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RESUMO

Objetivou-se com este estudo pesquisar anticorpos anti-Toxoplasma gondii em
soros de muares e asininos criados na regiao Nordeste do Brasil. Foram utilizadas
483 amostras (395 muares e 88 asininos) procedentes de quatro estados da regiao
Nordeste do Brasil (Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba e Sergipe). Para a
pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii foi utilizada a técnica da Reacgao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) com ponto de corte 64. Foram observadas
frequéncias de 23,8% e 43,2% de positividade para muares e asininos,
respectivamente. O estado de Pernambuco apresentou a maior frequéncia de
amostras positivas (29,2%), observando-se diferenga estatistica significativa quanto
a espécie (p<0,001) e estado (p=0,048). Este estudo € pioneiro no que se refere a
pesquisa de anticorpos anti-T. gondii em muares e asininos nos estados estudados
e serve de alerta as autoridades sanitarias para o risco de ingestao de carne de

equideos.

Palavras chaves: Toxoplasma gondii, equideos, sorologia, epidemiologia.



ABSTRACT

The objective of this study was to investigate antibodies anti-Toxoplasma gondii in
sera from donkeys and mules raised in the Northeast of Brazil. We used 483
samples (395 mules and 88 donkeys) from four states in Northeastern Brazil
(Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba and Sergipe). For the detection of
anti-Toxoplasma gondii was used the technique of Indirect Immunofluorescence
Antibody Test (IFAT) with a cut off 64. Observed frequencies of 23.8% and 43.2%
positivity for mules and donkeys, respectively. The state of Pernambuco had the
highest frequency of positive samples (29.2%).There was a statistically significant
difference in relation to specie (p<0.001) and state (p=0.048). This study is the
pioneer in notifying the occurrence of anti-T. gondii antibodies in mules and
donkeys in the studied States. And it must be considered as an essential alert to the

responsible health authorities regarding the eminent risk of equine meat ingestion.

Keywords: Toxoplasma gondii, mules and donkeys, serology, epidemiology
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1. INTRODUCAO

O efetivo de asininos no Brasil em 2010 era de 1.002 milhdo de cabecas.
Quase a totalidade (90,52%) encontrava-se na regido Nordeste. A Bahia
apresentou 29,94% do total do Nordeste, o Ceara 21,45%, Piaui 13,57%,
Pernambuco 10,11%, Rio Grande do Norte 5,91%, Paraiba 4,82% e Sergipe 1,36%
(IBGE, 2010).

Os muares foram estimados em 1.277 milhdo de cabecas no Brasil e
concentravam-se na regido Nordeste (49,13%). A Bahia apresentou 46,16% do
rebanho do nordeste, o Ceara 12,87%, Pernambuco 8,04%, Piaui 4,71%, Paraiba

3,54%, Rio Grande do Norte 3,30% e Sergipe 2,93% (IBGE, 2010).

O cavalo (Equus caballus) possui 64 cromossomos, enquanto que o jumento
(Equus asinus) possui 62. O resultado do cruzamento da égua com o jumento sé&o
os muares (Equus mullus) que apresentam 63 cromossomos e sao quase sempre
estéreis. Sao raros os casos em que uma mula esteve prenha e desde 1527, data
em que 0s casos comecgaram a ser arquivados, apenas 60 casos foram registrados
(VIEIRA, 2008).

Os muares sao utilizados desde o Brasil Império, servindo de montaria para
se deslocar em viagens distantes, podendo cumprir etapas diarias de até 40 km,
sem esgotar-se. Sobre o lombo dos resistentes muares, transportavam-se
alimentos, mercadorias diversas e, até mesmo armas e munigdes (OLIVEIRA et al.,
2007). Os muares ainda sdo de grande utilidade, desde a coleta de materiais
reciclaveis nas cidades, no transporte de forrageiras, na retirada de areia em rios,
no transporte de materiais de construcdo, transporte na agricultura familiar e no
ecoturismo. Ainda s&o utilizados nas cavalgadas e nos concursos de marchas na
regido Sudeste, onde esses animais tém uma valorizagdo comercial acentuada
(GOULART, 1998).

Na regiao Nordeste do Brasil, os muares sdo muito utilizados nas usinas de
cana-de-agucar (VASCONCELOS, 1988). Ja os jumentos estdo sendo
gradativamente substituidos por motos e bicicletas, ficando abandonados nas

estradas e provocando acidentes (LEITAO, 2008).
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Nao ha evidéncia definitiva que T. gondii cause doenga clinica em cavalos

(DUBEY et al., 1999), entretanto bradizoitos do parasito ja foram identificados no
tecido muscular de cavalos saudaveis. Anticorpos contra Toxoplasma gondii
também ja foram descritos no soro de cavalos e muares clinicamente sadios em
diversos paises (DUBEY, 2010).

No Brasil sdo poucos os estudos relacionados com a pesquisa de anticorpos
em muares e asininos, destacando-se na regiao Nordeste o trabalho realizado por
Mendonca et al. (2001) que realizaram um inquérito sorolégico em soros de

equideos no estado da Bahia.

Objetivou-se com este estudo realizar a detecgédo de anticorpos anti-T.gondii
em soros de asininos e muares dos estados de Pernambuco, Rio Grande do Norte,
Paraiba e Sergipe com a finalidade de contribuir com dados epidemiolégicos para

essas especies na regido Nordeste do Brasil.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nicolle e Manceaux (1908) diagnosticaram pela primeira vez o Toxoplasma
gondii (T. gondii) em tecidos de um roedor silvestre (Ctenodactylus gundi) usado
para pesquisa sobre Leishmaniose no Laboratério Charles Nicolle, Instituto
Pasteur, na Tunisia. Nicolle acreditou inicialmente que o parasito era um
piroplasma (AJIOTA; SOLDATI, 2007) e depois acreditou se tratar de Leishmania,
mas logo percebeu que havia descoberto um novo microorganismo e o denominou
de Toxoplasma gondii baseado na sua morfologia e hospedeiro. Também em
1908, Splendori descobriu 0 mesmo parasito em coelho no Brasil, mas o identificou
como Leishmania (DUBEY, 2008). Historicamente, T. gondii originou-se
provavelmente como um coccideo parasito de gatos com ciclo de vida fecal-oral.
Com a domesticacdo dos felideos ele se adaptou a transmissdo em varios
modelos, incluindo a transmissao por carnivorismo e transplacentaria (DUBEY,
2010).

