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ABSTRACT.-- Silva ].B., Fonseca A.H., Andrade S.J.T,, Silva A.G.M., Oliveira C.M.C. & Barbosa
].D. 2013. [Serological prevalence of Toxoplasma gondii in water buffaloes (Bubalus
bubalis) in Marajé Island, State of Pard, Brazil.] Prevaléncia de anticorpos anti-Toxo-
plasma gondii em bufalos (Bubalus bubalis) no Estado do Para. Pesquisa Veterindria Bra-
sileira 33(5):581-585. Laboratério de Imunodiagnéstico, Departamento de Patologia Ve-
terinaria, Facudade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane s/n, Jaboticabal, SP 14884-900,
Brazil. E-mail: jenevaldo@hotmail.com

The aim was to study the seroprevalence of Toxoplasma gondii in water buffaloes (Buba-
lus bubalis) from State of Pard, Brazil. Three hundred and nineteen buffaloes were randomly
selected into seven municipalities of Marajo Island. For comparative purposes, 128 buffaloes
of five municipalities in the state of Para were also evaluated. The seroprevalence of T gondii
was evaluated by Indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay (iELISA). The samples diag-
nosed as positive in iELISA were subjected to Immunofluorescence Antibody Test (IFAT). We
evaluated risk factors: location, breed, pregnancy and co-infection with Brucella abortus or
Mpycobacterium bovis. The frequency of animals positive for T gondii in iELISA were compared
by chi-square (x2) with 95% confidence. Variables with p <0.2 were subjected to logistic re-
gression analysis; the model was built based on the “odds ratios” test. The prevalence of T.
gondii in iELISA was 41,6% (186/447). In IFAT, 86,5% (161/186) had their positivity for T.
gondii confirmed. The average prevalence in the municipalities of the Marajo Island and of the
mainland was 32% (103/319) and 55% (70/128), respectively. The municipalities with the
highest prevalence were Soure (53%) and Salvaterra (49%) in Maraj6 Island, and Castanhal
(55%) and Thailandia (50%) in the Continent. The breed and co-infection with Brucella abor-
tus or Mycobacterium bovis presented no influence on the prevalence of T gondii. Additionally,
pregnant animals were 57% more positive for T gondii than nonpregnant animals. The pres-
ence of antibodies is an indicative of T gondii in buffaloes in the state of Para, and these find-
ings represent a risk not only for farm animals, but to public health as a source of infection.
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RESUMO.- O objetivo do estudo foi conhecer a prevaléncia
sorolégica de Toxoplasma gondii em bufalos (Bubalus buba-
lis) do Estado do Par4, Brasil. Foram selecionados rando-
micamente 319 bubalinos distribuidos em sete municipios
da Ilha do Marajo. Para efeito comparativo também foram
avaliados 128 bubalinos pertencentes a cinco municipios
do Estado do Para. A prevaléncia sorolégica de Toxoplasma
gondii foi avaliada pelo Ensaio de Imunoadsor¢ao Enzima-
tico Indireto (iELISA). As amostras diagndsticadas como
positivas no iELISA foram submetidas a Rea¢do de Imuno-
fluorescéncia Indireta (RIFI). Foram avaliados os fatores de
risco: localidade, raga, gestagdo, co-infecgdo por Brucella
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abortus e co-infeccdo por Mycobacterium bovis. As frequ-
éncias de animais positivos no iELISA para T. gondii foram
comparadas pelo teste de Qui-quadrado (x2) com 95% de
confiabilidade. As variaveis com p<0,2 foram submetidos a
analise de regressao logistica, sendo o modelo construido
baseado no teste da “odds ratios”. A prevaléncia de T. gon-
dii observada no iELISA foi de 41,6% (186/447). Na RIF],
86,5% (161/186) das amostram positivas no iELISA tive-
ram sua positividade para T gondii confirmada. A prevalén-
cia média nos municipios da Ilha do Marajo e do Continente
foi de 32% (103/319) e 55% (70/128), respectivamente.
Os municipios que apresentaram as maiores prevaléncias
foram Soure (53%) e Salvaterra (49%) na Ilha do Maraj6
e Castanhal (55%) e Taildndia (50%) no Continente. Os
fatores de risco raga e co-infec¢io por Brucella abortus ou
Mycobacterium bovis ndo influenciaram na prevaléncia de
T gondii. Além disso, animais gestantes foram 57% mais
positivos para T gondii do que animais ndo gestantes. A
circulacdo de anticorpos é um indicativo da presenca do
agente da toxoplasmose em bufalos no Estado do Para.
Esses achados representam um risco ndo apenas para os
animais de produc¢do, mas a sadde publica, como uma fonte
de infeccdo.

