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Soroprevaléncia para anticorpos anti-Toxoplasma
gondii em uma propriedade na ilha do Marajo, Para,
Brasil

Seroprevalence for anti-Toxoplasma gondii
antibodies on property on the island of Marajo,
Para, Brazil

RESUMO: A toxoplasmose ¢ uma zoonose causada por Toxoplasma gondii, parasita intracelular
obrigatorio que tem como hospedeiros intermediarios varias espécies animais, dentre estas, os
equinos. Este trabalho teve por objetivo pesquisar a presenca de anticorpos anti-7. gondii no soro de
equinos das ragas Marajoara e Puruca provenientes de uma propriedade da Ilha de Marajo. As
amostras foram submetidas ao teste de Aglutinagdo Direta Modificada (MAD), na qual os soros
foram diluidos na proporcéo de 1:25 até 1:800. Dos 45 equinos avaliados 13,3% (06/45) foram soro
reagentes com titulos variando de 25 a 200. Conclui-se que no ambiente ha presenca do patdgeno e
causando infeccdo, com isso sugere-se que haja mais estudos para que seja elucidada a
epidemiologia do parasita na regido.

ABSTRACT: Toxoplasmosis is a zoonosis caused by Toxoplasma gondii, a mandatory intracellular
parasite that has as its intermediate hosts several animal species, among them, equines. This work
aimed to investigate the presence of anti-T. gondii antibodies in the serum of horses of the
Marajoara and Puruca breeds from a property on the island of Marajo. The samples were submitted
to the Modified Agglutination (MAT), in which the sera were diluted in the proportion of 1:25 to
1:800. Of the 45 horses evaluated, 13.3% (06/45) were serum reagents with titers ranging from 25 to
200. It is concluded that in the environment there is the presence of the pathogen and causing
infection, therefore it is suggested that there be more studies to elucidate the epidemiology of the
parasite in the region.
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1 Introducao

Toxoplasma gondii é um parasita intracelular
obrigatdrio pertencente ao filo Apicomplexa, com varias
formas de desenvolvimento, incluindo oocisto, taquizoito
e o cisto. Os felideos sdo considerados hospedeiros
definitivos do agente, pois nestes animais ocorre a
reproducdo sexuada e multiplicacdo do parasita em seu
intestino, o que permite durante a fase aguda da infeccdo,
a ecliminacdo de milhdes de oocistos pelas fezes,
contaminando o ambiente e infectando por meio da
ingestdo de oocistos esporulados o homem e outras
espécies de mamiferos (Montoya & Liesenfeld, 2004).

Em equinos a fonte de contaminacdo geralmente ¢ de
origem alimentar. Por serem herbivoros, acredita-se que
provavelmente ocorre pela ingestdo de oocistos
esporulados presentes no pasto, feno ou em cama
contaminadas. Além disso, alguns outros fatores de risco,
incluindo a presenca de gatos, idade, raca, tamanho do
rebanho ¢ fonte de agua sdo associados a infecgdo
(Dubey et al., 2020; Fialho et al., 2009).

Sugere-se que os equinos sejam resistentes a doenca
devido nunca ter sido associado o agente com a presenca
de lesdes histopatologicas (Dubey ef al., 2020), porém
alguns sinais clinicos foram relatados como febre, ataxia,
degeneracdo de retina, encefalomielite, aborto ou
nascimento de natimortos (Miao et al., 2013).

Algumas infecgdes por protozoarios do filo
Apicomplexa também demonstram doenga neurologica
em equinos semelhantes a infeccdo por T.gondii como
Sarcocystis neurona e Neospora hughes responsaveis
pela mieloencefalite protozodria equina e, portanto,
devem ser levadas em consideracdo em diagnostico
diferencial da enfermidade em equideos (Dubey et al.,
2020).

Apesar de outras doencas apresentarem sinais
clinicos semelhantes aos observados na toxoplasmose, a
pesquisa de anticorpos contra 7. gondii em soros de
equinos no Brasil tém indicado soroprevaléncia de
10,8% a 47,2% nos estados Alagoas, Bahia, Minas
Gerais, Para, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul
e Santa Catarina em animais de fazenda, abatedouros,
utilizados para esporte ¢ animais de tragao (Dubey et al.,
2020). Entretanto, ndo foi encontrado nas bases de dados
nenhum trabalho relatando a presenca do parasita em
equinos na Ilha do Marajo.

Os principais equinos encontrados na Ilha do Marajo
sdo das ragas Marajoara e Puruca, que desempenham
importante papel para o desenvolvimento da pecuaria
local, exercendo atividades que vdo desde tracdo de
cargas ao manejo com bubalinos e bovinos. Além disso,
aclimatam-se muito bem as condi¢cdes ambientais
adversas da ilha, tais como campos alagados no periodo
chuvoso e elevadas temperaturas proximo aos 40 graus
durante o periodo da seca, com baixa das aguas e
presenca de terra arida com rachaduras, o que se torna
um desafio para qualquer ser vivo (Santos ef al., 2016).

