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RESUMO

O Toxoplasma gondii € um protozodrio do Filo Apicomplexa, tendo como principal
hospedeiro definitivo o gato doméstico (Felis catus domesticus). Conhecido como um
dos agentes de maior sucesso biolégico entre os parasitas, apresenta capacidade de
infectar mais de 200 espécies diferentes, além de ser o responsavel por causar uma das
zoonoses de maior impacto ja descritas na literatura e pela ocorréncia de graves
distirbios reprodutivos nos animais domésticos, com destaque nos ovinos. Esta
dissertacdo ¢ formada por dois capitulos: o Capitulo I intitulado Avaliagao da
transmissao vertical de 7. gondii em ovinos naturalmente infectados no semidrido do
Brasil. Neste artigo buscou-se avaliar a transmissdo vertical, através da presenca de
Imunoglobulina G (IgG) de T. gondii em ovinos naturalmente infectados. Foram
acompanhadas 55 matrizes ovinas, destas 54,5% (30/55) demonstraram positividade na
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). As matrizes geraram 41 filhotes (58,6%)
provenientes de maes positivas e 29 filhotes (41,4%) de maes negativas. A taxa de
transmissao vertical foi de 13,3% (4/30) dos partos ocorridos de ovelhas soropositivas,
dentre estes um dos cordeiros soropositivos apresentou titulagdo de 16.384 sendo a
maior encontrada neste estudo. Os titulos das maes que geraram filhotes soropositivos,
variaram de 128 a 8.192 e nao foi observada transmissao quando as maes apresentaram
titulacdo de 64. A deteccdo de anticorpos anti-7. gondii em conceptos indicou que a
transmissao vertical € uma importante via de transferéncia e manutenc¢do de agente em
rebanhos ovinos no semidrido brasileiro. No Capitulo II intitulado Revisao sistematica e
metandlise da taxa de transmissdo vertical de 7. gondii em ovinos, objetivou-se realizar
uma revisao sistemdtica com meta andlise para avaliar a taxa de transmissdo vertical de
T.gondii em ovinos. Foram identificados nove trabalhados que envolviam estudos de
infeccdo natural e experimental. Seis dos nove estudos utilizaram o Teste Indireto de
Anticorpo Imunofluorescente (IFAT) para realizacdo do diagndstico. A maioria utilizou
duas ou mais técnicas para obtencdo dos resultados. Por meio da metanalise, foi
encontrada elevada taxa de transmissdo vertical de 66%. A significativa
heterogeneidade encontrada relaciona-se aos diferentes delineamentos das pesquisas € a
falta de padronizacdo dos métodos de diagndstico, demonstrando a necessidade de
realizacdo de novos trabalhos direcionados a transmissdo vertical em ovinos e a
padronizacdo diagndstica. Estes resultados revelam que a transmissdo vertical € uma
importante rota de transmissdo do agente. Desse modo, mais estudos que envolvam esta
tematica esclarecendo aspectos que ainda ndo se encontram aclarados na literatura,
mostram-se necessarios.

PALAVRAS-CHAVE: Cordeiros; Infeccao intrauterina; Resposta imune; RIFI;
Toxoplasmose.



ABSTRACT

The Toxoplasma gondii is a protozoan of the Apicomplexa Phylum, having the
domestic cat (Felis catus domesticus) as its main definitive host. Known as one of the
most biologically successful agents among parasites, it has the capacity to infect more
than 200 different species, in addition to being responsible for causing one of the most
impacting zoonoses already described in the literature and for the occurrence of serious
reproductive disorders in domestic animals, especially in sheep. This dissertation
consists of two chapters: Chapter I entitled Evaluation of vertical transmission of T.
gondii in sheep naturally infected in the semiarid region of Brazil. In this article, we
sought to evaluate vertical transmission, through the presence of 7. gondii
Immunoglobulin G (IgG) in naturally infected sheep, 55 sheep matrices were
monitored, of which 54.5% (30/55) demonstrated positivity in the Indirect
Immunofluorescence Reaction (RIFI). The mothers generated 41 puppies (58.6%) from
positive mothers and 29 puppies (41.4%) from negative mothers. The rate of vertical
transmission was 13.3% (4/30) of the deliveries of seropositive sheep, among which one
of the seropositive lambs had a titre of 16,384, the highest being found in this study.
The titers of mothers who generated seropositive puppies ranged from 128 to 8,192 and
no transmission was observed when the mothers had a titration of 64. Detection of anti-
T antibodies. gondii in conceptos indicated that vertical transmission is an important
means of transferring and maintaining agents in sheep herds in the Brazilian semiarid
region. In Chapter II entitled Systematic review and meta-analysis of the rate of vertical
transmission of 7. gondii in sheep, the objective was to carry out a systematic review
with a meta-analysis to assess the rate of vertical transmission of 7.gondii in sheep.
Nine studies were identified that involved studies of natural and experimental infection.
Six of the nine studies used the Indirect Immunofluorescent Antibody Test (IFAT) to
make the diagnosis. Most used two or more techniques to obtain the results. Through
meta-analysis, a high rate of vertical transmission of 66% was found. The significant
heterogeneity found is related to the different designs of the research and the lack of
standardization of diagnostic methods, demonstrating the need to carry out new works
aimed at vertical transmission in sheep and diagnostic standardization. These results
reveal that vertical transmission is an important agent transmission route. Thus, more
studies involving this theme clarifying aspects that are not yet clarified in the literature,
are necessary.

KEY-WORDS: Lambs; Intrauterine infection, Immune response, RIFI, Toxoplasmosis.
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INTRODUCAO GERAL

A ovinocultura no Brasil apresenta grande potencial expansor, principalmente
quando relacionada ao agronegécio, onde € possivel observar um crescente aumento no
numero de criadores interessados em investimentos no setor (NOGUEIRA et al., 2011).

O forte interesse se justifica ao analisar que este sistema de criagdo possui
muitas vertentes no que se associa a gama de produtos e subprodutos de qualidade como
carne, leite, pele e 1a que garantem o aproveitamento quase completo do animal e
significativa geracdo de renda. Além do fator econdmico relacionado a criacdo de
ovinos, € considerada uma atividade de grande papel social para as populacdes rurais,
pois € através dela que advém o trabalho e o sustento de muitas familias (VIANNA,
2008).

O rebanho ovino brasileiro possui cerca de 18 milhdes de cabecas distribuidas
em todas as regidoes do pais, sendo concentrada a maior parte desse ovidrio na regiao
Nordeste contendo cerca de 64,2%. O Estado da Paraiba calcula ter um rebanho ovino
estimado em 572.688 animais, distribuidos em 19.826 latifindios inseridos em maior
parte na zona semidrida (IBGE, 2017). Avalia-se que os rebanhos t€ém em média 50
animais, representados em maioria pelas racas Santa Inés, Dorper e mesticos,
conhecidos pela sua adaptabilidade e rusticidade (LEITE; SIMPLICIO, 2005).

Apesar do aumento da criacio de ovinos, fatores atrelados a nutrigdo,
reproducdo e manejo sanitdrio podem influenciar na diminui¢cdo da produgdo, uma vez
que estdo intimamente associadas as fases de desenvolvimento dos animais (RISSI et
al., 2010). Em meio aos principais fatores que implicam na produgdo e prolificidade, a
eficiéncia reprodutiva € um dos primordiais. Dentre as enfermidades que afetam a
reproducdo, destaca-se a toxoplasmose que representa causa importante de falha
reprodutiva em ovinos, relacionada a abortamentos, natimortos e nascimento de crias
fracas, além de assumir um papel epidemioldgico de destaque na saide publica, por se
tratar de uma doenca com potencial zoonético (PINHEIRO et al., 2000; SELEEM et
al., 2010; CHIEBAO, 2015).