TERMOS DE INDEXACAO: Bubalinos, iELISA, RIFI, Toxoplasma
gondii, Para

INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma importante zoonose de carater cos-
mopolita, possuindo uma elevada a prevaléncia em seres
humanos (Dubey 1996). A infeccdo em bovinos normal-
mente ndo causa sintomatologia clinica, pois estes pos-
suem uma elevada resisténcia natural ao parasita (Dubey &
Thulliez 1994). Pouco se sabe sobre a infeccao e prevalén-
cia de anticorpos anti-T gondii em bufalos (Bubalus buba-
lis), porém estudos indicam ser menor do que em bovinos
(Dubey et al. 1998, Huong et al. 1998, Gondim et al. 1999,
Fujii et al. 2001).

A carne de animais persistentimente infectados é uma
das mais importantes fontes de toxoplasmose humana
(Lunden & Uggla 1992), sendo necessario investigar a pre-
valéncia da infecgdo por T gondii nos animais de produgao.
No Brasil, estudos desmontraram a presenca e importan-
cia do T gondii, especialmente em pequenos ruminantes
(Amaral et al. 1978, Chiari et al. 1987, Sella et al. 1994,
Gondim et al. 1999), no entanto, algumas regides, como o
estado do Pard, que possui o maior rebanho de bufalos e o
quinto maior rebanho de bovinos do Brasil, possuem pou-
cas informacdes sobre a prevaléncia da infeccao.

A importancia da carne de bufalos como fonte de infec-
¢do para seres humanos torna-se mais relevante quando se
trata da Ilha do Marajd. Nesta regido com um dos menores
indices de Desenvolvimento Humano (IDH) do pais e onde
o bufalo é considerado a maior fonte de proteina de origem
animal da populagio, a ingestdo de carne ndo inspecionada
pelo sistema de vigilancia municipal e/ou estadual é faci-
litada.

A realizacdo deste estudo foi motivada pelas condi¢des
socioeconOmicas da popula¢do morajoara, pela importan-
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cia da bubalinocultura no estado do Para e pela caréncia
de estudos sobre a prevaléncia de Toxoplasma gondii na re-
gido. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi conhecer a
frequéncia de anticorpos anti-T gondii em bufalos criados
no Estado do Par3, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo de soroprevaléncia transversal em buba-
linos entre os anos de 2009 e 2011. Doze municipios do Estado
do Para/Brasil foram selecionados por conveniéncia e facilidade
de acesso as propriedades. Na [lha do Marajé foram selecionados
os municipios: Soure, Salvaterra, Muana, Chaves, Ponta de Pedras,
Cachoeira do Arari e Santa Cruz do Arari. No continente foram se-
lecionados os municipios: Belém, Castanhal, Tailandia, Paragomi-
nas e Moju.

O célculo do tamanho minimo da amostra foi determina-
do pela seguinte férmula do Centro Panamericano de Zoonoses
(1997):

N=p.(100-p)Z?/(d.p/100)?

N = nimero de amostras;
P = prevaléncia esperada;
Z = grau de confianca;

D = margem de erro.

A prevaléncia esperada para anticorpos anti- Toxoplasma gon-
dii em bufalos foi estimada em 50%, baseando-se nos achados de
Silva et al. (2010). O intervalo de confianca foi de 95% e a margem
de erro foi de 5%. Deste modo, o tamanho minimo da amostra foi
de 361 animais.

Para o estudo, 447 animais fémeas das racas Murrah e Medi-
terranea foram selecionados, sendo 319 bufalas da Ilha do Marajo
e 128 bufalas do Continente (Quadro 1).