Partindo-se da premissa de que os equinos
apresentam poucos ou nenhum sinal clinico, sugere-se
que podem atuar como sentinelas ambientais. Portanto, o

presente estudo teve como objetivo detectar a presenga de
anticorpos anti- 7. gondii em equinos de uma propriedade
na Ilha do Marajo e avaliar os possiveis fatores que
favorecem a infeccao.

2 Material e Métodos

O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Para
(CEUA/UFPA) sob o numero de protocolo 2668270319. A
pesquisa foi realizada por coleta de amostras nao
probabilisticas, na qual por conveniéncia foi escolhido o
nicleo de conservacdo de equinos (Equus caballus) das
racas Marajoara ¢ Puruca na Embrapa/BAGAM, Ilha de
Marajo, Para, Brasil. O local foi escolhido por ser
reconhecido por abrigar essas racas de equinos
provenientes de diferentes regides do arquipélago.

A Embrapa/BAGAM fica localizada na regido do
Marajé Oriental no arquipélago do Marajd, que apresenta
clima tropical imido, com indices pluviométricos que
variam 2500 a 3000 mm anualmente, e temperaturas
superiores 27°C e umidade relativa do ar em torno de 90%
(Lima et al., 2005).

No local, foi observado que os animais permaneciam a
maior parte do tempo nas areas de pastagem, localizadas
proximo a areas de mata o que poderia favorecer o contato
com felideos silvestres, que sao hospedeiros definitivos do
parasita, considerado fator de risco para infeccdo,
associado ao clima favoravel para a esporulacdo de
oocistos, forma infectante do parasita.

Na propriedade, 45 amostras de sangue de equinos
higidos das racas Puruca e Marajoara (30 Marajoaras ¢ 15
Purucas), de ambos os sexos (16 machos/29 fémeas), com
faixa etaria variando entre um a 11 anos foram colhidas de
modo asséptico, por venopuncdo central na jugular, com
auxilio de agulhas descartaveis estéreis 40 mm 80 X 1,2
mm (18G), em tubos estéreis de 10 mL, sem
anticoagulante. Apo6s a retracdo do coagulo, as amostras
foram centrifugadas a 2500 rpm por 10 min ¢ o soro
separado. As amostras de soro sanguineo foram
acondicionadas em microtubos de polipropileno de 1,5 mL
devidamente identificados e conservados a -20°C até o
momento da realizagdo de teste soroldgico realizado no
Laboratério de Zoonoses e Satide Publica do Instituto de
Medicina Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal do Para-Campus
Castanhal.

Apds a colheita de sangue dos animais foram
preenchidas fichas para o levantamento epidemiologico
segundo as informagdes fornecidas pelos tratadores dos
equinos em relacdo ao sexo, raca, idade, finalidade de
criagdo, tipo de alimentagdo, fonte de agua, histérico de
problemas reprodutivos e/ou neuroldgicos e coabitagdo
com outras espécies animais. As informacdes colhidas
tabuladas e analisadas no programa estatistico IBM SPSS
Statistic® v. 20.0, no qual foi realizada a andlise descritiva
dos dados e emprego do teste do Qui-quadrado de Pearson
ou exato de Fisher e regressdo logistica binaria com nivel
de significancia de p < 0.05.

A pesquisa de anticorpos anti-7. gondii foi realizada
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pela técnica de Aglutinacdo Direta Modificada (MAD)
conforme descrito por Desmonts & Remington (1980),
na qual as amostras de soro foram diluidas na propor¢io
de 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 em microplacas
de fundo reto. De cada dilui¢do, foi transferido 25uL para
microplaca com fundo em “V” e adicionado 25uL de 2-
Mercaptoetanol 0,2 M diluido em tampao fosfato-salino
pH 7,2. A dilui¢do foi mantida por 15 minutos em
temperatura ambiente, para ocorrer a quebra de
imunoglobulinas IgM. Apos, foram adicionados 50uL do
antigeno diluido em solugdo tampao borato pH 8,7
(provenientes do Instituto Evandro Chagas). As placas
foram envoltas por papel aluminio e incubadas a
temperatura ambiente por 24 horas. Foram consideradas
reagentes as diluicdes que apresentaram a formacao de
malha ou pelicula cobrindo o fundo da cavidade, e ndo
reagentes quando formaram um botdo no fundo dela.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, seguindo o modelo aleatério para coleta de
amostras. Aplicou-se o teste do Qui-quadrado de Pearson
ou exato de Fisher para analise dos resultados
objetivando-se verificar se havia correlacdo entre
amostras de equinos positivos para deteccio de
anticorpos contra 7. gondii e variaveis sanitarias obtidas
pela aplicag@o de questionario. Além disso, os resultados
foram submetidos a regressdo logistica binaria, na
tentativa de compreender as razdes de chances e risco de
infecc@o pelo parasita nos equinos da localidade estudada
em funcdo das variaveis sanitarias identificadas.

