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RESUMO

A toxoplasmose em ovinos € uma doenca parasitaria de grande
importancia médica veterinaria, zootécnica e de saude publica, uma vez que
acarreta prejuizos na criacdo animal, gerado pelas perdas reprodutivas e
econbmicas, além de sua implicacdo na saude humana, ja que o consumo de
carne e leite contaminados podem facilitar a transmissdo zoonética. Este
estudo tem como propdsito maior investigar a resposta imunoldgica das
infecgbes naturais por Toxoplasma gondii em ovelhas, pela analise sequencial
de imunoglobulinas, objetivando a diferenciacdo entre os estagios agudo e
cronico da doencga, bem como a pesquisa do DNA do agente no leite pela
técnica de PCR. Para realizacdo do estudo utilizaram-se ovelhas em lactacao,
naturalmente infectadas por T. gondii, divididas em dois grupos: G1, com
sorologia positiva, e G2, sorologicamente negativo, composto por 20 ovelhas
cada um. A diferenciacdo dos estagios da infec¢do toxoplasmica, agudo ou
cronico foi realizada pela técnica de aglutinacdo direta modificada (MAT) com
antigeno fixado com formalina (MAT-AF) e metanol (MAT-AM) e pela Reacéo
de Imunofluorescéncia Indireta para pesquisa de imunoglobulinas IgM e IgG.
Os resultados soroldgicos evidenciaram que as ovelhas demonstravam perfil
sorolégico de cronicidade da infeccdo. A deteccdo do parasito no leite foi
realizada pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), detectando-se o DNA
do T. gondii em sete amostras de leite, provenientes de cinco ovelhas
soropositivas, sendo que em duas ovelhas o DNA foi detectado no leite por
duas vezes. A identidade molecular dos produtos amplificados foi confirmada
pelo sequenciamento., obtendo-se de 97 a 100% de identidade com T. gondii,
constituindo-se em resultado relevante quanto aos aspectos de saude publica.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, infec¢ao natural, PCR, ovelhas,
sorologia.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is a major parasitary disease in sheep, due its importance
in veterinary medicine and animal science and in public health, causing
reproductive and economic losses to the herd, and also the prejudice to human
health for the consumption of contaminated meat and milk, which can facilitate
the zoonotic transmission. This study aims to investigate the immune response
of natural infections by Toxoplasma gondii in sheep by sequence analysis of
immunoglobulins, aiming to compare the acute and chronic stages of disease
as well as DNA research agent in milk by the technigue PCR. To accomplish
the goal of this study, naturally infected by T. gondii lactating ewes were used,
divided in two groups: G1, serologically positive, and G2, serologically negative,
each group were composed by 20 ewes. The differentiation between the acute
and chronic stages of the illness was made by the modified direct agglutination
test (MAT) with antigens fixed with formaline (MAT-AF) and methanol (MAT-
AM) and by the indirect fluorescent antibody test searching for IgM and 1gG
immunoglobulins. The serological results showed that the sheep showed
serological profile of chronic infection. The detection of the parasite in milk was
performed by polymerase chain reaction (PCR), detecting the DNA of T. gondii
in seven milk samples from five seropositive sheep, and in two sheep DNA was
detected in milk twice. The molecular identity of the amplified products was
confirmed by sequencing, getting up for 97 to 100% identity with T. gondii,

constituting an important result regarding the public health aspects

Keywords: Toxoplasma gondii, natural infection, PCR, sheep, serology.
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1.INTRODUCAO

A crescente expansao da ovinocultura no Brasil, com um rebanho atual
na ordem de 16 milhdes de cabecas (IBGE, 2007), vem se consolidando no
pais como uma importante atividade agropecuéria, traduzida pelo aumento do
consumo da carne ovina, e demanda por leite e derivados, devido suas
excelentes propriedades nutricionais. Entretanto, apesar do desenvolvimento
deste setor na pecuaria nacional, o plantel atual de ovinos é pouco expressivo,
e incapaz de atender sequer a demanda do mercado interno (ANUALPEC,
2000).