Os titulos de anticorpos anti-Toxoplasma gondii foram deter-
minados pelo Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatico indireto (iE-
LISA), conforme técnica descrita por Voller et al. (1976) e Reacgdo
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), segundo Camargo (1964).
Em ambas as técnicas, como controles positivos, foram utilizados
soros de bubalinos que apresentaram altos titulo de anticorpos
(iELISA e RIFI) e como controles negativos, utilizou-se soros de
bubalinos recém-nascidos que ndo ingeriram colostro e reagiram
negativamente no iELISA e RIFL

Para 0 iELISA foi utilizado antigeno extraido de camundongos
Swiss Webster (Mus musculus), infectados com taquizoitas da cepa

Quadro 1. Distribuicdo geografica dos bifalos avaliados de
acordo com a raca e o periodo reprodutivo, Estado do Para,
Brasil, 2009-2011

Municipios N2 de Ragas Gestante
animais Murrah Mediterraneo
Soure 118 60 58 20
Salvaterra 39 22 17 10
Muana 36 17 19 8
Chaves 18 9 9 5
Ponta de Pedra 18 10 8 5
Cachoeira do Arari 21 11 10 6
Santa Cruz do Arari 87 50 37 15
Total Ilha do Marajé 337 179 158 69
Belém 50 30 20 15
Tailandia 18 10 8 5
Castanhal 60 30 30 18
Paragominas 20 12 8 2
Moju 12 9 3 2
Total Continente 160 91 69 42
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RH de T gondii. A concentrag¢do 6tima do antigeno para a sensibi-
lizacdo das placas foi de 5pg/mL. Os soros testes e controles posi-
tivos e negativos foram diluidos 1:200. A leitura foi realizada em
leitor de iELISA, em um comprimento de onda de 405nm.

O ponto de corte do teste foi determinado segundo Frey et al.
(1998). Os soros de bufalos negativos foram utilizados para defi-
nir a linha de corte do ensaio, discernindo os animais positivos e
negativos com nivel de confianca de 99,0%. A férmula matematica
de Frey et al. (1998) se baseia em um fator ¢ (distribuigdo t-Stu-
dent), determinado pelo nimero de controles negativos e nivel de
confianga desejado:

Linha de corte =X +SDx t \/1+(1/n)

X = média das densidades 6pticas dos controles negativos.

SD = desvio padrao das densidades 6pticas dos controles negativos.

t = valor da distribui¢do t, baseado em n e no de nivel de confianga
desejado.

n = numero de controles negativos.

Para corrigir o efeito da variagdo da densidade 6ptica (DO) ob-
tida com a leitura de cada placa testada, o valor da linha de corte
de cada uma das placas foi igualado a 100 (DO soro teste x 100/
linha de corte) e os resultados de cada soro teste expressos na
forma de Indice de Densidade Optica (IDO).

Para a RIFI foram utilizadas laminas sensibilizadas com ta-
quizoitas de T gondii produzidos em camundongos Swiss Webster
(Mus musculus), soros controles positivos e negativos e soro anti-
-bovino conjugado com isotiocianato de fluoresceina (F-7887TM,
Sigma-Chemical, EUA). As amostras foram analisadas nas dilui-
¢cdes de 1:64, 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800. O ponto de corte foi de
1:64 segundo Garcia et al. (1999).

Os resultados sorolégicos para T gondii foram agrupados de
acordo com os fatores de risco: municipios, localidades (Conti-
nente e Ilha), raca (Murrah e Mediterraneo), co-infecgio por Bru-
cella abortus e por Mycobacterium bovis e periodo reprodutivo
(gestante e ndo gestante).

0 diagnéstico de brucelose e tuberculose foi realizado por ve-
terindrios habilitados pelo Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento (MAPA), segundo normativa do Programa Nacio-
nal de Controle e Erradicagdo da Brucelose e da Tuberculose (PN-
CEBT) do Brasil (Brasil, 2006). As analises foram realizadas no
Laboratdrio Nacional de Agropecuaria (Lanagro). O diagnéstico
de brucelose foi realizado em duas etapas. Inicialmente foi reali-
zado o teste do antigeno acidificado a como triagem. Os animais
que reagiram positivo ao teste de antigeno acidificado foram sub-
metidos a um teste confirmatorio, o 2-Mercaptoetanol, que é mais
especifico. Para tuberculose o teste cervical simples foi a prova de
triagem e o teste cervical comparativo foi a prova confirmatéria
para animais reagentes.