A toxoplasmose é uma doenga de distribuicao mundial causada pelo Toxoplasma
gondii, um protozoario do Filo apicomplexa capaz de parasitar o homem, animais
domésticos e silvestres, como hospedeiros intermedidrios e apenas os membros da
Familia Felidae, constituida por felinos domésticos e selvagens, como hospedeiros

definitivos.



19

Os animais podem se infectar pelo 7. gondii através das consecutivas formas
primdrias: ingestdo de oocistos esporulados ao consumir alimentos e dgua
contaminados, ingestdo de tecidos de animais contendo cistos infectantes e por
transmissao transplacentdria (DUBEY; BEATTIE, 1988; MARTINS; VIANA, 1998).

O T. gondii foi descrito na espécie ovina pela primeira vez em 1942 (NICOLLE;
MANCEAUX 1969), e desde essa época muitos trabalhos destacam a importancia da
toxoplasmose nos ovinos como causa de abortos e outros problemas relacionados a
reproducdo.

Os ovinos naturalmente se infectam com oocistos esporulados disponiveis no
ambiente (DUBEY; SHARMA, 1980). Em uma fémea prenhe, o parasito infecta a
placenta, parasitando as carunculas maternas nos placentomas e alcancando as células
trofoblasticas fetais adjacentes, caracterizando a transmissdo transplacentédria
(BUXTON, 1990).

As principais lesdes descritas em placenta de ovinos sdo inflamagdes focais que
frequentemente evoluem para necrose dos cotilédones fetais em diferentes graus. Os
focos de lesdo podem ser pequenos e esparsos com pontos esbranquicados e espalhados,
ou nddulos maiores de até 2 mm de didmetro (BERVERLEY et al.,1971). Tais lesoes
podem ser encontradas em até metade dos casos de toxoplasmose (PESCADOR et al.,
2007).

Alguns estudos que revelam a elevada frequéncia de ocorréncia de transmissao
vertical em ovinos tem sido motivo de criticas quanto a forma com que este evento vem
sendo esclarecido, baseando-se apenas em resultados de diagndsticos moleculares e sem
evidéncias de lesdes histopatoldgicas, de conversio soroldgica ou isolamento do agente
(BUXTON et al., 2007; INNES et al., 2009).

A grande maioria dos estudos publicados relacionados o 7. gondii como
importante causador de enfermidades relacionadas a danos reprodutivas foram
realizados de forma experimental. Segundo Azevedo Filho et al. (2017), estudos de
observacdo da dindmica natural das infeccdes sdo de estrema importincia, por
mostrarem sem interferéncia os reais parametros relacionados a capacidade de
viruléncia do protozodrio, o estdgio da gestacao e a dose capaz de promover a infecgao.

Pelo exposto, pesquisas que apontem a possibilidade da ocorréncia de agentes
por outras vias além das comumente conhecidas e de forma natural, se mostram de

extrema importancia para que se adotem adequadas medidas de sanidade e controle.
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Desse modo, este estudo teve como objetivo avaliar a transmissdo vertical de
Toxoplasma gondii em ovinos.

Esta dissertacdo constitui-se em dois capitulos: o Capitulo I consiste em uma
avaliacdo da transmissao vertical de 7. gondii em ovinos naturalmente infectados no
semidrido do Brasil; o referido artigo serd submetido ao peridédico Comparative
Immunology, Microbiology & Infectious Diseases (JCR 1.871, Qualis Al). O Capitulo
IT fundamenta-se acerca de uma revisdo sistemdtica com metandlise da taxa de
transmissdo vertical de 7. gondii em ovinos e serd submetido ao periddico Brazilian
Journal of Veterinary Parasitology / Revista Brasileira de Parasitologia Veterindria

(JCR 1.013, Qualis A2).
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Transmissao vertical de Toxoplasma gondii em ovinos naturalmente infectados no
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RESUMO

O Toxoplasma gondii é um parasito cosmopolita com capacidade de infectar o sistema
reprodutivo de ovinos. Alguns aspectos da transmissdo vertical ndo estdo totalmente
elucidados. Dessa forma este estudo avaliou a transmissao transplacentéria do 7. gondi
em ovinos naturalmente infectados. Foram selecionadas 55 matrizes para
monitoramento dos niveis de IgG anti-7. gondii, pela Reacdo de Imunofluorecéncia
Indireta (RIFI). 54,5% (30/55) das matrizes foram soropositivas € estas geraram 41
(58,6%) filhotes, enquanto que as matrizes negativas geraram 29 (41,4%) cordeiros. A
taxa de transmissdo vertical foi de 13,3% (4/30) dos partos ocorridos de ovelhas
soropositivas. Os titulos das maes que geraram filhotes soropositivos, variaram de 128 a
8.192 e ndo foi observada transmissdo quando as maes apresentaram titulacdo de 64. A

deteccao de anticorpos anti-7. gondii em conceptos indica que a transmissdo vertical €
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uma importante via de transferéncia e manutencdo de agente em rebanhos ovinos no

semiarido brasileiro.

Palavras-chave: Cordeiros, Infec¢ao intrauterina, Resposta imune, RIFI, Toxoplasmose.

1. Introducao

A investigacdo epidemioldgica das doengas infecciosas e parasitarias do ciclo
reprodutivos em ovinos € uma ferramenta necessaria no planejamento de medidas
preventivas e sanitdrias, a fim de evitar percas econdmicas no rebanho. Neste contexto,
as infeccdoes que tradicionalmente fazem parte do manejo sanitirio rednem-se a
enfermidades emergentes, dentre as quais destaca-se a toxoplasmose [1].

A toxoplasmose €é uma enfermidade cosmopolita, causada pelo protozodrio
Toxoplasma gondii, que acomete o homem, animais domésticos e selvagens. Os felinos
domésticos e silvestres sdo os hospedeiros definitivos, sendo o gato (Felis catus
domesticus) o principal. Os hospedeiros suscetiveis podem se infectar por 7. gondii por
meio das seguintes formas primdrias: transmissdo transplacentdria, ingestdo de tecidos
de animais contendo cistos infectantes e ingestdo de 4gua e alimentos contaminados
com fezes de gatos contendo oocistos esporulados [2].

Em diversas partes do mundo existem estudos relatando as perdas reprodutivas
causadas pelo T. gondii [3,4]. No Brasil, sdo raros os estudos sobre a contribui¢cao de 7.
gondii para o aborto espontaneo e o Obito fetal em ovinos. Existem pesquisas pontuais
sobre surtos, como um estudo realizado no estado de Pernambuco onde encontraram

14,3% (5/35) de fetos de ovinos positivos para 7. gondii por meio da andlise da placenta
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e de oOrgdos fetais através de Reacdo em cadeia da Polimerase - PCR e exame
histopatolégico[5]. Ja no Estado de Minas Gerais, foi acompanhado um rebanho com
100 fémeas ovinas no ultimo més de gestacdo, uma taxa de aborto de 40%, onde foi
possivel diagnosticar 7. gondii na placenta das fémeas e nos 6rgaos dos fetos, através de
histopatologia, imunohistoquimica e PCR [6].

A transmissdo transplacentdria pode ser classificada em duas formas, exdgena e
enddgena. A transmissdo exdgena ocorre quando a fémea € infectada durante a prenhez
e o parasita atravessa a placenta infectando o feto. Ja a transmissdo enddgena, € o
resultado da reativacdo de uma infeccdo cronica, persistente no animal e durante a
gravidez ocorre a reativacdo do parasita que atravessa a placenta e infecta sua prole [7].

Em ruminantes, inclusive os ovinos, a placenta é do tipo sindesmocorial, o que
impede a passagem de proteinas séricas, como as Imunoglobulinas. Portanto, a
imunidade humoral adquirida passivamente em ovinos ocorre via colostro € ndo pela
transferéncia transplacentaria de anticorpos [8]. Deste modo, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a transmissdo vertical de 7. gondii, através da detec¢do de anticorpos
Imunoglobulina G (IgG) em ovinos recém-nascidos antes destes ingerirem o colostro,
sendo possivel demonstrar que o presente método se apresenta de maneira simples e

eficiente para a deteccao de infec¢des congénitas.