E evidente o potencial de crescimento econdmico que esta atividade
pode atingir futuramente, considerando que o Brasil apresenta grande extensao
territorial e condi¢des climaticas adequadas a criacdo de ovinos, produzindo
carne de qualidade, com precos atrativos, que pode atender ndo apenas ao
mercado interno, mas também ao externo, gerando empregos e renda a toda
cadeia produtiva da carne ovina (SIMPLICIO e SIMPLICIO, 2006).

Nesse cenario, o estudo de doencas que afetam a producdo e a
qualidade sanitaria do rebanho merece atencdo especial, destacando-se, a
toxoplasmose, importante causa de aborto em ovelhas (BUXTON et al., 2007).
Assim, deve-se considerar a relevancia da ovinocultura no contexto pecuario
atual, além de sua implicacdo na saude humana, ja que o consumo de carne e
leite contaminados, inadequadamente preparados, pode facilitar a transmissao
zoonotica.

A deteccao de Toxoplasma gondii no leite de ovinos e a inexisténcia de
relatos na literatura sobre diferenciacdo de fase aguda e cronica da doenca
nesta espécie animal motivaram a elaboracdo deste projeto de pesquisa.

Assim, este experimento tem como propdsito maior investigar a resposta
imunologica das infec¢cdes naturais por Toxoplasma gondii em ovelhas, pela
andlise sequencial de imunoglobulinas IgG e IgM, objetivando a diferenciacao
entre os estagios agudo e cronico da doenca, bem como a pesquisa do DNA
do agente no leite pela técnica de PCR , a partir dos animais positivos

sorologicamente.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Histérico

O agente causador da toxoplasmose, Toxoplasma gondii, é um
protozoario, parasita intracelular obrigatério, pertencente ao filo Apicomplexa
(LEVINE, 1970), classe Sporozoa (LEUKART, 1979), subclasse Coccidia
(LEUKART, 1979), ordem Eucoccidiia (LEGER e DOBOSCQ, 1910), familia
Sarcocystidae (POCHE, 1913), sub-familia Toxoplasmatinae (BIOCCA, 1956),
sendo a Unica espécie do género Toxoplasma (NICOLLE e MACEAUX,1908)
(CURRENT et al., 1990).

O agente foi descoberto em 1908 quando, Charles Nicolle e Louis
Manceaux, comunicaram a Academia de Ciéncias Francesa a descoberta de
um parasita intracelular no baco e figado de um roedor proveniente da Tunisia,
Norte da Africa, o Ctenodactylus gundi. Estes pesquisadores acreditaram que o
organismo encontrado tratava-se de uma forma particular do género
Leishmania, denominando-o de Leishmania gondii. Em 1909, estes autores
retificaram sua posicdo e o denominou T. gondii, uma referéncia a morfologia
de arco (toxon=arco), e por ser primeiramente identificada no roedor, “gundi”.

No mesmo ano, no Brasil, Alfonso Splendore intrigado pela mortandade
de coelhos ocorrida no biotério do hospital da Real Benemérita Sociedade
Portuguesa de Beneficiéncia, necropsiou Vvarios animais que ao exame
histopatolégico revelou pela coloragdo de Giemsa, varios corpusculos
parasitarios cisticos, denominando tal parasita de Toxoplasma cuniculi (SOUZA
et al., 2009).

O T. gondii sé foi reconhecido como patégeno humano 30 anos apés a
primeira descricdo da infeccdo em animais. Em 1923, o oftalmologista
Checoslovaco, Josef Janku, descreveu um caso de hidrocefalia e lesbes na
retina de uma crianga de 11 meses de idade, porém néo identificou que as
formas encontradas ao exame histopatologico se tratavam de taquizoitos de T.
gondii (MORRISSETTE e AJIOKA, 2009).

Somente em 1939, este protozoario teve sua importancia meédica

reconhecida, quando Abner Wolf, David Cowin e Beryl Page acompanharam



um caso clinico de encefalite em uma crianca de trés dias de idade, com
achados clinicos muito semelhantes ao verificados por Janku. O parasita foi
entdo identificado pelo diagndstico histopatologico e a doenca foi reproduzida
em coelhos, cobaias e camundongos (MORRISSETTE e AJIOKA, 2009).