As frequéncias de animais positivos no iELISA para T gondii
foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado (x?) com 95% de
confiabilidade. As variaveis com p<0,2 foram submetidas a anali-
se de regressao logistica, sendo o modelo construido baseado no
teste da “odds ratios”. Os procedimentos operacionais foram rea-
lizados no software Rstudio, Foundation computacdo estatistica,
versdo 2.12.2 (2011).

RESULTADOS

A prevaléncia de Toxoplasma gondii observada pelo iELI-
SA e pela RIFI foi de 41,6% (186/447) e 36,0% (161/447),
respectivamente. Portanto, 86,5% (161/186) das amos-
tram positivas no iELISA tiveram sua positividade para T.
gondii confirmada na RIFI (Quadro 2). Os titulos de anticor-

pos nos 161 bufalos positivas na RIFI foram: 64 (62,71%),
100 (24,84%), 200 (9,31%) e 400 (3,10%).

A prevaléncia média de T gondii em bufalos na Ilha do
Marajo e Continente foi de 32% (103/319) e 55% (70/128),
respectivamente. Os municipios que apresentaram as
maiores prevalénciasforam Soure (53%) e Salvaterra

Quadro 2. Prevaléncia sorolégica de
Toxoplasma gondii por Ensaio de
Imunoadsor¢do Enzimatico indireto
(iELISA) e Reacido de Imunofluorescéncia

Indireta (RIFI)
T gondii RIFI
Positivo Negativo
ELISA
Positivo 161 25
Negativo 0 0

Quadro 3. Prevaléncia média de bifalos soropositivos para
Toxoplasma gondii em biifalos de sete municipios da Ilha do
Marajo e cinco municipios do Continente, Estado do Par4,
Brasil, 2009-2011

Fator de risco N P (%) X2 RP p-valor
Ilha do Marajé
Soure* 118 53 - - -
Salvaterra 39 49 7,46 1,08 0,0630
Muana 36 03 29,09 17,67 0,0001
Chaves 18 44 11,32 1,20 0,0545
Ponta de Pedra 16 06 12,54 8,83 0,0004
Cachoeira do Arari 18 27 4,09 1,96 0,0429
Santa Cruz do Arari 87 15 31,73 3,53 0,0001
Continente
Belém* 50 46 - - -
Tailandia 18 50 0,08 0,92 0,7706
Castanhal 60 55 0,88 0,84 0,3471
Paragominas 20 15 10,10 3,07 0,0033
Moju 12 25 3,51 1,84 0,0063
Localidades
Continente* 128 55 - - -
Ilha 319 32 35,92 1,71 0,0001

*Valor referéncia, N= niumero de animais avaliados, P(%) = Prevaléncia de
soropositivitos para T. gondii, x*= qui-quadrado, RP=razao de prevalén-
cia, IC = intervalo de confianca.

Quadro 4. Prevaléncia média de buifalos soropositivos para
Toxoplasma gondii de acordo com os fatores de risco raca,
positividade para brucelose e tuberculose e periodo
reprodutivo, Estado do Para, Brasil, 2009-2011

Fator de risco N P (%) X RP p-valor

Raca

Mediterraneo* 227 30,2 - - -

Murrah 270 33,5 0,40 0,90 0,5240
Brucelose

Positivo* 15 33,3 - - -

Negativo 482 32,0 0,05 1,04 0,8202
Tuberculose

Positivo* 20 40,0 - - -

Negativo 477 37,3 0,93 0,66 0,0335
Gestagao

Positiva* 111 39,0 - - -

Negativa 386 24,9 5,06 1,57 0,0244

* Valor referéncia, N = nimero de animais avaliados, P(%) = Prevaléncia
de soropositivitos para T. gondii, x* = qui-quadrado, RP= razdo de preva-
léncia, IC = intervalo de confiancga.
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(49%) na Ilha do Marajé e Castanhal (55%) e Taildndia
(50%) no Continente. No Continente, Paragominas e
Moju apresentaram uma prevaléncia significativamente
inferior (p<0.05) aos demais municipios. Na Ilha, todos
os municipios apresentaram prevaléncia para T gondii
significativamente inferior (p<0.05) a Soure e Salvaterra.
Porém, atencdo especial deve ser dada aos bubalinos dos
municipios de Muana (3%) e Ponta de Pedra (6%) que
foram em sua maioria negativos (Quadro 3).

