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Ocorréncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em caprinos do
semiarido baiano*

Occurrence of antibodies to Toxoplasma gondii in the Bahia semi-arid goats
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a frequéncia de anticorpos IgG especificos contra Toxoplasma gondii em caprinos
pertencentes a algumas cidades do semiarido baiano, através do ELISA (ensaio imunoadsorvente ligado a enzima) indireto.
Primeiramente, foi realizado um estudo piloto com 49 caprinos para comparar os resultados do ELISA com a RIFI (reagéo de
imunofluorescéncia indireta) para detecgéo de anticorpos séricos contra T. gondii. Foram observados 30,6% (15/49) de soropositivos
pelo ELISA, enquanto pela RIFI houve 40,8% (20/49) de caprinos reagentes. Desta maneira, o ELISA apresentou 70% de
sensibilidade e 96,5% de especificidade. Em seguida, foram analisadas amostras de soros de caprinos provenientes das cidades
de Casa Nova, Curaga, Jaguarari, Juazeiro, Sento Sé e Uaua. Dentre os 375 animais avaliados, 25,1% apresentaram titulos de
IgG positivos no ELISA para T. gondii. As fémeas tiveram um risco 1,236 vezes maior de serem soropositivas em relagdo aos
machos. Nao houve relagdo entre idade e presencga de anticorpos anti-T. gondii nestes animais. A cidade com maior nimero de
caprinos soropositivos foi Sento Sé, com 46,4% (39/84) e a menor frequéncia foi observada em Juazeiro, com 3,6% (2/55). Os
resultados deste estudo confirmam que a infec¢édo pelo T. gondii € comum em caprinos brasileiros do estado da Bahia, inclusive
na regido de clima semiarido, considerada mais desfavoravel a transmisséo.

Palavras-chave: diagnéstico, ensaio de imunoadsorgao enzimatica, pequenos ruminantes, toxoplasmose.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the frequency of specific IgG antibodies against Toxoplasma gondii in goats belonging
to some cities of Semi-Arid region of Bahia, by indirect ELISA (enzyme linked immunonosorbent assay). First, a pilot study was
conducted with 49 goats to compare results from ELISA with those obtained by IFAT (indirect fluorescent antibody test) to detect
serum antibodies against T. gondii. It was observed 30.6% (15/49) of seropositive by ELISA, while the IFAT showed 40.8% (20/49)
reagents goats. Thus, ELISA showed 70% sensitivity and 96.5% specificity. Then, sera samples of goats from the cities Casa Nova,
Curaga, Jaguarari, Juazeiro, Sento Sé and Uaua were analyzed. Among the 375 evaluated animals, 25.1% had positive IgG titers
in ELISA for T. gondii. Females have a 1.236 times higher risk of being seropositive compared to males. There was no correlation
between age and the presence of anti-T. gondii antibodies in these animals. The city with the biggest number of seropositive goats
was Sento Sé, with 46.4% (39/84) and the lowest rate was observed in Juazeiro, with 3.6% (2/55). The results of this study confirm
that T. gondii infection is common in goats from the semi-arid climate region of Bahia, which is considered adverse for transmission.

Keywords: diagnosis, enzyme-linked immunosorbent assay, small ruminants, toxoplasmosis.

da Bahia o detentor do maior percentual de animais (28%) (IBGE,
2014). A carne e o leite caprino representam uma das maiores

Introdugao

As regibes semiaridas constituem cerca de 15% das terras
do mundo (Millennium Ecosystem Asessment, 2005). No
Brasil, o semiarido destaca-se por abranger quase 80% da
area do Nordeste, caracterizado pela vegetagao Caatinga e
por precipitacdes médias anuais entre 250 e 500 mm (Cirilo,
2008). Neste ambito, a criagcdo de caprinos apresenta grande
importancia para o desenvolvimento socioeconémico do
semiarido, uma vez que sdo animais com boa adaptabilidade ao
clima desta regiao (Sousa Junior et al., 2008; Silva et al., 2010).

O Nordeste do pais detém 8,7 milhées de caprinos,
correspondendo a 91,4% do rebanho nacional, sendo o estado

fontes de proteina animal para os agricultores e os habitantes
das cidades pequenas do Nordeste, bem como fonte de renda,
através da venda de couro e do excedente de carne (Oliveira e
Albuquerque, 2008). Sousa (2007) relata ainda que existe uma
demanda de mercado potencial para a carne caprina, tanto no
Brasil quanto no exterior.