2.1. ETIOLOGIA E CICLO BIOLOGICO

T. gondii € um dos parasitos mais estudados no mundo devido a sua
importancia médica e veterinaria. Este protozoario pertence ao Filo Apicomplexa ;
Classe Sporozoasida ; Subclasse Coccidiasina ; Ordem Eimeriorina ; Familia
Toxoplasmatidae ; Género Toxoplasma , existindo apenas uma espécie de
Toxoplasma, T. gondii (DUBEY, 2010). Possui trés gendtipos predominantes: tipo |,
Il e lll classificados de acordo com a viruléncia em camundongos, dividindo-se em
virulentos e avirulentos (DARDE et al., 1992; JOHNSON, 1997), apesar de que
segundo Dubey (2008) nédo existe cepa ndo patogénica de T. gondii e a viruléncia
em camundongos poderia ndo ter relevancia clinica com respeito a doenga em

humanos e animais de pecuaria.

O parasito é obrigatoriamente intracelular e moével, invade as células
nucleadas e multiplica-se por divisdo binaria simples e endodiogenia sob as formas
de taquizoitos (forma de multiplicagcéo rapida), bradizoitos (forma de multiplicagcado
lenta) no interior de cistos teciduais e esporozoitos presentes nos oocistos
esporulados (MEIRELES et al., 2003).
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O ciclo biologico (Figura 1) é constituido de duas fases: uma sexuada

(enteroepitelial) e a outra assexuada (extraintestinal). A fase enteroepitelial se
desenvolve exclusivamente no epitélio intestinal dos felideos (hospedeiros
definitivos). Inicia-se pela ingestdo dos cistos presentes na musculatura do
hospedeiro intermediario (felideos silvestres em zooldgicos podem ingerir animais
de producgao, incluindo os equideos). Em seguida, a parede do cisto é dissolvida
por enzimas proteoliticas no estdbmago e intestino delgado e o parasito € liberado,
penetra nos enterdcitos da mucosa intestinal e multiplica-se dando origem a varias
geragbes através da reprodugdo assexuada. Apos cinco dias da infecgédo, inicia-se
0 processo de reproducdo sexuada, em que o0s merozoitos formados na
reprodugdo assexuada dao origem aos gametas. O gameta masculino
(microgameta) e feminino (macrogameta) se fundem dando origem ao ovo ou
zigoto, que apos se unir a parede cistica da origem ao oocisto. Este € expulso nas
fezes apds nove dias (cada gato expulsa mais de 500 milhdes de oocistos em cada
defecacdo) e esporulam no ambiente transformando-se em esporozoitos
infectantes através de divisdo meidtica (esporulacdo). Apods alguns dias sao
formados dois esporocistos elipsoidais cada um com quatro esporozoitos (DUBEY;
FRENKEL, 1972; DUBEY, 1994). Esta forma é altamente resistente a desinfetantes
e pode permanecer viavel por cinco anos em condi¢gdes adequadas de ambiente
em uma temperatura de -20°C a 37°C, desde que nao exposto a luz solar direta e
em condicdes razoaveis de umidade relativa (DUBEY; FRENKEL, 1972; AZEVEDO
et al., 1983). A descoberta do oocisto como forma de resisténcia no ambiente
tornou possivel explicar a alta prevaléncia mundial da toxoplasmose (DUBEY,
2009).

O ciclo extraintestinal ocorre em todas as espécies de sangue quente,
incluindo os equideos e o gato, sendo este ultimo conhecido como hospedeiro
completo ou definitivo (VERONESI; FOCACCIA, 1996). As formas de transmissao
citadas na literatura para os hospedeiros intermediarios sdo a adquirida e a
congénita. No primeiro caso, o animal se infecta pela via oral por meio da ingestao
do oocisto esporulado presente nas fezes dos gatos e que contaminam os
alimentos e agua. Na transmissdo congénita, as fémeas se infectam durante a
gestacdo e transmitem o parasito via transplacentaria aos fetos. Os oocistos

esporulados sao ativados em taquizoitos, também conhecidos como forma livre ou
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trofozoito. Quando ingeridos pelo hospedeiro intermediario multiplicam-se por

mitose, principalmente nos macrofagos, células musculares e cerebrais. Os
taquizoitos na circulagdo sanguinea e linfatica atingem todos os érgaos e tecidos
dos hospedeiros (WONG; REMINGTON, 1993). Apos ruptura da célula, os
parasitos invadem novas células. Nesta fase, o sistema imunolégico é ativado e
destrdi todos os parasitos livres, contudo ndo detecta aqueles que encistaram. Este
estagio do parasito apresenta forma de arco com uma extremidade afilada e outra
arredondada e constitui a forma menos resistente do parasito, sendo facilmente
destruido pelas condicbes adversas do meio, suco gastrico, desidratagdo ou
variagdes osmoticas (NEVES, 1985; BARRAGAN; SIBLEY, 2003).

O parasito € capaz de cruzar a barreira epitelial do intestino e se disseminar
para o organismo, localizando-se nos musculos, placenta, cérebro e olhos. A
transmigracéo através das células epiteliais polarizadas esta altamente associada
ao genotipo e viruléncia do parasito (BARRAGAN; SIBLEY, 2002).