3 Resultados e Discussao

Das 45 amostras testadas, sete demonstraram
aglutinacdo a partir da reacdo antigeno-anticorpo para
presenca de anticorpos anti-7. gondii, determinando,
desta forma, soroprevaléncia de 13,3% (IC95%: 11,5 a
15,27%). Os titulos dos animais reagentes variaram entre
25 a 200 (Tabela 1).

Tabela 1. Titulos de anticorpos das amostras reagentes por teste sorologico
(aglutinagdo direta modificada - MAD).

Table 1. Antibody titers of the samples reacting by serological test (Modified
Agglutination - MAT).

Diluigdo Titulo N° de amostras Porcentagem (%)
1/25 25 4 57,13%
1/50 50 1 14,29%
1/100 100 1 14,29%
1/200 200 1 14,29%

Total 7 100%

Estudos realizados no Brasil nos tltimos cincos anos
demonstram soroprevaléncia varidvel em equinos
provenientes de propriedades rurais nas diferentes regides
estudadas, como 0,5% em Roraima (Gomes et al., 2019),
0,9% em Sao Paulo (Oliveira et al., 2016), 2,5% no
Pantanal mato grossense (Laskoski et al., 2015), 10,3%
na regido Oeste do Para (Moreira et al., 2018), 10,4% ¢
20% em Santa Catarina (Cazorotto et al., 2016), 12,5%
em Pernambuco (Guerra et al., 2018), 21% em Minas
Gerais (Ribeiro et al., 2016) e 22,8% no Rio de Janeiro
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(Venturi et al., 2017).

Segundo Razmi et al. (2016) discrepancias nos
resultados dos diferentes estudos ja realizados no pais
podem ser explicadas pela diferenca dos métodos
soroldgicos, condi¢des climaticas, manejo sanitario dos
animais estudados, além da gestdo agricola de cada uma
das propriedades.

Estas varidveis provavelmente interferiram na
prevaléncia das pesquisas, a exemplo das técnicas
sorolégicas que podem apresentar variagdes na
sensibilidade de detec¢do. Assim, optou-se pelo uso da
MAD, que segundo estudo realizado por Camossi et al.
(2010) apresentou maior sensibilidade quando comparada
com a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

Apesar de ndo se ter validacdo dos diferentes testes
sorolégicos empregados para a deteccdo de anticorpos
contra 7.gondii em equinos, 0 MAD com titulos de cortes
1:25 tem sido considerado especifico para detec¢ao de
infec¢do (Dubey et al., 2020).

O uso da MAD segundo Guerra et al. (2018) pode
apresentar vantagens em relacdo as outras técnicas, pois
além de apresentar alta sensibilidade e especificidade, ¢
uma técnica de facil execugdo e que ndo requer uso de
equipamentos sofisticados, o que auxilia na rotina
laboratorial de diagnostico. Devido assim, o presente
estudo optou pelo uso da MAD como técnica de
diagnostico nas amostras estudadas.

Ao se comparar os resultados do presente estudo com
outros que também utilizaram o MAD, observou-se
resultado semelhantes aos achados de Guerra et al. (2018)
com 12,5% de animais reagentes em 41 propriedades
rurais de Pernambuco e inferior aos 22% encontrado por
Venturi ef al. (2017) no Rio de Janeiro. Entretanto, essas
diferencas na porcentagem de animais reagentes podem
ser justificadas pela idade dos animais, condicdes
higiénicas das fazendas, além do tipo de gestdo agricola
empregada (Razmi ef al., 2016).

Em relacdo aos dados obtidos no questionario
epidemiologico, pode-se observar que apenas a variavel
idade teve correlacao significativa (p < 0,05) com o risco
de infeccdo para 7. gondii (Tabela 2).

Dos animais reagentes, quatro eram fémeas e apenas
dois eram machos, entretanto o risco de infeccdo entre
ambos os grupos ndo apresentou diferenca, assim como
para raca semelhante ao descrito por outros autores
(Cazarotto et al. 2016; Guerra et al., 2018). Em relagdo a
idade, observou-se que os animais do grupo adulto a partir
de cinco anos de idade apresentaram maior risco de
infeccdo (p = 0.00). Estes dados sugerem que animais
nessa faixa etdria tiveram maior tempo de exposi¢do
ambiental ao agente em relacdo a seu tempo de vida em
comparacdo aos equinos mais jovens, achado semelhante
ao encontrado por Ribeiro et al. (2016) em equinos
provenientes de fazendas no estado de Minas Gerais.