Entretanto, grandes prejuizos a caprinocultura sdo causados por
enfermidades infecciosas e parasitarias (Oliveira e Albuquerque,
2008). Toxoplasma gondii, um protozoario formador de cistos
teciduais, é considerado uma das principais causas de
abortamento por infecgdo em caprinos, gerando graves perdas
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econdmicas (Dubey, 2010). Além disso, constitui um problema de
saude publica, uma vez que pode ocorrer a transmiss&o para o
ser humano se este ingerir carne ou leite de animais infectados
(Skinner et al., 1990; Dubey et al., 2014).

Os pequenos ruminantes desenvolvem niveis muito elevados
de anticorpos IgG anti-T. gondii durante a infecgao aguda, os
quais podem persistir por anos, na fase de laténcia (Vitor et
al., 1999; Dubey, 2009). Existem varios métodos soroldgicos
para a detecgao destes anticorpos especificos. Em diferentes
rebanhos caprinos do estado da Bahia, ja foi observada
soroprevaléncia de 28,9% utilizando-se o teste de aglutinagéo
em latex - LAT (Pita Gondim et al., 1999) e 16,4% através da
reagao de imunofluorescéncia indireta - RIFI (Uzéda et al., 2004).
Outra técnica, que pode ser utilizada com grande eficiéncia, é
0 ensaio de imunoadsorg¢ao enzimatica — ELISA. Esta técnica
oferece resultados quantitativos, eliminando os riscos de leitura
subjetiva como a realizada na RIFI, apresenta maior praticidade
por usar somente uma diluicdo de soro e pode ser adequado
a automagédo para dosagem de grande numero de amostras
(Costa et al., 2008). Assim, o objetivo deste estudo foi verificar
a frequéncia de anticorpos 1gG especificos contra Toxoplasma
gondii, através de ELISA, em caprinos de algumas cidades do
semiarido baiano.

Material e métodos

Os caprinos do estudo foram provenientes das cidades baianas
de Casa Nova, Juazeiro, Curaga, Sento Sé, Jaguarari e Uaua.
Essas cidades foram escolhidas por encontrarem-se na regido
norte do Sertdo Baiano, caracterizadas por clima tropical
semiarido, com temperaturas elevadas e baixa pluviosidade
(SEI, 2014). Além disso, apresentam um grande efetivo caprino,
uma vez que juntas somam um total de 688.670 animais,
correspondendo a 28% do rebanho baiano (IBGE, 2014). As
propriedades praticavam criagdo extensiva de caprinos para
corte, com a principal finalidade de subsisténcia familiar. Os
animais eram alimentados a base de vegetacéo nativa (caatinga)
e suplementados com ragao e/ou palma na época de seca.

O tamanho da amostra foi determinado com base na estimativa
da proporgéo populacional, utilizando-se a seguinte formula
(Miot, 2011):

Za/2 = 1,96 (valor critico para 95% de
grau de confianga);

p = 30,6% (proporgao de soropositivos
do estudo piloto);

q=1-p(69,4%);
E = 5% (margem de erro).
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Foi obtido um “n” amostral minimo de 327 animais. Em cada
cidade foram visitadas, de forma aleatdria, 5 a 7 propriedades,
coletando-se amostras de 10 a 15 animais por propriedade,
somando um total de 375 animais. Foram utilizados animais
SRD, clinicamente saudaveis e de ambos os sexos. As amostras
de sangue periférico foram coletadas através de puncéo da
veia jugular e depois centrifugadas a 1000 g por 5 minutos para
separar o soro, que foi armazenado a -20°C até o momento
das analises. Todos os procedimentos com os animais foram
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realizados em concordancia com a Comissao de Etica no Uso
de Animais da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal da Bahia - UFBA (Protocolo n° 24/2013).

Para o diagndstico soroldgico, foi inicialmente produzido antigeno
de T. gondii (Uzéda et al., 2004). Taquizoitos da cepa RH foram
cultivados a 37°C com 5% de CO,, em monocamadas de células
Vero contendo meio RPMI, 5% de soro equino, antibiéticos
(10.000 Ul de penicilina e 10.000 pg de estreptomicina por mL)
e antimicético (25 pug de anfotericina B por mL) (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO-USA). Posteriormente estes taquizoitos foram
purificados através de filtros de 5um e lisados em aparelho de
ultrassom, na frequéncia de 40Hertz. A concentragao proteica
deste antigeno foi dosada em aparelho LabMax240 (Biotécnica
Ind. e Com. Ltda., Varginha-MG, Brasil) pelo método Vermelho
de Pirogalol-Molibdato.