DEFINITIVE
HOST

Cat Unsporulated

oocysts
passed in feces

Cysts ingested
by cat

Cysts in tissues of Intermediate Host

L ingests
~’,_1-'-'_“ cysts in™=
infected

-
=

meat
Tachyzoites 1

transmitted
through
placenta
Intermediate
host
ingests
oocysts

Infection of fet
Iaclion. gt.1els INTERMEDIATE HOSTS /

Figura 1 — Ciclo de Vida do Toxoplasma gondii
Fonte: Dubey (2010).
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Nos gatos domésticos, anticorpos anti-T. gondii podem ser detectados em

aproximadamente 74% da populacdo dos animais adultos, dependendo do tipo de
alimentacao e do tipo de criacdo (TENTER et al., 2000). Menos de 50% dos gatos
eliminam oocistos apds a ingestao de taquizoitos ou oocistos, enquanto que quase
todos eliminam oocistos apds a ingestdo de cisto tecidual. T. gondii é adaptado
para ser transmitido biologicamente por carnivorismo em gatos e a transmisséo por

oocistos € mais eficiente em hospedeiros nao felideos (DUBEY, 2009).

O desenvolvimento de cistos tissulares em varios locais do corpo define a
fase cronica do ciclo assexuado (Figura 2). Estes sdo encontrados principalmente
no sistema nervoso central e no tecido muscular, esquelético e cardiaco, onde
podem permanecer por toda a vida do hospedeiro sem causar resposta inflamatoéria
(SOUZA, 2010).

Figura 2 - Taquizoitos e cistos teciduais do T. gondii. Fotos superiores e 1° foto inferior a

esquerda: taquizoitos individuais e em divisao intracelular; foto inferior ao centro e a
direita: cistos em diferentes estagios de formagao.
Fonte: Dubey (2010).
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A resposta imune frente a infec¢do por T. gondii varia consideravelmente

dependendo da apresentacéao clinica da doencga. Resposta imune local e sistémica
pode variar entre individuos, dependendo fortemente da base genética e do estado
imunologico do hospedeiro (MUNOZ et al., 2011).

T. gondii induz uma resposta imune consistente e duradoura para controlar a
proliferagdo dos taquizoitos. A resposta imune inata, representada por macréfagos,
células "natural killer" (NK) e polimorfonucleares atuam na primeira linha de defesa
do organismo. Esses eventos atuam como primeira linha de defesa na resisténcia a
infeccdo pelo T. gondii antes do desenvolvimento da resposta imune adquirida
mediada por células T. A imunidade celular, mediada pelos linfécitos T, atua como
mecanismo de defesa contra microorganismos que sobrevivem dentro de fagdcitos
ou células nao-fagociticas infectadas, onde estdo protegidas dos anticorpos
(MUNOZ et al., 2011).

Como parasito intracelular obrigatério, a imunidade mediada por células é a
principal defesa do hospedeiro contra a infecgéo pelo T. gondii. A infecgao estimula
também a producdo de anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE que, além de serem
utilizados para o diagnoéstico da infecgdo pelo parasito, contribuem na primeira
barreira de defesa. Os titulos se mantém altos, durante meses a anos. Para
detectar uma infecgcao recente é necessario verificar um aumento continuo dos
titulos por um periodo de duas a quatro semanas. Taquizoitos extracelulares
cobertos pelos anticorpos e complemento podem ser lisados pela via classica do
complemento ou destruidos dentro dos fagécitos. Esses mecanismos, no entanto,
nao oferecem protecao contra os parasitos vivos que estdo no interior das células.
Anticorpos como IgA também podem interferir na interagao inicial do parasito com a

célula do hospedeiro nas membranas mucosas (CORDEIRO et al., 2010).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA TOXOPLASMOSE EM EQUIDEOS

As principais vias de transmissdo do T. gondii para os herbivoros sao a
ingestdo de aguas e alimentos (pastagens, ragdo, feno) contaminados com

oocistos esporulados eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos (MODOLO
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et al., 2008). Os oocistos s&o eliminados no local de exploragdo dos animais ou

sao transportados mecanicamente pelo vento, insetos, minhocas, baratas,
passaros e outros vetores (LUZON et al., 1997). Os fatores de risco sao
representados pela presenca de gatos, tipo de alimentagdo e manejo dos animais,
caracteristicas do ambiente de origem dos animais; por exemplo, areas umidas e
quentes que favorecem a sobrevivéncia de oocistos no meio ambiente
(GUIMARAES et al., 1999; AMENDOEIRA et al., 2003).

A prevaléncia da infeccao por T. gondii em equinos geralmente é baixa
(DUBEY et al., 1999) e desta forma alguns autores consideram que o risco de
contrair a infecgdo por meio da ingestdo da carne desses animais ndo teria uma
importancia epidemiolégica significativa. No entanto, a carne dos equideos pode
veicular cistos de T. gondii, 0 que representaria riscos para a Saude Publica em
regides onde é habitual o seu consumo (MENDONCA et al., 2001).

Pomares et al. (2011) descreveram trés casos de toxoplasmose humana
que culminaram com 6bito dos pacientes na Franca, causados por cepas atipicas
provavelmente adquiridas pela ingestdo de carne equina crua importada do
Canada e Brasil. Além disso, a carne de equideos constitui uma importante via de
transmissao do parasito para animais de zooldgicos que sao alimentados com este
tipo de carne, em especial os felideos silvestres, que sdo os hospedeiros definitivos
do agente, podendo elimina-lo no meio ambiente por meio das fezes (MENDONCA
et al., 2001).

Embora praticamente todos os animais de producdo possam ser
considerados fontes de infecgdo do T. gondii para humanos, espécies diferentes
podem desempenhar um papel similar, de acordo com diferengas geograficas,

epidemiologicas e de comportamento alimentar (TENTER et al., 2000).

Durante as ultimas décadas poucas foram as tentativas feitas no sentido de
isolar T. gondii em cavalos naturalmente infectados. Devido as escassas
informacdes sobre este assunto ndo é possivel quantificar ou mesmo estimar
valores aproximados da prevaléncia da infeccdo por T. gondii na populagdo de
equinos no mundo (TASSI, 2007).