Em ovinos o agente é descrito desde 1954, mas a importancia da
enfermidade nestes animais ficou evidenciada quando foram consideradas as
perdas econémicas decorrentes, principalmente, de abortos, natimortos e crias
debilitadas, devido a transmissdo congénita do parasito, quando casos de
aborto atingiram massivamente ovelhas na Australia em 1957 (HARTLEY e
MARSHALL, 1957).

2.2. Ciclo evolutivo e transmissao

Durante a sua evolucdo, o T. gondii desenvolveu diversos modos de
transmissdo, sendo as trés principais vias a ingestdo de tecidos animais
contendo cistos infectantes, ingestdo de alimentos ou agua contaminados com
oocistos esporulados, e a transmissao congénita. Entretanto, menos de 1% dos
humanos e animais de producdo adquirem a infeccao transplacentariamente
(DUBEY e JONES, 2008). Outras formas de transmissdo séo relatadas na
literatura, porém com menor frequéncia, tais como a ingestdo de taquizoitos
presentes no leite caprino ndo pasteurizado, produtos sanguineos, transplantes
de 6rgéos e transfusdo sanguinea (HILL e DUBEY, 2002).

O ciclo biolégico do T. gondii é heteroxeno facultativo. Taquizoitos e
bradizoitos sdo o0s dois estagios de desenvolvimento no ciclo de vida
assexuada. E o estagio de multiplicacdo rapida que ocorre em qualquer célula
nucleada do hospedeiro intermediario (mamiferos e aves) e qualquer célula
nucleada que ndo seja do epitélio intestinal do hospedeiro definitivo. Nos
hospedeiros intermediarios, como o homem, ovinos e caprinos e outros
animais, ocorre unicamente a forma de multiplicacdo assexuada (DUBEY,
1986).

A fase sexuada de desenvolvimento ocorre somente nos felideos
(silvestres e gatos domésticos), hospedeiros definitivos do agente. Com o
desenvolvimento enteroepitelial nessas espécies, ha formacao de oocistos, 0s

quais sao eliminados juntamente com as fezes, contaminando o meio ambiente



(FRENKEL, 1970). Ressalta-se, que nos felideos também pode ocorrer
paralela ou simultaneamente, a multiplicacdo extra intestinal assexuada
(taquizoitos e bradizoitos), anteriormente descrita.

Todos os trés estagios de desenvolvimento, taquizoitos (fase aguda),
bradizoitos (fase cronica) e esporozoitos presentes nos oocistos sao
infectantes, tanto para o0s hospedeiros intermedidrios como para 0s
hospedeiros definitivos, garantindo o sucesso da transmissao por diversas vias
e em inameras espécies de hospedeiros. O ciclo da doenca pode continuar
indefinidamente por transmissdo de hospedeiros intermediérios para definitivo,
de hospedeiro definitivo para intermediario, entre hospedeiros intermediarios
(até mesmo na auséncia de hospedeiros definitivos) e entre hospedeiros
definitivos (até mesmo na auséncia de hospedeiros intermediarios) (TENTER,
2009).

Classicamente, o consumo de carne crua ou mal cozida, principalmente
de ovinos e suinos, tém sido apontado como o principal fator de risco para
aguisicado da toxoplasmose humana (KIM e WEIIS, 2008). A importancia desta
via de transmissdo para o homem, foi destacada recentemente em duas
revisdes cientificas (KIILSTRA e JONGERT, 2008, 2009).

A participacdo do gato no ciclo de vida do T. gondii é essencial, inclusive
foi verificado que em ilhas isoladas do Pacifico, da Australia e dos EUA em que
ndo havia a presenca de felideos, a toxoplasmose também era ausente
(DUBEY e SU, 2009).

Em herbivoros, além da transmisséo transplacentaria, a principal via de
transmissdo € pela ingestdo de oocistos presentes nas pastagens, feno,

forragem, racdo e na 4gua fornecida a estes animais (TENTER et al., 2000).

2.3. A toxoplasmose ovina

A infeccdo por T. gondii € relativamente comum em pequenos
ruminantes, causando problemas reprodutivos e perdas econdémicas nhas
criagbes de ovinos (BUXTON et al., 2007; PANADERO et al., 2010). O aborto

representa a principal repercussao clinica e econémica da toxoplasmose ovina.