O ELISA indireto para detecgdo de anticorpos IgG anti-T.
gondii foi baseado na metodologia de Carneiro et al. (2009),
com pequenas modificagbes. As placas de poliestireno de 96
pocos foram sensibilizadas com o antigeno bruto de T. gondiina
concentragéo de 10 uyg/mL. O soro de cada caprino foi diluido
na proporgao de 1:100 em solugdo de PBS acrescido de Tween
20 (0,05%) e leite desnatado (0,25%). Foram utilizados dois
controles negativos: o soro de um caprino recém-nascido antes
de ingerir colostro e o soro de um caprino adulto considerado
negativo pela RIFI (ponto de corte 1:16). Como controle
positivo foi usada uma amostra sérica de caprino infectado
experimentalmente por T. gondii e com sorologia positiva
confirmada por RIFI (titulo 1:256). O conjugado de anticorpo anti-
Fc de IgG caprina ligado a peroxidase (Bethyl Laboratories, Inc.,
Montgomery, TX- USA) foi diluido 1:5000 em solugéo de PBS-
Tween 20. Por fim, foi utilizada a seguinte solugdo de cromégeno
e substrato enzimatico: 0,02g de orto-fenilenodiamina (OPD) e
60 pL de H,0,(10%) em 20mL de tampéo citrato-fosfato pH 5,6).
A densidade optica (DO) foi mensurada em espectrofotdmetro
com espectro de luz de entrada em 492nm e saida em 630nm.
Para evitar a variacdo intermicroplacas dos resultados, cada
valor de absorvancia foi multiplicado por um fator de correcéo (f
= 1/média das leituras dos soros controle positivo) determinado
para cada microplaca.

Um estudo piloto foi realizado utilizando-se soros de 49 caprinos
adultos, SRD e de ambos os sexos, pertencentes a pertencentes
a Estagcdo Experimental da EBDA, em Jaguarari-BA. Estas
amostras foram testadas para comparagéo pela técnica de
ELISA (conforme descrito anteriormente) e pela RIFI, para
detecgdo de IgG anti-T. gondii. Na RIFI, seguiu-se protocolo
descrito por Uzéda et al. (2004). Foi utilizado o ponto de corte
1:16 para os soros e o anticorpo anti-lgG caprina conjugado
com isotiocianato de fluoresceina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO-USA) foi diluido na proporgéo 1:50. A leitura foi realizada
em microscopio de fluorescéncia com aumento de 400x, sempre
pelo mesmo observador.

Na analise estatistica do estudo piloto, a determinagao do
poder discriminatério do ELISA foi realizada através da curva
“‘Receiver Operating Characteristic” (ROC), utilizando-se o
programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, Califérnia, EUA), no qual a sensibilidade e especificidade
foram calculadas como uma fungéo de diferentes pontos de
corte. Os dados dos 375 animais, provenientes do semiarido
baiano, foram avaliados no programa SPSS 21.0 (SPSS Inc.,



Chicago, IL, USA), no qual foi realizada a analise de associagédo
da soropositividade com género, idade e localidade, utilizando-
se o teste do Qui-quadrado (X?), com nivel de significancia de
5%. A magnitude da associagao foi determinada pela razao
de chances, calculando o Odds Ratio (OR), com Intervalo de
Confianga (IC) de 95%.

Resultados e discussao

No estudo piloto, analisando 49 amostras de caprinos, foram
observados 30,6% (15/49) de animais soropositivos pelo ELISA,
enquanto pela RIFI foram detectados 40,8% (20/49) de caprinos
reagentes. Utilizando a RIFI como teste de referéncia, o ELISA
obteve um resultado falso-positivo e seis falso-negativos.
Considerando como ponto de corte a densidade éptica de
0,143, o ELISA apresentou 70% de sensibilidade e 96,5% de
especificidade (Figura 1). A definigdo do ponto de corte foi feita
através da curva ROC, considerando-se a melhor otimizagao
possivel dos valores de sensibilidade e especificidade do teste.
Aarea calculada sob a curva ROC foi de 0,88 (p<0,0001). Quanto
maior a capacidade do teste em discriminar os animais em
soropositivos ou soronegativos, mais a curva se aproximaria do
canto superior esquerdo do grafico, e a area sob a curva seria
proxima de 1 (Martinez, 2003).
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Figura 1: Curva ROC (“Receiver Operating Characteristic”) para avaliagdo da
técnica ELISA para deteccéo de IgG anti-T.gondii, considerando a RIFI como
teste padréao. Utilizaram-se amostras de soro de 49 caprinos de Jaguarari-BA
como estudo piloto.