A analise de 240 amostras de soro de cavalos de esporte do Cairo, Egito,

pelas técnicas de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), Teste de Aglutinagao



22
em Latex (LAT), Teste de Aglutinacdo Modificada (MAT) e Ensaio

Imunoenzimatico (ELISA) revelaram que 129 (53,8%), 125 (52,1%), 122 (50,8%) e
94 (39,2%) apresentaram reagdo positiva para T. gondii respectivamente
(SHAAPAN et al., 2012).

Amostras de soros de 315 cavalos da Costa Rica foram examinadas quanto
a presengca de anticorpos contra Sarcocystis neurona, Neospora spp. €
Toxoplasma gondii. Anticorpos anti- T. gondii foram encontrados em 34% dos
cavalos estudados no teste de Aglutinacdo Modificada (ponto de corte 25)
(DANGOUDOUBIYAM et al., 2011).

ELISA foi utilizado para estudar a prevaléncia de Toxoplasma gondii em
asininos de trabalho criados na regido da grande Cairo, Egito. Os asininos eram 75
fémeas e 25 machos com idade entre 3-10 anos. Os resultados mostraram que
foram encontrados anticorpos contra T. gondii em 45 dos 100 (45%) asininos
estudados. Das amostras de leite de asininos obtidas de 15 fémeas prenhas, sete
delas (46,3%) foram positivas (HARIDY et al., 2010).

Shaapan et al. (2008) examinaram 200 amostras de soro de asininos
abatidos no Cairo, Egito pela técnica MAT. O resultado revelou que 89 (44,5%),
104 (52%), 72 (36%) e 78 (39%) apresentaram anticorpos contra T. gondii,
utiizando como antigenos: RH, isolados de equino, camelo e ovelha,

respectivamente.

Um inquérito sorolégico de Toxoplasma gondii foi realizado utilizando o teste
de ELISA em 121 soros de asininos adultos da Provincia de Monofia, Egito.
Anticorpos anti-T. gondii foram encontrados em 65,5% dos 121 asininos (EL-
GHAYSH, 1998).

A prevaléncia de anticorpos contra Toxoplasma gondii em cavalos de
esporte de Qazvin, Ird foi avaliada pelo MAT. Dos 52 soros examinados, 37
(71,2%) foram positivos (HAJIALILO et al., 2010).

Soros de 773 equideos incluindo 753 cavalos, 13 burros e sete poneis
provenientes de quatro regides da Grécia foram investigados pela técnica de ELISA
para a presenga de anticorpos IgG contra T. gondii. Anticorpos foram detectados

em todas as regides com uma prevaléncia geral de 1,8% (KOUAM et al., 2010).
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Soros de 100 cavalos clinicamente saudaveis da Provincia de Ancara,

Turquia foram testados quanto a presenga de anticorpos anti-Toxoplasma gondii
utilizando o teste de Sabin-Feldman e foi encontrada uma soropositividade de 28%.
A distribuicdo da soropositividade entre as diluicdes mostrou que 23 amostras
foram positivas na diluicdo de 1:16 (82,1%) e cinco amostras positivas em 1:64
(17,8%) (GUCLU et al., 2007).

Dubey et al. (1999) examinaram soros de 1788 cavalos de abate para
consumo na América do Norte para a pesquisa de anticorpos contra T. gondii no
Teste da Aglutinagdo Modificada. Anticorpos foram encontrados em 124 (6,9%) das
amostras estudadas. Um total de 339 cavalos selecionados também foi testado
pelo Sabin-Feldman Dye Test. Anticorpos foram encontrados em 54 cavalos com

titulos de 10 (29 cavalos), 20 (12 cavalos), 40 (4 cavalos) e 80 (9 cavalos).

Estudo realizado com 398 amostras de soro de equinos abatidos em dois
frigorificos com Servico de Inspecdo Federal em animais provenientes de seis
estados brasileiros pela RIFI (ponto de corte 64) foram observadas 46 (11,6%)
amostras positivas (R1ZZO, 2011).

Villalobos et al. (2010) estudaram a frequéncia de anticorpos anti-T. gondii e
anti- Neospora spp. em soros de jumentos criados no Pdélo Regional da Alta
Mogiana, Colina, SP. Foram analisadas 85 amostras pela técnica de RIFI onde
foram observadas 9,4% (8/85) dos animais positivos. Em Botucatu, SP, foram
analisadas 253 amostras de soros de equinos. O resultado mostrou que se
considerando como ponto de corte o titulo 16, 32 delas (12,6%) foram positivas no
Teste de Aglutinacédo Direta Modificado (MAD) e 15 (5,9%) positivas na RIFI. Em
relacdo aos titulos obtidos, o maior foi 256 (uma amostra); 19 amostras
apresentaram titulo 16 e 12 apresentaram titulo 64 na MAD. Na RIFI, o titulo mais
frequente foi 16 (14 amostras) e o maior titulo foi 64 (uma amostra) (CAMOSSI et
al., 2010).

Um estudo foi realizado em Eldorado, Mato Grosso do Sul, para detecgao de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii em equideos pelo método MAD (ponto de corte
= 25). A frequéncia de animais positivos ao teste foi de 60,87% (14/23) (MARQUES

et al., 2009). Um estudo foi realizado com 150 soros de cavalos do Pantanal,
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utiizando a Hemaglutinagdo Indireta. Somente duas amostras (1,33%) foram

positivas para Toxoplasma gondii (SILVA, 2005).

Outro estudo realizado em Uberlandia, MG, utilizando 117 amostras de
soros de equinos da ragca Mangalarga Marchador foram analisadas pela RIFI para
pesquisa de anticorpos contra T. gondii. O resultado obtido revelou uma
prevaléncia de 12,82% (NAVES et al., 2005).

2.3 SINAIS CLINICOS

Dubey (2010) relata que ndo existem na literatura casos confirmados de
toxoplasmose clinica em equinos e que o relato de casos fatais de toxoplasmose
em equinos provenientes do Reino Unido, baseados na detecgdo de DNA do T.

gondii necessita de confirmagao histologica.