Os fatores de risco raca e co-infeccdo por Brucella
abortus ou Mycobacterium bovis ndo influenciaram na
prevaléncia de T. gondii em bufalos. Por outro lado, bufalas
gestantes foram 57% mais positivos para T gondii do que
bufalas ndo gestantes (Quadro 4).

DISCUSSAO

No Brasil poucos trabalhos foram realizados sobre ocor-
réncia de anticorpos anti- Toxoplasma gondii em bubalinos.
Alguns estudos realizados no Brasil demonstraram uma
prevaléncia do agente em bufalos inferior ao observado em
bovinos. Gondim et al. (1999) na Bahia, Fujii et al. (2001)
em S3o Paulo e Barros et al. (1999) e Silva et al. (2010) no
Para observaram que 3,85%, 3,2%, 12,2% e 1,1% dos bufa-
los foram sororreagentes, respectivamente. Essa baixa pre-
valéncia é similar as observadas em outros paises (Dubey
etal. 1998, Huong et al. 1998, Navidpour & Hoghooghi-Rad
1998).

A alta prevaléncia de bubalinos sororreagentes a T. gon-
dii observada neste estudo diverge da maioria dos achados
nacionais e internacionais (Huong et al. 1998, Dubey et al.
1998, Gondim et al. 1999, Silva et al. 2010). Navidpour; Ho-
ghooghi-Rad (1998) afirmaram que a infec¢ao de bufalos
por T gondii é pouco comum. No entanto, Dubey & Beattie
(1988) na Turquia e Souza et al. (2001) no estado de Sdo
Paulo-Brasil, observaram 48,0% e 49,9% de bubalinos so-
rorreagentes para T. gondii, respectivamente.

Essa discrepancia de achados é um incentivo para no-
vas pesquisas, pois a maioria dos estudos indica que a to-
xoplasmose é pouco disseminada entre bubalinos. Essa di-
ferenca nos resultados pode estar diretamente relacionada
a sensibilidade e especificidade das técnicas de diagndstico
empregadas nos diferentes estudos e as amostragens uti-
lizadas. A padroniza¢do de um ponto de corte para o iELI-
SA ou mesmo a determinacdo da qualidade dos antigenos
utilizados para a confeccdo das laminas de RIFI devem ser
uma preocupac¢ao eminente.

Na literatura sdo poucos os estudos realizados sobre
prevaléncia de anticorpos anti- T gondii em bufalos que le-
varam em consideracdo a relacdo de possiveis fatores de
risco com a prevaléncia do parasito. Neste estudo, obser-
vamos que, além de uma diferenga significativa (p<0,05)
entre a soroprevaléncia entre os animais dos diversos mu-
nicipios estudados, o periodo reprodutivo demonstrou ser
importante na ocorréncia de toxoplasmose. Porém, nio foi
possivel saber se as bufalas em gestacdo eram mais velhas
do que as nao gestantes e a idade seja o real fator de risco
e ndo o estado reprodutivo do animal. Trabalhos apontam
para alta associacdo entre aumento da idade e a presenca
de anticorpos anti-T. gondii em diferentes espécies animais,
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uma vez que com a idade aumenta a chance de contato com
o coccicio (Gondim et al. 1999, Dubey 1986).

CONCLUSOES

A presenca de bufalos soropositivos € um indicativo da
circulacdo de Toxoplasma gondii em animais no Estado do
Para. A alta prevaléncia de animais positivos para T. gondii
merece uma atengio especial, visto que bufalos sdo man-
tidos em uma relagdo intima com outras espécies domés-
ticas e silvestres. Enfase especial deve ser dada a possivel
circulacdo do agente na Ilha do Marajo, onde o consumo de
carne de bufalos é comum e pode representar um risco a
saude publica devido a toxoplasmose.

Embora os estudos epidemiolégicos sejam ainda pou-
co aplicados em rebanhos bubalinos, atualmente faz-se
necessario levar em consideragido diversos fatores de ris-
co ao inferir um levantamento de prevaléncia das diversas
parasitoses que acometem os bubalinos no Brasil. Diversas
variaveis que ja foram confirmadas como fatores predispo-
nentes as doencas em bovinos ainda necessitam ser melho-
res estudados em bubalinos.
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