Desde 1954, o parasita € descrito como agente causador de abortos,
considerado o maior responsével por problemas reprodutivos na espécie ovina
(HARTLEY et al., 1954), até momento atual (PEREIRA-BUENO et al., 2004).

Desde 1972, quando o ciclo de vida do parasita foi completamente
elucidado por Dubey e Frenkel, e ficou definitivamente estabelecida a
importancia dos felideos como hospedeiro definitivo da doenca, as evidéncias
tem indicado que a contaminacdo ambiental com os oocistos de T. gondii
eliminados pelas fezes de felideos, incluindo-se o gato doméstico, é a principal
fonte de infeccéo para os ovinos (BUXTON et al., 2006).

Os danos reprodutivos como a repeticdo de cio, o aborto, a ocorréncia
de natimortos, ou o nascimento de cordeiros débeis, que vao a 6bito logo apds
nascerem, e 0S consequentes prejuizos econdmicos sdo evidéncias ha tempos
relatadas em paises como Nova Zelandia, Austrélia, Inglaterra, Franca, india e
Canada (DUBEY e BEATTIE, 1988). Nos paises europeus, a toxoplasmose €&
apontada como segunda maior causa de abortamentos (CHANTON et al.,
2002), sendo a primeira causa de aborto infeccioso em ovinos 0 agente
Chlamydophila abortus (BOREL et al., 2004).

Em uma revisdo recente de Dubey (2009) a menor prevaléncia mundial
encontrada foi de 3% no Paquistdo e a maior foi de 95,7% na Turquia. Na
Tabela 1 sdo apresentadas as prevaléncias encontradas nos ultimos dez anos,

em diversas regides brasileiras.



Tabela 1. Ocorréncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em ovinos em

estados das cinco regifes brasileiras por meio de trés técnicas soroldgicas, nos

ultimos dez anos. Botucatu, SP, 2010.

Regiéo Estado Técnica | Ocorréncia | Positivos/Total Referéncia
Norte Rondbénia RIFI 46,8% 66/141 Cavalcante et al. (2004)
Bahia LAT 18,75% 45/240 Gondim et al. (1999)
Nordeste Pernambuco RIFI 35,30% 61/173 Silva et al. (2003)
Rio Grande do Norte | ELISA 29,41% 30/102 Clementino et al. (2007)
Rio Grande do Norte RIFI 20,70% 73/409 Soares et al. (2009)
Centro-Oeste Distrito Federal RIFI 38,22% 364/1028 Ueno et al. (2009)
Sé&o Paulo RIFI 55,10% 194/352 Langoni et al. (1999)
Séo Paulo RIFI 7,70% 40/522 Silva e Langoni(2001)
Sudeste Sé&o Paulo RIFI 23,00% 23/100 Silva et al. (2002)
Sé&o Paulo ELISA 31,00% 62/200 Meirelles et al. (2003)
S50 Paulo RIFI 34,70% 207/597 Figliuolo (2004)
Séo Paulo RIFI 52,00% 254/488 Lopes et al. (2010)
Parana RIFI 51,80% 118/228 Garcia et al. (1999)
Parana RIFI 54,60% 185/339 Ogawa et al. (2003)
Sul Rio Grande do Sul RIFI 39,00% 48/123 Silva e la Rue (2006)
Parana RIFI 7,00% 11/157 Moura et al. (2007)
Parana RIFI 51,50% 157/305 Romanelli et al. (2007)

RIFI = Reag&o de Imunofluorescéncia Indireta; ELISA = Ensaio Imunonzimatico;

LAT=Aglutinac@o em Létex.

z

A toxoplasmose clinica ndo € o principal problema nestes animais

(DUBEY e JONES, 2008), a importancia atribuida a esta protozoose em termos

veterinarios consiste nas verdadeiras epizootias de aborto e natimortalidade em

cordeiros (DUBEY, 1994). Infeccdo no inicio da gestacdo pode resultar em

morte fetal e reabsorcéo, algo que s6 raramente pode ser observado (BUXTON

et al., 2007). Nas fases mais adiantadas da gestacao tanto pode haver aborto

como sobrevivéncia do feto, mas neste caso, o cordeiro podera apresentar
patologias de ordem geral (FREYRE et al., 1997; PEREIRA-BUENO et al.,

2004). Portanto, a severidade da infec¢do é associada ao tempo de gestacéo,

gquanto menor o tempo de gestacdo, mais severas sdo as consequéncias
(DUBEY et al., 2009).