Foi realizada uma infecgdo experimental em trés equinos com T. gondii, pela
via endovenosa com diferentes concentragcdes de taquizoitos. Nos animais
inoculados foi observada ligeira elevagao de temperatura e corrimento ocular. Além
disso, apresentaram titulos baixos para anticorpos anti-toxoplasma na reacao de
Hemaglutinacdo Indireta. Os autores ratificaram com os resultados as evidéncias
da resisténcia da espécie equina no desenvolvimento de toxoplasmose clinica
(SPOSITO FILHA et al. 1992).

Em uma inoculagdo experimental realizada em éguas prenhes negativas
para T. gondii, com oocistos deste parasito foram relatados sinais clinicos de
hipertermia, perda de apetite, prostragdo, diarréia, secre¢do ocular mucosa e
corrimento nasal seroso (MARQUES et al., 1998). Em outro estudo foram
observados sinais clinicos em 52 equinos da raga puro sangue inglés (Psi)
positivos para T. gondii no teste de Sabin-Feldman. Os animais apresentaram
incoordenagao motora, histérico de aborto e irritabilidade excessiva (MACRUZ et
al., 1974).

2.4 DIAGNOSTICO
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O diagnéstico da toxoplasmose pode ser realizado por isolamento de T.

gondii por meio de bioensaio em camundongos e identificacdo de oocistos do
parasito em fezes de gatos feito com técnicas de flutuagdo de oocistos (DUBEY ;
BEATTIE, 1988). O parasito pode ser identificado em cortes histologicos e através
de técnicas de imunohistoquimica pela observacao de taquizoitos ou cistos com
bradizoitos, embora estas técnicas s6 possam ser realizadas apés a morte do
animal. Outra técnica utilizada é a deteccdo do agente por amplificagbes
especificas do DNA parasitario a partir de tecidos infectados utilizando a técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), (MACEDO, 1994; KOMPALIC-CRISTO
et al., 2005).

O teste considerado de referéncia para o diagndstico sorolégico da
toxoplasmose é a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI (MIORANZA et al.,
2008). Contudo, varios testes sorologicos tém sido usados para a deteccédo de
anticorpos IgG e IgM contra T. gondii. Dentre eles, destacam-se o Teste de Sabin-
Feldman, Hemaglutinagédo Indireta, Teste da Aglutinagcdo Modificada, Aglutinagao
em Latex, ELISA, Fixacdo do Complemento, Western Blotting. Mesmo com todos
os testes soroldgicos disponiveis, o resultado de um exame sorolégico positivo
indica que o hospedeiro foi infectado em algum momento de sua vida (DUBEY,
2010).

A RIFl tem como vantagens ser altamente especifica e sensivel. E
considerada de facil realizagdo, ndo utiliza organismos vivos e por isto é
praticamente isenta de problemas de infeccdo acidental para os laboratoristas
(URQUHART et al., 1998). Outra vantagem que a RIFI apresenta é a capacidade
de evidenciar anticorpos dirigidos para os antigenos de superficie do T. gondii,
sendo mais precoce quando comparada a Hemaglutinagdo Indireta. Os titulos
revelados na RIFI ascendem ao redor do oitavo ou 10° dia pds-infecgcdo e na

Hemaglutinagéo Indireta, somente apos o 14° dia (LARSSON, 1989).

Os testes utilizados no diagnéstico da toxoplasmose variam em sua
sensibilidade, especificidade e valor preditivo. Como consequéncia, dois testes nao
produzem o mesmo resultado em todos os casos, mesmo quando realizados no
mesmo laboratério (PETITHORY et al., 1996).
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Shaapan et al. (2012) compararam os resultados de testes sorologicos

com o PCR como teste de referéncia para a doenga. O Teste de Aglutinagao
Modificada (1:25) apresentou a maior sensibilidade (93,8%), seguido pelo Teste de
Aglutinagdo em Latex (91,5%) e a com a menor sensibilidade ficou o ELISA
(71,3%). Por outro lado, este ultimo apresentou a maior especificidade (92,8%),
seguido pelo Teste de Aglutinacdo Modificada (91,9%), sendo a menor

especificidade observada para o Teste de Aglutinagédo em Latex (88,3%).

2.5 CONTROLE E PROFILAXIA

A toxoplasmose pode ser evitada através de medidas simples como o
controle de gatos (destacando-se iniciativas como a castragdo desses animais
como alternativa de controle populacional) e roedores em ambientes rurais,
adequado e restrito armazenamento de insumos e ragdo, medidas gerais de
higiene de instalagdes, instrumentos agropecuarios e cuidados pessoais de
técnicos e funcionarios (PAVLOVIC; IVANOVIC, 2005).

Em areas periurbanas, medidas de educacgao sanitaria para a populacgio,
visando o controle de animais errantes sdo importantes para o controle da
toxoplasmose. A prevencao da eliminagédo de oocistos pelos gatos € uma das mais
importantes formas de controlar a disseminacdo do T. gondii no meio ambiente.
Para isso algumas medidas se destacam: n&o alimentar gatos com produtos
carneos ou mal cozidos, alimenta-los com alimentos secos ou enlatados; controle
de moscas, baratas e outros animais que podem servir como hospedeiros do
toxoplasma; evitar o contato com solo e areia que possam estar contaminados com
fezes de gatos (NAVARRO, 2001).
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Realizar um estudo sorolégico da infeccdo pelo T. gondii em muares e

asininos na regiao Nordeste do Brasil.

3.2 ESPECIFICOS

e Estudar a ocorréncia de anticorpos contra Toxoplasma gondii por meio
da Reacgdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em amostras séricas
de asininos e muares provenientes de quatro estados da regidao

Nordeste do Brasil;

e Estudar a associacédo entre os resultados obtidos quanto a

procedéncia (estado), espécie e sexo.
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Ocorréncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em muares e

asininos naregidao Nordeste do Brasil

Elizete de Oliveira', Rinaldo Aparecido Mota?