2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo

O experimento foi realizado no setor de Ovinocultura do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia da Paraiba (IFPB), campus Sousa, Brasil (6°50°17.8”S,

38°17°43.2”W). Foram utilizadas duas baias, localizadas ao ar livre, contendo dreas de
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sombreamento natural compostas por vegetacdo pré-existente no local, além de um
sombreamento artificial composto por lona pléstica, para proteger os animais de
alteracdes climéticas como chuvas e correntes de ar forte. Cada baia possuia capacidade
para abrigar 15 animais, garantindo aproximadamente trés m? por animal. As matrizes
ovinas positivas, foram transferidas de suas propriedades de origem ao setor no estigio
final da gestacdo e a maioria permaneceu no local até a oitava semana pds-parto, para

que fossem realizadas coletas semanais de sua progénie.

2.2. Animais utilizados no estudo e composi¢do dos grupos

A referida pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do IFPB, protocolo n° 01.0462.2017.

Foram selecionadas 55 matrizes ovinas multiparas, mesticas de Dorper e Santa Inés,
provenientes de propriedades inseridas no semidrido paraibano (Fig. 1). Todas as
fémeas, foram testadas antes da gestacdo para 7. gondii e independente do resultado, no
terco final da gestacdo foram encaminhadas ao setor de Ovinocultura do IFPB para
acompanhamento do parto. Para isso, as ovelhas foram acompanhadas e monitoradas
visualmente a cada 60 minutos, 24 horas por dia, até o parto, e, imediatamente apds o
nascimento dos cordeiros, antes da ingestdo do colostro, foram coletados 5Sml sangue
desses filhotes por venopuncdo jugular. Apds a ingestdo do colostro, amostras de
sangue de 25 cordeiros foram coletadas com 48h, sete, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56 dias,
para acompanhamento da dindmica de anticorpos.

As matrizes foram testadas sorologicamente para 7. gondii através da Reacdo de
Imunofluorecéncia Indireta (RIFI), em seguida, divididas em dois grupos, G1 (matrizes

positivas) e G2 (matrizes negativas). O G1 foi composto por 30 animais e o G2 por 25.
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Cada grupo permaneceu isolado em sistema de confinamento, recebendo alimentagdo

volumosa e concentrada em cocho, além de dgua a vontade e suplementacdo mineral.

2.3. Diagndstico sorologico em matrizes e cordeiros

Para a pesquisa de anticorpos anti-7. gondii nas matrizes e cordeiros, empregou-se a
técnica da RIFI, utilizando-se anti-IgG-ovina conjugado a isotiocianato de fluoresceina
(molécula inteira, SIGMA, St. Louis, MO, EUA) [9]. Foram considerados positivos
aqueles soros que reagiram nas dilui¢des maiores ou iguais a 1:64 e os positivos foram
submetidos a dilui¢cdes sequenciais na base dois até a negativacdo [10]. Todos os
cordeiros foram monitorados clinicamente, através de exame fisico e parasitolégico de
fezes, como forma de manejo sanitdrio. Foi realizado diagndstico diferencial das
amostras para Leptospira sp. pela Técnica de Soroaglutinacdo Microscopica (MAT), a
partir de uma cole¢do de 24 sorogrupos patogénicos, de acordo com as recomendacdes
da Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE) [11] e Brucella abortus por meio do
teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), recomendado pelo Programa
Nacional de Erradicagdo e Controle da Brucelose e Tuberculose animal (PNECBT)

[12].

2.4. Avaliagdo da transmissdo vertical
Os cordeiros foram considerados positivos para transmissdo vertical quando
apresentaram através da RIFI, titulacdo >64 de anticorpos anti. 7. gondii na colheita pré-

colostral [13].

2.5. Andlise estatistica
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Os valores observados nas titulacdes foram inseridos em uma planilha.
Posteriormente as variaveis “titulo de anticorpos de ovelhas x titulo de anticorpos de
cordeiros 48 horas ap6s a ingestdo de colostro” e “titulo de anticorpos de ovelhas
positivas com cordeiros positivos antes de ingerir o colostro x titulos de anticorpos de
cordeiros positivos antes de ingestdo de colostro” foram submetidos a um teste de
correlagdo de Sperman. As anélises foram realizadas no aplicativo SPSS 23 for Mac ao

nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

Todos os cordeiros nasceram clinicamente saudaveis, pesando entre 2 e 3 kg ao
nascimento. Das 55 ovelhas, 54,5% (30/55) foram positivas na RIFI. Durante o
experimento, as matrizes analisadas geraram 70 filhotes, sendo 41 (58,6%) provenientes
de maes positivas e 29 (41,4%) gerados de maes negativas.

Observou-se transmissdo vertical em 13,3% (4/30) dos partos ocorridos de maes
positivas. A titulacdo das maes que tiveram filhotes infectados via transplacentéria
variou de 128 a 8.192 e a titulagdo de trés dos quatros animais positivos antes da
ingestdo do colostro foi igual ou superior a de suas maes (Grafico I). Ndo foi observada
transmissao quando as maes apresentaram titulagao de 64 (Tabela 1).

As varidveis referentes ao “titulo de anticorpos de ovelhas x titulo de anticorpos de
cordeiros 48 horas apos a ingestdo de colostro” (Coeficiente de correlacao 0.294
p=0.062) e, “titulo de anticorpos de ovelhas positivas com cordeiros positivos antes de
ingerir o colostro x titulos de anticorpos de cordeiros positivos antes de ingestdo de

colostro” (Coeficiente de correlacao 0.500 p=0.500) que foram submetidas a anélise de
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correlagdo, apresentaram coeficiente fraco e moderado, respectivamente e nao
apresentaram correlacdo significativa entre os grupos.

Os cordeiros que nasceram infectados apresentaram titulacdo variando de 64 a 8.192
na coleta pré-colostral (Tabela 2). Esses animais, na segunda coleta, 48h apds o
nascimento, apresentaram titulos superiores aos pré-colostrais, chegando até 16.384.
Todos os animais positivos para transmissdo vertical nasceram de partos Unicos.
Nenhuma das 29 crias provenientes de 25 matrizes negativas foram positivas na coleta
pré-colostral e também ndo foram observados abortos nas fémeas avaliadas.

Observou-se que 48,8% (20/ 41) dos animais nascidos de maes positivas
apresentaram anticorpos colostrais anti. 7. gondii em 48h apds o nascimento, excluindo
os animais que se infectaram via transplacentdria (Grafico II). Foi visto ainda que
quanto maior a titulacdo da méae, maior a possibilidade dos anticorpos anti 7. gondii
adquiridos através do colostro sejam detectados no sangue dos cordeiros 48h apds o
nascimento.

Foram acompanhados 16 animais filhos de maes positivas do nascimento aos 56 dias
de vida, no qual foi possivel verificar que os titulos de anticorpos diminuiam a cada
semana e que apenas dois animais permaneceram com titulos colostrais detectdveis até a
ultima coleta (Grafico III). Também foram acompanhados nove animais, filhos de maes
negativas, do nascimento aos 56 dias de vida e nenhum animal se tornou positivo
durante as coletas do experimento.

Notou-se que 11 matrizes positivas com titulacdes variantes de 64 a 1.024 geraram
cordeiros negativos, € a maior parte deles foram acompanhados apenas até 48h pds
nascimento. A maioria dos animais negativos eram nascidos de fémeas com titulos de

64 e cinco das gestacdes destas fémeas deram origem a conceptos gemelares.
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Para excluir a possibilidade de ocorréncia de outros agentes causadores de alteragdes
reprodutivas, foi realizado diagndstico diferencial para Leptospira sp. e Brucella
Abortus e todos os animais do experimento apresentaram resultados negativos em

ambos 0s testes.