A morte fetal é gerada pela multiplicagdo do parasita na placenta, e
posteriormente pela invasdo fetal (DUBEY, 1988). Quando a lesdo é iniciada
nos placentomas, a replicacdo do T. gondii ocasiona necrose focal placentéria
gerando reacdes inflamatdrias que se estendem ao longo da gestacdo até o
momento do nascimento ou do aborto (BUXTON e FINLAYSON, 1986). A
multiplicacdo continuada do parasita na placenta e no feto é provavelmente
ocasionada pela supressdo de mecanismos imunes da placenta e da
imaturidade do sistema imune fetal (BUXTON e FINLAYSON, 1986).

Nas ovelhas gestantes a resposta imune é modulada para acomodar a
presenca do feto semialogénico e como resultado, a imunidade materna
suprime 0s mecanismos que ativam as células inflamatdrias, com expresséao
minima de citocinas, como interleucina 2 (IL-2), fator de necrose tumoral alfa
(TNFo) e interferon gama (IFNy) (ENTRICAN e WHEELHOUSE, 2006).
Entretanto, a0 mesmo tempo em que garantem o sucesso da gestacdo, estes
mecanismos também representam vulnerabilidade, fazendo com que a
placenta e o feto tornem peculiarmente suscetiveis a certos patdogenos
(BUXTON et al., 2007).

Somente por volta do sexagésimo dia de gestacdo, o feto comeca a
montar a resposta imunoldgica, porém nédo suficiente para conferir protecao
contra T. gondii até o ultimo més antes do nascimento (BUXTON e
FINLAYSON, 1986). A infeccdo antes do 40° dia de gestagdo causa morte
embrionaria e reabsorcao fetal, entre 40° e 120° dias de gestacdo a infeccao
resulta em maceracéo fetal, mumificacdo ou aborto, ap6s o 120° dia pode gerar
natimortos ou nascimento de cordeiros fracos. As alteracdes histopatoldgicas
predominantemente encontradas no feto abortado sdo miocardite, encefalite
ndo supurativa, nefrite intersticial, hepatite e pneumonia intersticial difusa
(AHMED et al., 2008).

O fato de esta doenca ocorrer de forma esporadica e das matrizes
geralmente ndo apresentarem sintomatologia clinica caracteristica até o
momento do aborto, faz com que a preocupacao dos criadores seja maior com
as infeccdes de etiologia bacteriana ou viral (CAVALCANTE, 2004). Desta
forma, a perda econdmica devido a toxoplasmose ainda permanece
desconhecida e sdo atribuidos abortos em ruminantes a outras doengas, como

bruceloses, clamidioses e salmoneloses (HURTADO et al., 2001).
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Em muitos paises o T. gondii € reconhecido como importante causa de
abortos e mortalidade neonatal, mas pouco se sabe sobre a toxoplasmose
associada a abortos em ovinos (DUBEY, 2009). Ressalta-se ainda, a
necessidade de incluir este agente entre as causas de perdas reprodutivas nos
rebanhos brasileiros (PESCADOR et al., 2007).

Na América do Sul, em 1997, estimou-se que 0S prejuizos anuais
decorrentes dessa enfermidade em rebanhos uruguaios variaram entre 1,5 a
4,7 milhdes de ddlares (FREYRE et al., 1997). Na ltalia, as perdas econémicas
devido a mortalidade de cordeiros e consequentemente, a falhas na lactagéo,
séo estimadas em prejuizos acima de 10 milhdes de euros por ano (MASALA,
2003).

Ahmed et al. (2008) verificaram taxa de abortos por toxoplasmose nos
rebanhos caprinos e ovinos do Egito, de 35,6 e 43,7%, respectivamente. Na
Itdlia as porcentagens encontradas foram de 11,1% para os ovinos e 6,4% para
caprinos (MASALA, 2003).