RESUMO: Objetivou-se com este estudo pesquisar anticorpos anti-Toxoplasma
gondii em soros de muares e asininos criados na regiao Nordeste do Brasil. Foram
utilizadas 483 amostras (395 muares e 88 asininos) procedentes de quatro estados
da regiao Nordeste do Brasil (Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba e
Sergipe). Para a pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii foi utilizada a
técnica da Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) com ponto de corte 64.
Foram observadas frequéncias de 23,8% e 43,2% de positividade para muares e
asininos, respectivamente. O estado de Pernambuco apresentou a maior
frequéncia de amostras positivas (29,2%), observando-se diferenga estatistica
significativa quanto a espécie (p<0,001) e estado (p=0,048). Este estudo é
pioneiro no que se refere a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii em muares e
asininos nos estados estudados e serve de alerta as autoridades sanitarias para o
risco de ingestdo de carne de equideos.

Palavras chave: Toxoplasma gondii, equideos, sorologia, epidemiologia

ABSTRACT: The objective of this study was to investigate antibodies anti-
Toxoplasma gondii in sera from donkeys and mules raised in the Northeast of
Brazil. We used 483 samples (395 mules and 88 donkeys) from four states in
Northeastern Brazil (Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba and Sergipe). For
the detection of anti-Toxoplasma gondii was used the technique of Indirect
Immunofluorescence Antibody Test (IFAT) with a cut off 64. Observed frequencies
of 23.8% and 43.2% positivity for mules and donkeys, respectively. The state of
Pernambuco had the highest frequency of positive samples (29.2%).There was a
statistically significant difference in relation to specie (p<0.001) and state (p=0.048).
This study is the pioneer in notifying the occurrence of anti-T. gondii antibodies in
mules and donkeys in the studied States. And it must be considered as an essential
alert to the responsible health authorities regarding the eminent risk of equine meat
ingestion.

Keywords: Toxoplasma gondii, mules and donkeys, serology, epidemiology
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1. Introducéao

A toxoplasmose € uma zoonose de distribuicdo mundial que acomete os
animais domeésticos. O Toxoplasma gondii pode causar doenca severa,
principalmente quando na sua forma congénita. A prevaléncia da infecgao por T.
gondii em equinos geralmente é baixa (Dubey et al., 1999) e desta forma alguns
autores consideram que o risco de contrair a infecgdo por meio da ingestdo da
carne desses animais nao teria uma importancia epidemioldgica significativa. No
entanto, a carne dos equideos pode veicular cistos de T. gondii, o que
representaria riscos para a Saude Publica em regides onde € habitual o seu

consumo (Mendonga et al., 2001).

Nao ha evidéncia definitiva que o T. gondii cause doencga clinica em cavalos
(Dubey et al., 1999), entretanto bradizoitos do parasito ja foram identificados no
tecido muscular de cavalos saudaveis. Anticorpos contra Toxoplasma gondii
também ja foram descritos no soro de cavalos e muares clinicamente sadios em
diversos paises (Dubey, 2010). Destaca-se o trabalho realizado por Dubey et al.
(1999) em cavalos abatidos para consumo na América do Norte onde observaram

6,9 % das amostras positivas para T. gondii.

No Brasil, sdo poucos os estudos relacionados com a pesquisa de
anticorpos em muares e asininos, destacando-se o trabalho realizado por Villalobos
et al. (2010) que estudaram a frequéncia de anticorpos anti-T. gondii em soros de
jumentos criados no Podlo Regional da Alta Mogiana, SP. Outros trabalhos
realizados no Brasil foram feitos por Garcia et al. (1999) no Parang, Silva (2005) no
Pantanal do Matogrosso, Langoni et al. (2007) em Sao Paulo e Camossi et al.
(2010) também no estado de Sdo Paulo. Nestes estudos a prevaléncia variou de
1,33% a 12,1%.

Na regiao Nordeste do Brasil, at¢ o momento apenas foi realizado um
trabalho no estado da Bahia onde foram examinados cavalos, muares e asininos.
Os resultados obtidos demonstraram uma baixa frequéncia (1,5%) de animais
positivos (Mendonga et al., 2001). No estado de Pernambuco, apesar da populagéo

de equideos ser expressiva, ainda nao existem dados disponiveis sobre a
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ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii em asininos e muares, sendo uma lacuna

no que se refere a sanidade destas espécies.

Objetivou-se com este estudo realizar a pesquisa de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii em soros de muares e asininos criados na regidao Nordeste do

Brasil.

2. Material e Métodos

Foram utilizadas neste estudo 483 amostras de soros, sendo 395 de muares
e 88 de asininos, machos e fémeas de diferentes idades. As amostras foram
provenientes dos estados de Pernambuco (421 amostras: 348 muares e 73
asininos), Paraiba (41 amostras: 36 muares e 5 asininos), Rio Grande do Norte (19
amostras: 9 muares e 10 asininos) e Sergipe (2 amostras de muares). Os soros
foram cedidos pelo Laboratorio Nacional Agropecuario em Recife (LANAGRO-PE).

As amostras permaneceram armazenadas a -20°C até o momento da analise.

Para a pesquisa de anticorpos IgG anti-T. gondii foi utilizada a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta de acordo com Camargo (1974), utilizando ponto de
corte 64. A RIFI foi realizada em duas fases, sendo a primeira de carater
qualitativo, denominada triagem (1:64) e a segunda de carater quantitativo
(titulagao), testando-se os soros nas diluicbes de 1:64, 1:128, 1:256, 1:512 e
1:1024.

Para o preparo das laminas utilizou-se uma suspensao de taquizoitos da
cepa RH de T. gondii obtidos através de lavado intraperitoneal de camundongos
experimentalmente infectados. As amostras de soro foram diluidas em PBS com
pH 7,6, utilizando-se conjugado anti-IgG equino (SIGMA-ALDRICH® ) marcado com
isotiocianato de fluoresceina em solugdo de PBS com pH 7,6, contendo Azul de

Evans a 0,01% e previamente diluido a 1:400.