A fonte de 4gua de 100% dos animais avaliados era
poco artesiano, ndo se observando nenhuma correlagdo
entre esta variavel e o risco de infeccdo nos equinos. Em
relacdo ao tipo de alimenta¢do fornecida aos animais, a
maioria 95,6% (43/45) consumia capim triturado e apenas
4,4% (2/45) se alimentava de capim triturado e
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concentrado, pois estavam precisando de um aporte
nutricional maior, entretanto, ndo houve associagdo entre
o tipo de alimentacdo e sorologia reagente (p = 0,57).
Porém, ¢ importante destacar que os animais passavam o
dia realizando pastejo e apenas no final do dia recebiam o
capim triturado nos cochos de alimentacdo, habito que
poderia ser considerado um risco para infeccdo, ja que ha
maiores chances de ingestdo de oocisto caso o ambiente
esteja contaminado.

Tabela 2. Analise univariada e multivariada dos fatores de risco associados a
infecgdo por Toxoplasma gondii em equinos em uma propriedade na Ilha do
Marajo, Pard, Brasil.

Table 2. Univariate and multivariate analysis of risk factors associated with
Toxoplasma gondii infection in horses on a farm on Ilha do Marajo, Para,

Brazil.
Analise Univariada Regressao Logistica
Variaveis Categorias Nio Valor Od‘?S Valor °IC
Reagentes e de p ratio da 959
& x) o TP
14
Puruca 1(2,2%) o
Raca G 12,2 %) 035 035 036 03’%37'
. B )
Marajoara 5 (11,1%) (55.6%)
Macho 2 (4,4%) 140
Sexo & 12’2 ") )00 0,89 090 %1540'
5 0, 5
Fémea 4(8,9%) (56,6%)
Potro!  0(0,0%) 3 (6,7%) .
Iads Adulio?  6(133%) 36(80%) ¥ 63 0,007 000-
. Capim 6(13,3%) &l
Tipo de ! (82,2%) 057 % 0.99
alimentagéo Capim e
0(0,0%) 2 (4.4%)
concentrado
Pogo 6(13,3%) =
Fonte de ! (86,7%) 650 000
agua Agude ou 0(0,0%)  0(0,0%) '
riacho ik G
;. 0, 0,
Historico de Sim 0(0.0%) 3 (62’27 %) 0.75 085 084 0,19-
4 e 0, ) 3 »
abortamento Nao 4 (8.9%) (48.9%) 3,79
Historico de Sim 0(0,0%) 0(0,0%)
problemas N o 39
neurologicos Nao 6(13.3%) (86,7%)
Coabitagao . o 39
com outras i 6(133%)  (g6799 - 6,50 0,00
espécies Ndo 0(0,0%) 0(0,0%)

'at¢ 4 anos de idade. %a partir de 5 anos até 12 anos. ’Intervalo de

Confianga.*apenas as fémeas foram incluidas. * Significancia estatistica.

Ao se avaliar o historico de abortos (OR= 0,75) e de
problemas neuroldgicos, nenhuma inferéncia foi
observada com relacdo a probabilidade de infecg¢ao por T.
gondii. Provavelmente, esta constatacdo esta relacionada
ao manejo desses animais, ja que tinham como finalidade
de criacdo a reproducdo. Portanto, o controle sanitario
dos animais era bastante rigoroso, sendo realizadas
vacinacdo e desverminagdo, além de adequada
higienizacdo das instalacdes, quarentena de animais
recém adquiridos e divisdo dos grupos de animais
conforme faixa etaria.

Corroborando com Ribeiro et al.
identificaram que fazendas que

(2016) que
realizacdo de

transferéncia de embrides em equinos, apresentam melhor
manejo sanitario dos animais em comparacdo a fazenda
que nao utilizam esse tipo de biotecnologia, fazendo o uso
de vacinagdo e limpeza do ambiente, o que conferiu um
fator de protecdo contra o agente.

A coabitagdo com outras espécies ndo foi possivel ser
mensurada pela analise univariada, mas apresentou valor
de p < 0.05 na regressao logistica. Entretanto, o valor da
Odds Ratio (OR= 6,50) indicou a falta de associacdo
estatistica significativa indicando que os resultados se
devem a casualidade. Isso deve supostamente porque os
equinos compartilhavam a mesma area de pastagem com
bubalinos, sendo a espécie ndo considerada um
hospedeiro definitivo para 7. gondii, entretanto, Moreira
et al. (2019) afirmam que o convivio dos equinos com
gatos esta fortemente associado ao risco de infeccdo pelo
agente.

4 Conclusao

A detecg@o de anticorpos demonstra que equinos das
racas Puruca e Marajoara, na propriedade avaliada, estdao
expostos ao 7. gondii. A idade dos animais esta
relacionada ao maior risco de infec¢@o pelo parasita.
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