4. Discussao

Toxoplasma gondii pode ser um importante causador de aborto em pequenos
ruminantes, estando diretamente associado a diminuicdo dos nimeros de nascimentos
ou até mesmo com o nascimento de crias fracas que morrem logo ap6s o parto. Em uma
pesquisa realizada em cabras, observou-se que as fémeas negativas tendem a ter mais
filhos que as positivas [14]. Entretanto neste trabalho, ndo foram observadas diferencas
entre as taxas de paricdoes de maes negativas e positivas.

Diferentemente das pesquisas mais recentes, que corroboram com os resultados do
presente trabalho, pesquisadores chegaram a afirmar que a recrudescéncia de uma
infec¢do enddgena ndo seria uma rota importante para infec¢do por 7. gondii em ovinos
(Dubey e Beattie, 1988; Buxton e Rodger, 2008). Porém, o presente trabalho sugere que
a transmissdo transplacentdria endégena ¢ comum em ovelhas cronicamente infectadas.
Em pesquisa realizada com infeccdo experimental de ovelhas, antes da gestacdo,
utilizando a cepa ME49 foi visto que os cordeiros nascidos foram positivos através da
sorologia e da PCR [15]. Em outro estudo realizado na Franca, observaram através da
PCR de tecidos dos filhotes, a ocorréncia de 31 % de cordeiros infectados provenientes
de gestacdes sucessivas de ovelhas cronicamente infectadas [16]. Pesquisadores
avaliaram, no Brasil, a transmissao congénita em ovelhas cronicamente infectadas, ap6s

reinfec¢do experimental por 7. gondii e verificaram que dois em cada trés cordeiros
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sofreram transmissao vertical [13]. Deste modo, pode-se inferir que a imunidade
vitalicia para 7. gondii ndo é adquirida apds uma infec¢ao priméria.

Os fatores que levam a infeccdo transplacentdria enddgena por 7. gondii em
gestantes cronicamente infectadas é complexo. Durante a gestacdo, a fémea apresenta
uma diminui¢do na resposta imune celular mediada por linfécitos Thl, células
importantes para a imunidade contra microrganismos intracelulares. Além disso, outras
citocinas, como o IFN-y, que sdo cruciais para a ativacdo de macrofagos, neutréfilos e
células Natural Killer também estdo suprimidas devido a toxicidade que causam a
placenta [8,17]. Foi descrito apdés um experimento a importancia do IFN-y e dos
Linfécitos Thl como inibidores da multiplicac@o intracelular do protozodrio 7. gondii
[18]. Portanto, essa imunossupressdao pode levar a reativagdo da infec¢do nas fémeas
prenhes e permitir que o 7. gondii seja reativado e transmitido da mae para o feto. Esse
fendmeno imunoldgico também € descrito para a infeccdo por N. caninum em vacas
prenhes [17,19].

A 1munoglobulina G (IgG) € sintetizada e secretada por plasmdcitos (derivados de
linfécitos B) no baco, linfonodos e na medula dssea. Na vida embriondaria do cordeiro,
os linfonodos e os linfocitos B sdo detectados por volta do 48° e 50° dias apds a
concepcdo. Na polpa branca do bago, 6rgio linfoide secundério rico em linfécitos, €
onde ocorre resposta imune adquirida e produgdo de anticorpos, antes mesmo da
formacdo das Placas de Peyer jejunais (75- 80 dias) e as ileais (110-115 dias), sendo
esta ultima considerada a fonte mais importante de linf6citos B em cordeiros [8]. Sendo
assim, 0s ovinos conseguem montar uma resposta imune desde o segundo més de
gestacdo, enquanto que a aquisi¢do de anticorpos maternos s6 é possivel através da
ingestdo do colostro, devido a conformagdo da placenta nesta espécie. Portanto, os

animais que ja nasceram com anticorpos circulantes sofreram infecc¢ao intrauterina.
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Neste trabalho, os cordeiros congenitamente infectados nasceram clinicamente
saudaveis, corroborando com um trabalho realizado na Escdcia, onde foram avaliadas
crias de 31 fémeas ovinas cronicamente infectadas e verificaram-se que os filhotes
positivos na coleta pré-colostral também nasceram clinicamente sauddveis, utilizando
RIFI e Western Blot como métodos de diagndstico [20]. Em bovinos, espécie que a
transmissdo transplacentdria endégena por N. caninum, coccideo similar ao 7T.gondii, é
muito comum e bastante estudada, verifica-se que a recrudescéncia da infeccdo durante
a prenhez nio causa danos a gestacdo e os bezerros nascem clinicamente saudaveis,
porém infectados congenitamente [21, 22].

Observou-se que 48 horas apos 0 nascimento, a titulacdo de anticorpos aumentou nos
filhotes positivos na coleta pré-colostral, superando os titulos das maes, provavelmente
porque os anticorpos produzidos por eles somaram-se aos recebidos através do colostro.
Porém, na maioria dos animais que ndo foram positivos na coleta pré-colostral, o titulo
de anticorpos declinou em relacdo as maes e ainda foram diminuindo a cada semana
(Grafico III). Em um estudo sobre toxoplasmose congénita em cordeiros, relataram que
titulos constantes ou ascendentes de IgG indicam infec¢do, porém quando os titulos
decrescem ou até mesmo desaparecem em poucos meses, indicam apenas transmissao
passiva de anticorpos pelo colostro [23].

Os animais com infeccdo enddgena nasceram clinicamente sauddveis. Em pesquisa
sugerem que o equilibrio entre a resposta imune dos hospedeiros e a viruléncia do
parasita sdo fatores determinantes para o que o agente cause aborto ou uma infeccao
persistente no feto [24]. No Brasil, varios estudos demonstram a presenga de cepas
virulentas de 7. gondii em diversas espécies de animais. Em um destes trabalhos,
realizado no estado de Sao Paulo, Brasil, verificaram que seis de 16 isolados foram

capazes de provocar a morte de todos os camundongos infectados, indicando ainda que
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ovinos assintomdticos podem albergar cepas virulentas de 7. gondii [25]. No semidrido
do Brasil, ji& foram realizadas pesquisas para avaliacio da viruléncia das cepas
encontradas em suinos onde obtiveram 13 isolados e destes oito foram letais para pelo
menos um camundongo até 30 dias pds-inoculag@o [26] e outro estudo realizado em
galinhas criadas em sistema extensivo, encontraram 33 isolados, e destes 48,5% foram
letais para todos os camundongos até 30 dias pés-inoculagdo [27].

Apesar de ndo ter sido observada correlagdes significativas na andlise estatistica
entre os niveis de anticorpos de matrizes e cordeiros, deve-se atentar ao fato de que na
maioria dos casos (24/41) em que os cordeiros foram positivos, as maes também eram
com titulos de anticorpos iguais ou superiores (Grafico II). Vale salientar que em trés
dos quatro casos em que ocorreu infec¢do transplacentdria houve um aumento nos
titulos de anticorpos dos filhotes (Grafico I). Até o presente momento ndo ha trabalhos
descrevendo a evolucao da infeccdo em animais persistentemente infectados, no entanto
a ocorréncia de problemas reprodutivos além da presenca de animais carreadores do 7.
gondii dentro do rebanho sdo alguns dos resultados da infeccao transplacentéria.