Foram utilizados soros controles positivo e negativo, com titulos previamente
conhecidos. A reagao positiva foi caracterizada pela fluorescéncia intensa total na

superficie dos taquizoitos, adotando-se como positivos todos os soros reagentes
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na diluicdo 1:64 e negativas as reagbes que possuiam fluorescéncia apical ou

parcial. A leitura foi realizada em microscépio epifluorescente.

Para identificar a associagao entre as variaveis analisadas (estado, espécie e
sexo) e a ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii foi empregada a analise
univariada pelo teste Qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher. Para machos e
fémeas foi utilizada a base de 124 animais que foi o total de fichas epidemiolégicas
que continham tal informacao. Utilizou-se o programa Epi-Info (versao 6.2) para a
execugcdo dos calculos estatisticos. As associacbes entre as variaveis e
frequéncias de soropositivos foram estimadas com nivel de significancia de p<0,05
(Dean et al., 1990).

3. Resultados

Na Tabela 1 encontram-se os resultados obtidos na sorologia. Das 395
amostras de muares testadas, 94 (23,8%) foram positivas e 301 (76,2%) negativas.
Das 88 amostras de asininos testadas, 38 (43,2%) foram positivas e 50 (56,8%)
negativas. Observou-se diferenca estatistica significativa em relagcdo a espécie
(p<0,001) e estado (p=0,048).

Para machos, observou-se positividade em 18/61 (29,5 %) das amostras e
43/61 (70,5%) foram negativas. Do total de asininos machos avaliados, 9/21
amostras (42,9%) foram positivas e 12/21 (57,1%) negativas; para os muares
machos, 8/40 amostras (20%) foram positivas e 32/40 (80%) negativas. Para
fémeas, 10/63 amostras (15,9%) foram positivas e 53/63 (84,1%) negativas. Do
total de asininos fémeas avaliadas, 3/21 (14,3%) foram positivas e 18/21 (85,7%)
negativas e para muares fémeas, 7/42 (16,7%) amostras foram positivas e 35/42
(83,3%) negativas.

No estado de Pernambuco, observaram-se 123/421 (29,2%) amostras
positivas e 298/421 (70,8%) negativas; para os muares, 88/348 (25,3%) foram
positivas e 260/348 (74,7%) negativas; para os asininos, 35/73 (48%) foram
positivas e 38/73 (52%) negativas.
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No estado da Paraiba, 4/41 amostras (9,8%) foram positivas e 37/41

(90,2%) negativas; para os muares, 4/36 amostras (11%) foram positivas e 32/36

(89%) negativas; para os asininos, as cinco amostras 5/5 (100%) foram negativas.

No estado do Rio Grande do Norte, 5/19 (26,3%) amostras foram positivas e
14/19 (73,7%) negativas; para os muares, 2/9 (22%) foram positivas e 7/9 (78%)
negativas; para os asininos, 3/10 (30%) foram positivas e 7/10 (70%) negativas. No

estado de Sergipe, 2/2 (100%) das amostras de muares foram negativas.

Na tabela 2 observa-se que para os muares, 61,7% (58/94) das amostras
apresentaram titulo 64; 27,6% (26/94) apresentaram titulo 128; 8,5% (8/94), titulo
256, 1,1% (1/94) das amostras apresentou titulo de 512 e 1,1% (1/94) apresentou
titulo 1024.

Em relagdo aos asininos 26,3% (10/38) das amostras apresentaram titulo
64, 28,9% (11/38), titulo de 128, 23,7% (9/38), titulo 256, 13,2% (5/38) titulo, 512 e
7,9% (3/38) titulo 1024.

4. Discussao

No Brasil, os poucos trabalhos relacionados com a toxoplasmose se
restringem a espécie equina, sendo raros aqueles realizados com muares e
asininos. A maior concentracdo de equideos encontra-se na regiao Nordeste do
Brasil e nesta regido destaca-se o trabalho realizado no estado da Bahia por
Mendonga et al. (2001) que estudaram equideos de duas regides. Relataram uma
prevaléncia de animais positivos de 1,5%. Os autores discutiram que a baixa
frequéncia de animais positivos naquela regido estaria de acordo com a maioria
dos trabalhos realizados em equideos em outros paises. Os resultados obtidos
neste estudo sio diferentes, pois aqui se observou positividade de 23,8% para
muares e 48,2% para os asininos em uma regido de clima e manejo semelhantes.
Também difere dos resultados obtidos para equinos dos estados do Parana (Garcia
et al., 1999), Rio de Janeiro (Gazeta et al., 1997) e Sdo Paulo (Costa et al., 1986)
que observaram frequéncias de 12%, 4,42% e 9,7%, respectivamente. Rizzo
(2011) também registraram prevaléncia de 11,6% de equinos positivos em estudo

realizado em seis estados brasileiros. Em outros estudos realizados no Brasil foram
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encontrados percentuais de positividade mais elevados e em alguns casos

semelhantes ao observado neste estudo como os trabalhos realizados em Séo
Paulo (Villalobos et al., 2005), no Parana (Contente, 2002) e equinos procedentes
de quatro estados brasileiros (Vidotto et al., 1997) que observaram frequéncias de
47%, 28,46% e 31,55%, respectivamente.

As diferencas observadas nos resultados entre os varios pesquisadores
devem ser consideradas, pois foram utilizadas niumero de amostras distintas e
também quanto a metodologia empregada, pois essas variaveis podem interferir no
resultado obtido. Neste ultimo aspecto observou-se variagdo quanto ao ponte de
corte adotado para a interpretacdao dos resultados obtidos. Independente dos
fatores que podem interferir na interpretagao dos resultados sorolégicos verifica-se
que ha diferenca de resultados com amostras de animais provenientes de
diferentes locais, o que confirma a importancia do ambiente na manutencdo do
agente e consequente transmissao do T. gondii para os animais (Camossi et al.,
2010).