O ELISA, seja a base de antigenos brutos, fracionados ou
recombinantes, tem sido utilizado para detectar anticorpos anti-T.
gondii em soros de pequenos ruminantes, geralmente com
adequada acuracia (Dubey, 2009). Caballero-Ortega et al. (2008)
relataram uma boa correlagéo entre um ELISA feito com antigeno
bruto e 0 Western blot em 103 ovinos naturalmente expostos,
com 91% das amostras mostrando o mesmo resultado em
ambos os testes. A padronizagéo do ELISA é o maior problema
porque poucos kits estdo disponiveis comercialmente para uso
em animais, além de apresentarem elevado custo (Dubey, 2009).
Entretanto, foi escolhido realizar o ELISA neste trabalho por
este apresentar boa acuracia em relagédo a outros testes, além
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de sua adequacéo a leitura automatica (evitando subjetividade
pessoal) e possibilidade de realizar a dosagem de um grande
numero de amostras em uma so placa.

O teste do corante (reacdo de Sabin-Feldnam) e a RIFI
utilizam taquizoitos intactos de T. gondii, sendo muitas vezes
considerados mais sensiveis e especificos do que a técnica
de ELISA porque, durante a infecgdo, o primeiro aumento
significante de IgM e IgG é observado contra antigenos da
membrana (Piergili, 2004). Garcia et al. (2012), avaliando a
soroprevaléncia para T. gondii em caprinos de Curitiba-PR,
também utilizou as técnicas de ELISA e RIFI, considerando este
ultimo como teste de referéncia. Estes autores descreveram
um ELISA com elevada sensibilidade (98,63%) e especificidade
menor (93,85%). Variagbes entre os resultados dos testes
sorolégicos sdo comuns, e muito influenciadas pelo método
utilizado como padréo para comparacgéo. Quando Shaapan et al.
(2008) utilizaram o teste do corante como ensaio de referéncia
para a toxoplasmose em ovinos, o teste de aglutinagao
modificado - MAT obteve a maior sensibilidade (96%), seguido
pelo ELISA (90,1%) e RIF1 (80,4%). Por outro lado, a RIFI revelou
a maior especificidade (91,4%), seguido pelo MAT (88,9%) e
ELISA (85,9%).

Na avaliagéo dos 375 animais selecionados no semiarido baiano
foram encontrados 25,1% (94/375) de caprinos soropositivos
para IgG anti-T. gondii. Com relagéo ao género, foi observada
uma frequéncia de sororreagentes significativamente maior nas
fémeas. Além disso, a OR representa que as fémeas possuem
uma probabilidade 1,236 vezes maior de serem positivas em
relagdo aos machos (Tabela 1). Nao houve relagao entre idade
e presencga de anticorpos anti-T. gondii nestes animais.

Tabela 1: Ocorréncia de anticorpos IgG anti- Toxoplasma gondii
em caprinos do semiarido baiano, distribuidos pelo

género
Género N° testadas  N° positivos OR 95% IC
(%)
Machos 122 20 (16,4%) 0,586 0,386 — 0,891
Fémeas 253 74 (29,2%) 1,236 1,077 - 1,418
Total 375 94 (25,1%)

X2 =7,242; p<0,05

Varios trabalhos também tém encontrado maior ocorréncia de
fémeas caprinas soropositivas para T. gondii do que machos:
Silva et al., 2003; Jittapalapong et al., 2005; Teshale et al., 2007;
Garcia et al., 2012. Normalmente isto é explicado pelo fato da
média de idade dos machos ser menor do que a das fémeas,
uma vez que os machos sdo abatidos mais cedo enquanto
as fémeas sdo mantidas por mais tempo no rebanho para
reproducéo e/ou produgédo de leite (Garcia et al., 2012). Também
ja foi mencionado que o manejo diferenciado empregado
para reprodutores e matrizes pode influenciar nos resultados
(Cavalcante, 2008).