Foi possivel observar que 11 matrizes positivas geraram 17 neonatos negativos nas
amostras pds colostrais, esta interface materno-fetal encontrada, pode estar associada a
variagdes imunoldgicas individuais em relacdo ao desenlace da gestagdo [28]. Outro
fator capaz de justificar esta ocorréncia estd relacionado a falha na transmissdo de
anticorpos através do colostro, em que os neonatos se situam em uma condicdo imune
denominada de Falha de Transferéncia de Imunidade Passiva (FTIP). Nesta
circunstancia os neonatos sdo incapazes de absorver quantidades suficientes de
anticorpos. Esta falha pode ser explicada quando relacionada ao nivel de agressividade
do agente e a quantidade de imunoglobulinas circulantes no sangue materno, que pode

mudar de acordo com a fase da infeccao [29]. H4 relatos que se a infec¢@o acontecer em



36

gestacdo precedente ou anterior a cOpula, a memoéria imunoldgica e a imunidade
constituidas irdo garantir o parto sauddvel e nascimento de concepto ndo infectado
[30].

A taxa de transmissdo vertical do T. gondii observada na presente pesquisa, nos
sugere a importancia desta rota de manuten¢do e transmissdo do agente na espécie
ovina, possibilitando problemas reprodutivos e também a disseminacdo deste

protozodrio para os seres humanos e outros animais.

5. Conclusoes

As ovelhas cronicamente infectadas podem transmitir por via endégena o 7. gondii
para as suas crias e as crias infectadas congenitamente podem nascer clinicamente
saudaveis. Os anticorpos maternos anti 7. gondii adquiridos através do colostro
desaparecem na grande maioria dos animais com dois meses de vida. Destaca-se a
importancia da transmissdo vertical como mantenedora do 7. gondii nos rebanhos

ovinos da regido estudada.
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Figura 1. Representacdo geografica das propriedades ovinas analisadas para compor a
pesquisa, localizadas no semiarido do Brasil.

Sousa

]
2
3
]
=

6°36.000'S 2

38°24.000'W 38°18.000'W 38°12.000'W 38°6.000'W

Paraiba state

6°48.000'S 6°42.000°S

6954.000'S

38°24.000'W 38°18.000'W 38°12.000'W 38°6.000°W 38°0.000'W
QGIS 2.18
Projection: Cartographic Coordinates Datum: Sampled farms
SIRGAS 2000
Source: IBGE, 2010. Results
Author: Flavia Costa ® Positive properties

® Negatives properties

Tabela 1

Distribuicdo numérica dos titulos de anticorpos das ovelhas que apresentaram IgG
contra Toxoplasma gondii e a relacdo com a ocorréncia da transmissdo vertical.

Titulagdo Numero de ovelhas positivas (%) Transmissdo vertical (%)

64 6 -

128 9 2(22.2)

256 6 1(16.6)

512 2 -

1024 3 -

2048 2 -

4096 - -

8192 2 1 (50%)

Total 30 4 (13.3%)
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Titulagdo das ovelhas positivas para anticorpos anti. 7. gondii e acompanhamento
sorolégico de suas respectivas crias até os 56 dias de vida.

Ovelhas Cordeiros
N° Titlacio N°  PC_ 48h 7d 14d 21d 28d 354 42d 494  56d
o s 0 0 0 NC NC NC NC NC NC NC NC
@ 0 0 NC NC NC NC NC NC NC NC
02 64 03 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
03 64 04 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
04 64 05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
05 4 97 0o 0o o0 o0 0 0 0 0 0 0
06 64 08 0 128 0 0 0 0 0 0 0 0
07 128 09 0 0 NC NC NC NC NC NC NC NC
08 128 10 64 128 NC NC NC NC NC NC NC NC
09 128 11 512 2048 NC NC NC NC NC NC NC NC
0 g 120 64 64 64 64 64 NC NC NC NC
3 0 64 0 0 0 0 NC NC NC NC
11 128 14 0 128 128 64 64 128 64 64 O 0
L 128 15 0 128 64 64 64 64 64 64 0 0
122 16 0 128 64 64 64 64 128 64 0 0
13 128 17 0 128 128 64 64 64 64 64 64 64
14 128 18 0 128 128 128 64 64 64 64 0 0
IS 128 19 0 512 512 128 256 128 128 128 128 O
6  95¢ 20 0 0 NC NC NC NC NC NC NC NC
2 0 0 NC NC NC NC NC NC NC NC
7 9 220 0 NC NC NC NC NC NC NC NC
23 0 0 NC NC NC NC NC NC NC NC
18 256 24 64 128 NC NC NC NC NC NC NC NC
9 2% 25 0 0 0 0O 0 0 0 0 0 0
0 a5 26 0 64 64 64 64 64 64 64 0 0
27 0 128 128 128 64 64 64 64 64 64
5 45 28 0 6 NC NC NC NC NC NC NC NC
29 0 0 NC NC NC NC NC NC NC NC
2 512 30 0 0 NC NC NC NC NC NC NC NC
23 512 31 0 256 128 NC NC NC NC NC NC NC
4 14 32 0 0 NC NC NC NC NC NC NC NC
33 0 0 NC NC NC NC NC NC NC NC
s 14 34 0 128 NC NC NC NC NC NC NC NC
35 0 2048 NC NC NC NC NC NC NC NC
26 1024 36 0 128 NC NC NC NC NC NC NC NC
5 sugs 37 0 128 64 NC NC NC NC NC NC NC
38 0 128 512 NC NC NC NC NC NC NC
28 2048 39 0 256 128 128 64 64 64 128 64 0
20 8192 40 8192 1638 NC NC NC NC NC NC NC NC
30 8192 41 0 64 NC NC NC NC NC NC NC NC

PC = pré-colostral
NC = ndo coletado
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Griéfico 1. Relagdo dos titulos de anticorpos anti-7. gondii dos filhotes de ovelhas

positivas antes da ingestao do colostro (®) e das ovelhas positivas (A ).
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Grafico I1. Relagdo dos titulos de anticorpos anti-T.gondii de ovelhas positivas (®) e

dos seus filhotes 48h apos a ingestdo do colostro (A).
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Grafico III. Relacdo dos niveis de anticorpos anti-7.gondii dos cordeiros positivos apds

a ingestao do colostro com a progressao da infec¢ado (dias).
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CAPITULO II:

Revisao sistematica e metanalise da taxa de transmissao vertical de Toxoplasma
gondii em ovinos

Fldvia Teresa Ribeiro da Costa!; Clécio Henrique Limeira'; Denise Batista Nogueira';

Camila de Sousa Bezerra'; Brunna Muniz Rodrigues Falcdo'; Gisele Candida
Ramalho!; Larissa Claudino Ferreira'; Sérgio Santos de Azevedo'; Thais Ferreira

Feitosa?; Vinicius Longo Ribeiro Vilela'"

(Artigo a ser submetido ao periddico: Brazilian Journal of Veterinary Parasitology /
Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria Qualis A2, Fator de impacto 1.013)
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Systematic review and meta-analysis of the rate of vertical transmission of
Toxoplasma gondii in sheep

Revisao sistematica e metanalise da taxa de transmissao vertical de Toxoplasma

gondii em ovinos

Flavia Teresa Ribeiro da Costa'; Clécio Henrique Limeira'; Denise Batista Nogueira'; Camila
de Sousa Bezerra'; Brunna Muniz Rodrigues Falcdo'; Gisele Candida Ramalho'; Larissa
Claudino Ferreira®; Sérgio Santos de Azevedo'; Thais Ferreira Feitosa?, Vinicius Longo Ribeiro

Vilela!”

! Programa de P6s-Graduagio em Ciéncia e Satide Animal, Universidade Federal de Campina Grande,
Patos, Paraiba, Brasil.
2 Laboratério de Imunologia e Doencas Infectocontagiosas, Instituto Federal de Educacgio, Ciéncia e

Tecnologia da Paraiba, Sousa, Paraiba, Brasil.