No presente estudo, o estado de Pernambuco foi o que apresentou a maior
frequéncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii, seguido do Rio Grande do Norte
e a Paraiba com menor percentual de animais positivos. Sobre este aspecto, pode-
se inferir que a origem dos animais de Pernambuco e Rio Grande do Norte devem
ter sido fator importante para este resultado, uma vez que 80% dos animais
positivos eram provenientes de areas urbanas e periurbanas. Esta caracteristica de
criacdo pode predispor os animais ao contato com fezes do hospedeiro definitivo,
além de lixo contaminado com excrementos desses animais.

A prevaléncia da infeccdo em equideos € mais comum em areas umidas e
quentes, mas outros fatores podem estar associados, tais como a presenca de
felinos, idade dos animais e tipo de manejo (Chhabra et al., 1985). Neste estudo,
mais de 90% dos animais eram provenientes da regido da Zona da Mata e regido
Metropolitana que apresentam temperatura elevada, alta umidade e elevados
indices pluviométricos. Acredita-se que os animais criados em regides de clima
mais ameno e com distribuicdo regular de chuva apresentam maior frequéncia de
animais positivos, pois este tipo de clima favorece a sobrevivéncia de oocistos no
meio ambiente (Guimaraes et al., 1999; Amendoeira et al.,, 2003; Souza et al,
2002).
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A maior ocorréncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em asininos em

comparagao aos muares neste estudo, sao contraditérios aqueles obtidos por
Mendonga et al. (2001) que sugeriram que 0s asininos sao mais resistentes a
infeccdo por T. gondii a semelhanga do que ocorre com os equinos. A alta
frequéncia de asininos observada no presente estudo pode ser justificada pelo tipo
de criagdo e manejo dos animais. Neste caso, os asininos também sao criados em
areas urbanas e geralmente sdo abandonados pelos seus proprietarios em areas
proximas a aterros sanitarios e seu entorno. Este tipo de criagdo favorece o contato
com outras espécies animais, especialmente com felinos e desta forma a ingestao
de oocistos presentes no ambiente.

Outro fato importante e que deve ser considerado neste estudo é a
possibilidade de ingestdo de carne desses animais por populagdes de baixa renda
em areas de baixo indice de desenvolvimento social. Existem relatos informais de
abate clandestino desses animais para a alimentacdo humana na regido estudada.
Este fato pode comprometer a saude publica, pois os consumidores de carne de
equideos podem ingerir cistos teciduais e assim desenvolver a toxoplasmose
clinica.

A prevaléncia da infeccdo por T. gondii em equinos geralmente é baixa
(Dubey et al.,, 1999) e desta forma alguns autores consideram que o risco de
contrair a infecgdo por meio da ingestdo da carne desses animais nao teria uma
importéncia epidemiolédgica significativa. No entanto, a carne dos equideos pode
veicular cistos de T. gondii, o que representaria risco a Saude Publica em regides
onde € habitual o seu consumo (Mendonga et al., 2001). Sobre este aspecto,
Pomares et al. (2011) descreveram trés casos de toxoplasmose que culminaram
com obito dos pacientes na Franga, causados por cepas atipicas provavelmente
adquiridas pela ingestdo de carne equina crua importada do Canada e Brasil.

Sugere-se a realizagdo de outros estudos com delineamento amostral
definido por padrbes epidemioldgicos preconizados para uma avaliagdo mais
abrangente na regido Nordeste do Brasil.

Este estudo é pioneiro no que se refere a pesquisa de anticorpos anti-T.
gondii em muares e asininos nos estados estudados e serve de alerta as

autoridades sanitarias para o risco de ingestao de carne de equideos.
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Tabela 1 - Frequéncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em muares e

asininos na regido Nordeste do Brasil, 2012.

RIFI
Variavel Positivo Negativo Total Valorde
F.A. F.R. (%) F.A. F.R. (%) F.A. F.R. (%) P

Estado
Pernambuco 123 29,2 298 70,8 421 100,0 0,048*
Paraiba 4 9,8 37 90,2 41 100,0
Rio Grande do Norte 5 26,3 14 73,7 19 100,0
Sergipe - - 2 100,0 2 100,0
Espécie
Muar 94 23,8 301 76,2 395 100,0
Asinino 38 43,2 50 56,8 88 100,0 <0,001*
Sexo*
Macho 18 29,5 43 70,5 61 100,0 0,109
Fémea 10 15,9 53 84,1 63 100,0

*Base — 124 animais

RIFI - Reagao de Imunofluorescéncia Indireta

F.A. - frequéncia absoluta

F.R. (%) - frequéncia relativa
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Tabela 2 - Frequéncia dos titulos de anticorpos anti-Toxoplasma gondii

detectados na RIFI, em muares e asininos na regido Nordeste do Brasil, 2012.

Muares Asininos
Titulacéo Positivos Positivos
F.A. F.R. (%) FA. F.R. (%)

1:64 58 61,7 10 26,3
1:128 26 27,6 11 28,9
1:256 8 8,5 23,7
1:512 1,1 13,2
1:1024 1 1,1 7,9
Total 94 100 38 100

RIFI - Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

F.A. - frequéncia absoluta

F.R. (%) - frequéncia relativa
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo realizou a pesquisa de anticorpos contra Toxoplasma gondii em
muares e asininos em quatro estados da regidao Nordeste do Brasil e demonstrou
uma alta frequéncia de anticorpos anti-T. gondii nos muares (23,8%) e asininos
(43,2%). Houve diferenga estatisticamente significativa entre os estados (p=0,048),
tendo Pernambuco com a maior frequéncia (29,2%) e entre as espécies (p<0,001)

0s asininos demonstraram a maior frequéncia de soros positivos (43,2%).

Trata-se de um estudo pioneiro no que se refere a pesquisa de anticorpos
anti-T. gondii em muares e asininos nos estados de Pernambuco, Rio Grande do
Norte, Paraiba e Sergipe e serve de alerta as autoridades sanitarias quanto ao

risco da ingestao de carne de equideos na regiao estudada.

Os resultados obtidos neste estudo colaboraram para preencher uma lacuna
no que se refere a ocorréncia de T. gondii em muares e asininos na regiao
estudada e sugere-se a realizagao de outros estudos mais abrangentes na regiao

Nordeste do Brasil.