Apesar das cidades e propriedades selecionadas apresentarem
caracteristicas semelhantes de clima, manejo dos animais e
finalidade de criagao, foram encontradas frequéncias de caprinos
soropositivos significativamente distintas (Tabela 2).
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Tabela 2: Ocorréncia de anticorpos IgG anti- Toxoplasma gondii
em caprinos do semiarido baiano, distribuidos por

municipio
Localidade N° amostras testadas N° positivos (%)
Sento Sé 84 39 (46,4%)
Jaguarari 60 23 (38,3%)
Curaga 60 16 (26,7%)
Casa Nova 64 09 (14,1%)
Uaua 52 05 (9,6%)
Juazeiro 55 02 (3,6%)
Total 375 94 (25,1%)

X?=50,294; p < 0,05

O percentual total de animais positivos (25,1%) encontrado
neste trabalho esta proximo ao valor relatado por Pita Gondim
et al. (1999), que analisaram 439 caprinos na Bahia, dos quais
28,93% foram positivos. Ja no estudo de Uzéda et al. (2004) foi
encontrado um valor inferior de animais sororeagentes: 16,4%
(61/373). A utilizagdo de diferentes técnicas soroldgicas: LAT
(Pita Gondim et al., 1999), RIFI (Uzéda et al., 2004) e ELISA
(presente estudo), ndo permitem uma adequada comparacéo
entre os trabalhos que avaliaram a soroprevaléncia em
caprinos na Bahia. Entretanto, alguns estudos para deteccao
de anticorpos contra T. gondii em caprinos tém mostrado que
estes testes podem apresentar resultados similares: 42,8%
(ELISA) e 45,8% (RIFI) de animais soropositivos em Minas
Gerais (Carneiro et al., 2009); 39,5% (ELISA) e 36,05% (RIFI)
no Parana (Garcia et al., 2012); 19,5% (em ambos ELISA e
RIFI) em Minas Gerais (Figueiredo et al., 2001); e 32,4% (LAT)
e 33,5% (RIFI) na Nova Zelandia (Opel et al., 1991).

Afrequéncia da infecg&o por T. gondii em pequenos ruminantes
pode ser diretamente influenciada por diferencas de manejo e
clima. Estas diferencas existem consideravelmente no estado
da Bahia, que possui grande dimensao geografica e diversidade
cultural. Dentre os animais analisados por Pita Gondim et al.

Agradecimentos

(1999), se considerarmos somente aqueles pertencentes a
regido de Caatinga baiana, foi encontrado um valor inferior de
soroprevaléncia: 7,27% (12/165). A menor prevaléncia de T.
gondii em areas de clima quente e seco pode estar relacionada
com um ambiente com reduzida contaminagao por oocistos,
seja pela menor viabilidade da forma infectante do parasito
frente as condi¢cdes ambientais e/ou devido a menor densidade
de populagdo humana e animais de estimagéo, incluindo os
gatos (Dubey, 1998; Figliuolo et al., 2004; Pita Gondim et al.,
1999). Por exemplo, Anderlini et al. (2011) observaram menor
soroprevaléncia em caprinos criados na regido do sertdo
(18,2%) do que na area leste costeira (66,2%) de Alagoas. Um
clima umido, costeiro e tropical, com temperatura média anual
em torno de 25°C, seria mais propicio para a manutengdo de
oocistos de T. gondii (Silva et al., 2003; Anderlini et al., 2011).

Quanto ao sistema de criacdo, a forma de regime extensiva,
particularmente se associada com pobres condigdes
socioecondmicas locais, permite contato entre caprinos e
oocistos, aumentando a probabilidade de infecgao (Cavalcante et
al., 2008; Neto et al., 2008; Anderlini et al., 2011). Estas condi¢bes
foram encontradas na regido do semiarido baiano selecionada
para o estudo, o que pode favorecer maiores indices de animais
sororreagentes ao T. gondii. Todas as variaveis mencionadas
acima, sobre clima e manejo, podem estar implicadas a exposicdo
dos caprinos a infecgao pelo T. gondii, e consequentemente, nas
diferencas de soroprevaléncia encontradas no nosso estudo, de
acordo com a localidade avaliada.

Conclusoes

Foi encontrada uma elevada frequéncia de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii (25,1%) nos caprinos do semiarido baiano. A
técnica de ELISA mostrou elevada especificidade, praticidade de
execugao e maior rapidez para um grande nimero de amostras.
A importancia da toxoplasmose para a produgao de caprinos
nesta regido ainda deve ser determinada, sendo necessario
investigar o impacto desta infecgdo como possivel causa de
abortamentos e o seu papel como fonte de transmissao para a
populagdo humana.
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