Resumo

O Toxoplasma gondii é considerado um dos agentes de maior sucesso bioldgico entre
0s parasitas capazes de causar zoonoses, sendo descrito na literatura como responsavel
por acometer mais de 200 espécies. Na espécie ovina, a toxoplasmose tem sido
identificada como uma das maiores causas de aborto e outras desordens reprodutivas em
diversos paises do mundo. Apesar de muitos aspectos sobre a doenga estarem
apresentados na literatura, algumas questdes como a transmissdo vertical ainda
necessitam de estudos que esclarecam melhor esta rota de manutengao do agente. Desse
modo, o objetivo dessa pesquisa foi realizar uma revisdo sistemdtica com metandlise
para avaliar a taxa de transmissdo vertical de T.gondii em ovinos. Foram identificados
10 trabalhos que envolviam estudos de infec¢do natural e experimental. Seis dos 10
estudos utilizaram o Teste Indireto de Anticorpo Imunofluorescente (IFAT) para
realizacdo do diagndstico. A maioria utilizou duas ou mais técnicas para obtencdo dos
resultados. Por meio da metanalise, foi encontrada uma elevada taxa de transmissao
vertical de 66%. A significativa heterogeneidade encontrada relaciona-se aos diferentes

delineamentos das pesquisas e a falta de padronizacdo dos métodos de diagnéstico,

*Corresponding author: Vinicius Longo Ribeiro Vilela. Rua Pedro Antunes, s/n — Sdo Gongalo, 58814-
000, Sousa - PB, Brasil, telefone: (83) 3556-1029 e-mail: vinicius.vilela@ifpb.edu.br ORCID:
https://orcid.org/0000-0001-9891-7842
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demonstrando a necessidade de realizacdo de novos trabalhos direcionados a

transmissao vertical em ovinos e a padronizagdo diagndstica.

Palavras-chave: IFAT, infeccdo intrauterina, pequenos ruminantes, toxoplasmasmose.

Introducao

A toxoplasmose € uma doenca de cariter zoondtico com distribuicdo mundial,
causada pelo Toxoplasma gondii, um protozodrio capaz de parasitar seres humanos,
animais domésticos e silvestres como hospedeiros intermedidrios e apenas os membros
da familia Felidae, principalmente os felinos domésticos como hospedeiros definitivos.
Os animais podem se infectar pelo 7. gondii através das consecutivas formas primadrias:
ingestdo de oocistos esporulados ao consumir alimentos e dgua contaminados, ingestao
de tecidos de animais contendo cistos infectantes e por transmissdo transplacentaria
(DUBEY & BEATTIE, 1988; MARTINS & VIANA, 1998).

O agente foi descrito pela primeira vez na Franca no ano de 1908, por Nicolle e
Manceaux que o nomearam no ano seguinte de 7. gondii que significa a jun¢do dos
termos foxon, vocabulo grego para referir-se ao formato de arco do parasito e plasma,
vocédbulo que significa forma. O parasito foi encontrado por eles em um Ctenodactylus
gundi (roedor), que estava sendo utilizado para pesquisas em Leishmania no Instituto
Pasteur, localizado na Tunisia. Ainda no ano de 1908, o T. gondii foi descoberto no
Brasil por Splendore em um coelho (DUBEY, 2008). Posteriormente seu ciclo de vida
completo foi descoberto e elucidado por Dubey e Frenkel (1972).

Na espécie ovina os primeiros relatos foram apresentados em 1942 (NICOLLE
& MANCEAUX, 1969), e desde essa época muitos autores demonstraram por meio de
estudos o impacto econdmico da toxoplasmose nos ovinos como causa de abortos e
outras desordens reprodutivas.

A doenga tem sido identificada como uma das maiores causas de problemas
reprodutivos em ovinos na Gra-Bretanha, Noruega, Austrédlia, Nova Zelandia, nos EUA,
no Uruguai e em muitos outros paises (BLEWETT & WATSON, 1984; DUBEY &
BEATTIE, 1988; SKJERVE et al., 1998; FREYRE et al., 1999; BORDE et al. 2000).

Apesar de muitos aspectos sobre a toxoplasmose encontrarem-se aclarados na
literatura, existem pontos vinculados a epidemiologia e o desenvolvimento da patologia

que ainda precisam de estudos, entre eles os aspectos relacionados a recrudescéncia da
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infeccdo durante a gestacdo, a transmissdo vertical e os fatores imunoldgicos
relacionados ao processo.

Neste contexto, este estudo buscou realizar uma sintese quantitativa com
metandlise por meio de uma revisdo sistemadtica de literatura, visando elucidar os
principais aspectos da transmissdo vertical do 7. gondii em matrizes ovinas € seus
conceptos, além da perspectiva de contribuir para posteriores estudos relacionados ao

tema.

Material e Métodos

Desenho da pesquisa

O estudo é constituido por uma revisao sistemdtica de literatura, com andlise e
descricdo sucinta de aspectos relacionados a transmissdo vertical de T gondii e
metandlise de dados quantitativos disponiveis em artigos de periddicos indexados. Para
realizacdo da pesquisa foram observadas as recomenda¢des da metodologia PRISMA -
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (MOHER et al.,
2009).

Elegibilidade dos artigos

Compuseram os requisitos de selec@o as publicagdes em periddicos indexados de
trabalhos completos de pesquisa envolvendo artigos de transmissdo vertical em ovinos,
naturalmente e experimentalmente infectados e comunicacgdes curtas que apresentassem
as caracteristicas da transmissdo vertical. Buscou-se nestes trabalhos dados que
descrevessem a taxa de transmissdo vertical, medida através do numero de cordeiros
positivos nascidos de matrizes positivas e os métodos de diagndstico utilizados na
identificacdo do T. gondii. Houve restricdes em relacdo a capitulos de livro, manuais
técnicos, resumos de congresso, relato de caso isolado, revisdo bibliografica, sendo
todos esses excluidos durante o processo de elei¢ao. Nao ocorreu ressalva quanto ao ano
de realizacdo ou de publica¢do do estudo, ao idioma no qual o artigo foi publicado ou ao
pais no qual o trabalho foi desempenhado.

Apé6s uma andlise detalhada e evidente auséncia de comunicagdes curtas
referentes ao tema, os tipos de publicacdes incluidas foram artigos completos que

atendesse como critério a presenca de informacdes sobre a taxa de transmissao vertical.
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Assim, estudos sobre soroprevaléncia, avaliacdo de vacinas e avaliacdo de genotipagem
foram excluidos da pesquisa. Revisdes de literatura, notas de pesquisa, editoriais e
outros tipos de publicagdes ndo descritas nos critérios de inclusio também foram

eliminados.

Fontes de informagdo e estratégias de busca

Atendendo aos critérios de inclusdo pré-estabelecidos, o procedimento de acesso
aos artigos ocorreu por pesquisa nos bancos de dados PubMed, ScienceDirect, Scopus e
Web of Science, empregando a seguinte associacdo de termos em inglés: {toxoplasma
OR toxoplasmosis} AND {sheep OR ewes} AND {vertical-transmission OR
congenital-transmission}. As citagdes dos estudos encontrados contendo titulo e resumo
foram salvas em formato BibTex, exportado para um gerenciador bibliogrifico para
realizacdo de subsequente selecdo. As buscas foram desenvolvidas entre os dias 21 a 28

de novembro de 2019.

Selecdo dos estudos e extragdo dos dados

Inicialmente foi realizada a exclusdo de trabalhos duplicados através de uma
ferramenta do gerenciador bibliografico. Apds esta etapa dois autores de maneira
individual, realizaram uma anélise dos titulos e dos resumos para que os estudos que
melhor se encaixassem ao tema proposto fossem eleitos, e em seguida realizou-se a
leitura completa dos textos. Ao final dessa avaliac@o, outras pesquisas foram excluidas
por ndo se enquadrarem nos critérios de elegibilidade. Os textos discordantes entre os
pesquisadores foram relidos e decididos em comum acordo.

