< 0,2) para a categoria
mesti¢a, discordando de trabalhos que relatam que animais de raga pura tém mais probabilidade
de infecc¢do por 7. gondii. De acordo com Guilherme et al. (2017), 36,6% dos caprinos criados
no Estado da Paraiba sdo mesticos, o que indica falta de tecnificacdo e de investimentos no
rebanho, uma vez que a criagio de ragas puras exige maiores esfor¢cos e custos de manutengao.
Ainda, a caprinocultura neste Estado ainda € majoritariamente de subsisténcia, para consumo
familiar e comércio local. Nesse tipo de criagdo ha caréncia de acompanhamento técnico e de
manejos alimentar, sanitdrio e reprodutivos adequados. Sdo necessdrios maiores estudos para
elucidacdo do papel da raca nas infec¢des por 7. gondii, uma vez que, diante do exposto, a
maior possibilidade de infeccdes pode estar atrelada ao tipo de manejo empregado aos animais,
independente da raca.

Assim como o encontrado por Farias et al. (2007), na presente pesquisa, ndo houve
diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre o sexo dos animais. No entanto, alguns
trabalhos relataram que as fémeas t€m maior probabilidade de serem infectadas por 7. gondii
quando comparadas com os machos, uma vez que os machos geralmente sao abatidos mais cedo
que as fémeas, e dessa forma passam menos tempo expostos a possibilidade de infeccao
(NUNES et al., 2013; REGO et al., 2016).

Na andlise multivariada, os municipios de origem Sousa e Patos foram identificados como
fatores associados a infeccdo por 7. gondii. Acredita-se que devido esses municipios serem 0s
mais populosos dentre os avaliados, pode haver uma maior densidade populacional de felinos,

o que, segundo Régo et al. (2016), leva a maior distribui¢cdo ambiental de oocistos. A populagao



36

estimada da cidade de Sousa e Patos é de 69.723 e 108.192 pessoas, respectivamente (IBGE,
2019). Considerando a propor¢do relatada por Canatto et al. (2012) para estimativa da
populagdo de gatos domésticos, onde a cada 18,98 humanos hd um gato, tem-se como
populagdo estimada de gatos em Sousa e Patos 3.674 gatos e 5.700 gatos respectivamente. De
acordo com estudo realizado por Feitosa et al. (2014), foi observada uma alta soroprevaléncia
para anticorpos anti-T. gondii foi de 43,8% (83/201) em felinos no municipio de Patos. E
importante ressaltar que nestas cidades, as zonas rurais se encontram proximas as zonas

urbanas, e que € possivel observar caprinos pastando livremente em dreas urbanas periféricas.
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3.4 CONCLUSAO

Conclui-se que a soroprevaléncia de 7. gondii € elevada em caprinos abatidos no Estado da
Paraiba, Nordeste do Brasil, e que uma grande quantidade de carne caprina com cistos teciduais
vidveis estd chegando ao consumidor final, configurando-se um risco a saide humana e uma
falha no estabelecimento de uma sadde unica de qualidade, principalmente em cidades com

maior densidade populacional, que estao relacionadas a maior soropositividade em caprinos.
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4. CONCLUSAO GERAL
Os resultados obtidos neste estudo indicam que hd uma alta soroprevaléncia no estado
da Paraiba, que se encontrar amplamente distribuida, e que os municipios de origem (Sousa e
Patos) sdo fatores associados a infec¢ao pelo 7. gondii. Foi demonstrada presencga de cistos
vidveis em animais abatidos para o consumo humano o que configura um risco para a saide

humana.



APENDICE I
Questionario epidemiolégico destinado a coleta de dados de caprinos abatidos no
Estado da Paraiba
Abatedouro: ( ) Sousa Municipio de procedéncia:
( ) Patos
DADOS DO PROPRIETARIO
Proprietario: Telefone:
DADOS DO ANIMAL
Sexo: ( ) Macho ( ) Fémea

Idade: ( ) At¢ 1ano ( )Entre 1 e 2 anos ( ) Mais de dois anos

Raca: ( ) Mestica ( ) Pura:

Historico de abortos: ( ) Nao ( ) Sim

MANEJO

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

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

( ) Bovinos

() Ovinos

() Suinos

() Aves

Contato com animais silvestres: ( ) Nao ( ) Sim
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