ApOs a extracdo das principais informagdes, realizada de maneira independente
por dois dos autores, os dados foram transferidos para uma planilha eletronica
antecipadamente elaborada. Os dados sintetizados a partir dos artigos eleitos foram:
referéncias (autores e ano de publicacdo), tipo de infec¢do, pais de realizacao do estudo,
total de cordeiros nascidos ou fetos abortados de matrizes positivas, total de cordeiros

e/ou fetos positivos, taxa de transmissao vertical (%) e método de diagndstico.
Andlise dos dados

Para o célculo da metandlise dos estudos primadrios, foi considerado como

desfecho a taxa de transmissao vertical em ovinos, a qual € obtida pela propor¢do entre
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o ndmero de cordeiros/fetos positivos pelo nimero total de cordeiros/fetos, todos
nascidos de maes positivas para 1. gondii.

A heterogeneidade entre os estudos primdrios foi avaliada pelo teste Q de
Cochran e quantificada pelo teste I> de Higgins e Thompson, sendo a estimativa
combinada calculada com base no modelo de efeitos aleatdrios pelo inverso da variancia
utilizando o método DerSimonian-Laird. Também foram utilizados avaliacao visual do
gréfico de funil e aplicacdo do teste de Egger para identificar a presenca de vieses. As
andlises foram realizadas com auxilio do programa estatistico R (versdao 3.5.1) sob

interface do software RStudio (versao 1.1.463).

Resultados

O esquema de busca primdria nos bancos de dados e a metodologia de elei¢ao
dos estudos estdo delineados na Figura 1. Do total de 912 pesquisas, apds todas as
etapas de exclusdo e selecdo baseadas nos critérios estabelecidos para a elegibilidade,
restaram 20 artigos relacionados a transmiss@o vertical em ovinos. Destes trabalhos, ndo
foi possivel ter acesso a leitura integral de trés e sete foram excluidos da metanélise por
ndo apresentarem dados suficientes para o célculo da taxa de transmissdo vertical. Dessa
forma, ao final obteve-se 10 artigos, dos quais todos apresentaram dados satisfatérios
para realizacdo da metandlise.

Os trabalhos que compOem esta pesquisa foram realizados em cinco paises,
Brasil (n=4), Escécia (n=1), Inglaterra (n=2), Ird (n= 2) e Irlanda (n=1). Dos quatro
estudos realizados no Brasil, dois relataram infec¢des naturais e dois infeccoes
experimentais, na Inglaterra uma pesquisa com infec¢ao natural e outra experimental,
enquanto na Escdcia e Ird as pesquisas descreviam apenas a infec¢do natural e o Unico
trabalho realizado na Irlanda utilizou metodologia experimental. Totalizando desse

modo quatro estudos experimentais (40%) e seis naturais (60%).

Com base na metodologia diagnéstica para avaliacdo da taxa de transmissao
vertical, a maioria dos trabalhos realizaram de forma combinada diferentes técnicas,
dentre elas estdo incluidos métodos diretos (Bioensaio; PCR - Reacdo em Cadeia da
Polimerase e WB -Western Blotting) e indiretos (ELISA - Ensaio de Imunoabsor¢do
Enzimaética; HAI - Hemaglutinacdo Indireta; HAI/2-ME - Hemaglutinagdo Indireta 2-

Mercaptoetanol; Histopatologia, IFAT - Teste Indireto de Anticorpo Imunofluorescente
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e IHQ - Imuno-histoquimica, LAT - Teste de Aglutinacdao em Litex e MAT - Teste de
Aglutinacdo Modificado), conforme demonstrado na tabela 1.

Através do modelo descrito, a taxa de transmissdao vertical combinada dos
estudos em ovinos foi de 66% (IC 50-79%) (Figura 2). Ao analisar a combinagdo das
taxas de transmissdo vertical, o teste Q de Cochran acusou heterogeneidade entre os
estudos primdrios (p < 0,05), quantificada pelo teste de I* de Higgins e Thompson em
87%, considerada, portanto, uma alta heterogeneidade.

ApOs andlise visual do gréafico de funil (Figura 3), observou-se uma distribui¢do
assimétrica dos estudos, indicando a presenca de viés de publicacdo, porém o teste de

Egger ndo foi significativo para esta hipétese (p = 0.329).

Discussao

A taxa de transmissdo vertical combinada entre os estudos foi considerada alta,
apresentando percentual de 66%. Esse dado sugere que a transmissdo vertical pode ser
apontada como uma via importante de manutencao do 7. gondii nos rebanhos ovinos.

Com o intuito de identificar as causas responsaveis pela alta heterogeneidade,
realizou-se uma andlise detalhada sobre as metodologias de diagnéstico utilizadas, desse
modo constatou-se que os trabalhos divergiam em algumas técnicas, principalmente ao
tratar-se do IFAT, em que os estudos ndo seguiram um padrao nico.

Nos artigos em que a metodologia apresentava dois ou mais tipos de diagndstico
foi dada preferéncia para realizacdo da metandlise ao IFAT, uma vez que em meio as
técnicas de diagndstico existentes, esta € indicada como padrao ouro, podendo ser usual
tanto na fase aguda (IgM) quanto na fase cronica (IgG) (CAMARGO, 1974; DUBEY &
BEATTIE, 1988; DUBEY, 2010). Dos 10 trabalhos revisados, cinco deles (50%)
utilizaram amostras de tecidos fetais e sorologia pré-colostral de cordeiros para
diagnéstico do 7. gondii, enquanto trés (30%) testaram apenas soros de cordeiros antes
da ingestdo do colostro e dois (20%) apenas de fetos provenientes de abortos.

O principal fator considerado diferente no diagnostico pela IFAT relaciona-se ao
ponto de corte. Das seis pesquisas que detectaram anticorpos anti-7.gondii por meio
dessa técnica, os trabalhos de Klauck et al. (2016) e Chiebao et al. (2019) utilizaram
titulo inicial de 64, enquanto Rodger et al. (2006) valeram-se da diluicdo inicial a partir

de 32 e Silva e La Rue (2006); Rassouli et al. (2011) e Movassaghi et al. (2014)
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preconizaram ponto de corte primério de 20 (Tabela 1). Dessa forma, € possivel sugerir
que por se tratar de um teste soroldgico, os trabalhos que utilizaram dilui¢des iniciais
menores podem ter influenciado na quantidade de resultados positivos, como observado
no estudo de Movassaghi et al. (2014) que apresentou taxa de 97%, por meio do ponto
de corte inicial de 20. Este fator demonstra a necessidade de mais estudos de
padronizacdo de técnicas para melhor uso e comparacdo dos resultados apresentados
entre as pesquisas.

Além disso, o numero amostral foi outro fator considerado, uma vez que
apresentou quantidades muito discrepantes entre si, variando de amostragens pequenas
(n=6) como visto no estudo de O’Donovan et al. (2012) a quantidades significativas
(n=421) como o realizado por Williams et al. (2005). Apesar dos artigos selecionados
incluirem os critérios determinados de elegibilidade, ndo exibiam a mesma
caracteristica metodolégica e apresentavam diferentes desfechos clinicos (ponto de
corte e duracdo do follow up), sendo essa também uma importante razdo presumivel
para a heterogeneidade, podendo ser classificada como uma heterogeneidade clinica
(SANTOS & CUNHA, 2013).

Existem diferencas entre os paises que se destacam como fatores influentes na
ocorréncia da doenca e que podem estar diretamente associados a heterogeneidade
obtida nesta pesquisa, dentre os quais pode-se citar os diferentes sistemas de producao,
mudancas climadticas, cultura e a vigilincia em satde, que constituem elementos
fundamentais para inquéritos epidemioldgicos (ELMORE et al., 2010).

Ap6s andlise dos paises onde os estudos dessa revisdo ocorreram, conclui-se que
todos se encaixam em um contexto de endemicidade, entretanto mais pesquisas nessas
areas sdao necessarias. No Reino Unido, onde quatro trabalhos dessa revisdo foram
realizados e um deles apresentou uma das maiores taxas de transmissdo vertical
(O’DONOVAN et al., 2012), Bennet e Ijpelaar (2005) estimaram que a toxoplasmose cause
um prejuizo a industria ovina de cerca de 11 milhdes de libras ao ano, evidenciando o
impacto negativo da doenca no local.

Com relagdo ao delineamento dos estudos, quatro dos 10 trabalhos ocorreram de
forma experimental e diferiram entre si seus métodos. Owen, Clarkson e Trees (1998)
fizeram trés inoculacdes de 500 oocistos por via oral em 18 matrizes entre 80 e 90 dias
de gestagdo, totalizando 1500 oocistos inoculados, O’Donovan et al. (2012) inocularam
3000 oocistos da cepa Moredum 4 em nove matrizes aos 90 dias de gestacdo, enquanto

que Santos et al. (2016) e Chiebao et al. (2019) dividiram seu nimero amostral em
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grupos inoculados (4 e 5 grupos, respectivamente) e grupo controle (I em cada
experimento), inoculando 2000 e 2500 oocistos, respectivamente, por via oral e além
disso foram realizadas reinfec¢des em ambos estudos com diferentes cepas. Estudos
com dinamica experimental sdo importantes por possuirem condicdes apropriadas de
observacdo e controle com relacdo aos parametros definidos, porém em alguns casos
podem ndo refletir a verdadeira interacdo do agente com hospedeiro e o ambiente, como
ocorrem em infeccdes naturais.

A visualizacdo do gréfico de funil demonstrou uma distribui¢do assimétrica dos
estudos, no entanto a aplicacdo do teste de Egger ndo confirmou a presenca de viés de
publicacdo, sugerindo que a assimetria no grafico seja atribuida a outros fatores, como

presenca de alta heterogeneidade encontrada na metandlise (STERNE et al., 2011).
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Conclusao

A alta taxa de transmissdo vertical do 7. gondii descrita nesta revisdo sugere que
a via congénita seja uma rota importante de manutencio e perpetuacdo do parasita. Os
estudos demonstram a importincia da toxoplasmose na espécie ovina, principalmente
relacionados a desordens reprodutivas, representando grandes perdas econdmicas para o
setor. A heterogeneidade encontrada entre os estudos, principalmente relacionada aos
diferentes tipos de delinecamento e a auséncia de padronizacdo das técnicas de
diagnéstico das pesquisas em questdo, evidenciam a necessidade de realizacdo de novos
trabalhos envolvendo o tema. Por fim, anseia-se que os resultados aqui apresentados
possam contribuir positivamente para a conducdo de novas pesquisas sobre a

transmissao vertical de T. gondii em ovinos.
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Figura 1. Fluxograma do processo de busca, selecdo e inclusdo dos estudos na revisdo

sistematica.
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Referéncias Pos Total Proporgao IC-95% Peso
Owen, Clarkson and Trees, 1998 15 19 — 079 [054;,094] 87%
Williams et al., 2005 226 421 g 0.54 [0.49,059] 13.1%
Rodger et al., 2006 2 39 F— 005 [001;017] 83%
Silva and Rue., 2006 26 48 —E 054 [0.39,069] 121%
Rassouli et al., 2011 27 3 P 087 [0.70;096] 10.0%
O’Donovan et al., 2012 5 6 ; 083 [0.36,100] 56%
Movassagi et al., 2014 A —= 097 [091,100] B83%
Klauck etal,, 2016 27 4 — 066 [049080] 118%
Santos et al, 2016 24 30 ——— 080 [061;092] 10.7%
Chiebao etal., 2019 6 19 —a | 0.32 [013;057] 10.4%

Random effects model 731 o 0.66 [0.50; 0.79] 100.0%
Heterogeneity: 1> = 87%. t- = 08709, p =001 | ' ' ' ' '
0 02 04 06 08 1
Proporcao Trasmissédo Vertical

Figura 2. Combinacdo dos dez estudos de acordo com o resultado da taxa de

transmissao vertical de 7. gondii em ovinos.
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Figura 3. Gréfico de funil apresentando a distribuicao assimétrica dos estudos de taxa

de transmissdo vertical de 7. gondii em ovinos.



Tabela 1. Sintese das principais caracteristicas dos estudos de transmissao vertical em ovinos.

64

. Taxa de Intervalo de Ponto de
A ., Fase do Nuamero .. s . * . L.
Referéncias Pais diaenostico total Positivos transmissdo confianca (IC") Diagnéstico corte do
& vertical (%) % IFAT
Owen, Clarkson . )
Inglaterra  Experimental Fetos/cordeiros 19 15 78.95 54 -94 LAT/MAT -
and Trees, 1998
Williams et al., .
2005 Inglaterra Fetos/cordeiros 421 226 53.7 49 - 59 SAG1-PCR -
Rodger et al., . . ELISA; PCR; WB;
E < . _ K b R & 9
2006 scécia Fetos/cordeiros 39 2 5.1 01-17 Histopatologia: IFAT 32
Silva and La . .
Brasil Cordeiros 48 26 54.2 39-69 IFAT; HAI/2-ME; HAI 20
Rue., 2006
Rassouli et al., B
2011 Ira Fetos 31 27 87.1 70 - 96 Nested-PCR; IFAT; 20
O’Donovan et . . ELISA; histopatologia;
Irland E tal - ’ ’ -
al., 2012 rlanda Xperimenta Cordeiros 6 5 83.3 36 - 100 PCR em tempo real
Movassagi et al., . . - hi ia:
£ Ird Fetos/cordeiros 77 75 97.4 91-100 IFAT; histopatologia; 20
2014 bioensaio
Klauck et al., . .
2016 Brasil Cordeiros 41 27 65.8 49 - 80 IFAT 64
Santos et al., . . . Histopatologia; THQ;
Brasil E 1 - ’ ’ -
2016 rasi Xperimenta Cordeiros 30 24 80.0 61-92 bioensaio: PCR
Chiebao et al., . . ) IFAT; .histopz.itologia;
Brasil Experimental Cordeiros 19 6 31.6 13-59 THQ; bioensaio; PCR- 64
2019
RFLP
*IC =95%

LAT = Teste de Aglutinagdo em Latex; MAT = Teste de Aglutinacdio Modificado; SAG1-PCR = Genes Especifico de Taquizoito 1- Reacdo em Cadeia da Polimerase ;
ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; PCR = Reacdo em Cadeia da Polimerase; WB = Western Blotting ; IFAT = Indirect Fluorescent Antibody Test; ; HAIL/2-
ME = Hemaglutinacdo Indireta/2- Mercaptoetanol ; HAI = Hemaglutinacdo Indireta ; IHQ = Imuno-Histoquimica ; PCR-RFLP = Rea¢@o em Cadeira da Polimerase -
Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Limitacdo.
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CONCLUSAO GERAL

Devido a criagdo de ovinos na regido Nordeste apresentar-se como uma importante
ferramenta do agronegdcio associada a subsisténcia de muitas familias, principalmente
quando inseridas na regido rural, estudos relacionados ao aumento da produtividade, sanidade
e eficiéncia reprodutiva sdo indispensaveis.

A taxa de transmissdo vertical do Toxoplasma gondii em conceptos descrita nesta
dissertacdo, sugere que a infeccdo congénita € uma importante rota de transmissdo e
manutencdo de 7. gondii em rebanhos ovinos no semidrido brasileiro. A auséncia de
pesquisas com delineamentos mais homogéneos e a falta de padronizacdo das técnicas de
diagnéstico observadas na revisdo sistemadtica, evidenciam a necessidade de realizacdo de
mais estudos envolvendo esta temadtica. Por fim, anseia-se que este trabalho possa contribuir

positivamente para a condugdo de novas pesquisas.