Essa importancia ja foi relatada desde 1963, quando o agente foi isolado
do musculo de ovelhas naturalmente infectadas que apresentavam titulos de
anticorpos especificos (JACOBS et al., 1963). Desde entdo, inUmeras outras
investigacdes tém demonstrado a presenca do parasita na carne ovina.
Segundo Falcén e Freyre (2009), as taxas de isolamento nas amostras
analisadas variaram de 3 a 68%, demonstrando a alta prevaléncia de infeccao
na carne de ovinos.

No Brasil, Silva e Langoni (2001) encontraram taxa de isolamento de
69% (27/39) em ovinos sorologicamente positivos para T. gondii destinados ao
abate. Silva et al. (2009) identificaram 9 gendétipos de T. gondii isolados de 22
ovinos destinados ao abate, inclusive a linhagem clonal Tipo II, ndo descrita no
Brasil.

Anteriormente havia o conceito de que o T. gondii ndo era capaz de
sobreviver ap0s processo de cura, defumagédo ou congelamento, mas a carne
poderia permanecer infectante apos preparo em microondas, devido ao
cozimento desigual (LUNDEN e UGGLA, 1992). No entanto, cistos viaveis de
T. gondii foram recuperados a partir de carne congelada (DUBEY e
KIRKBRIDE, 1989), curada (WARNEKULASURIYA et al.,, 1998), sendo o
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consumo de carne curada considerado fator de risco para toxoplasmose
congénita (COOK et al., 2000).

Além da carne, como via de transmisséao, a eliminacdo do parasito pelo
leite ja foi demonstrada em cabras naturalmente infectadas (CHIARI E NEVES,
1984) e também demonstrada em infeccdo experimental, havendo eliminacao
do T. gondii em 12,7% (9/71) das cabras (VITOR et al., 1991), com
sobrevivéncia do agente até 7 dias a temperatura de 4°C (WALSH et al.,
1999).

2.4. A toxoplasmose humana

A infeccdo determinada pelo T.gondii € uma das mais importantes
infecgbes parasitarias no homem, estimando-se que aproximadamente um
terco da populacdo humana esteja infectada (HILL e DUBEY, 2002). As
prevaléncias variam de 0 a 100%, conforme a regido e o grupo étnico estudado
(TENTER et al., 2000). No Brasil, as taxas de prevaléncias encontradas por

regido, encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii em humanos, em estados

das cinco regides brasileiras, nos ultimos dez anos. Botucatu, SP, 2010.

Regido Estado Técnica|Ocorréncia| Positivos/Total Referéncia
Norte Para ELISA | 82,93% 68/82 Carmo et al. (2004)
Rondénia MAD 73,30% 195/266 Cavalcante et al. (2006)
Fortaleza ELISA | 53,10% 529/997 Rey e Ramalho (1999)
Nordeste Recife-Pernambuco RIFI 74,70% 376/503 Porto et al. (2008)
Sergipe ELISA | 69,00% 6351/9550 Alves et al. (2009)
Sao Paulo ELISA | 53,70% 478/890 Olbrich e Meira (2004)
Sudeste Sao Paulo RIFI 32,40% 110/339 Franciso et al. (2006)
Sao Paulo ELISA | 57,30% 133/232 Galisteu et al. (2007)
Mato Grosso do Sul HI 30,34% 44/145 Araljo et al. (2000)
Centro -Oeste Goias RIFI 51,20% 267/522 Avelino et al. (2003)
Mato Grosso ELISA | 70,70% 165/205 Ledo et al. (2004)
Mato Grosso do Sul | ELISA | 91,60% 29781/32512 [Figueird-Filho et al. (2005)
Parana RIFI 66,00% 228/345 Garcia et al. (1999)
sul Parana RIFI | 67,00% 1044/1559  |Reichel et al. (2000)
Santa Catarina ELISA | 41,91% 1713/2994 Cantos et al. (2000)
Rio Grande do Sul ELISA | 61,10% 6396/10468 |Reis et al. (2006)

RIFI = Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta; ELISA = Ensaio Imunonzimético;
LAT=Aglutinacdo em Léatex, MAD= Método de algutinacdo direta modificado, Hl= Inibicdo da

hemaglutinacéo.

O protozoario T. gondii, juntamente com as bactérias Salmonella e
Listeria monocytogenes representam mais de 75% de todas as mortes
transmitidas por alimentos nos EUA (MEAD et al., 1999).

E considerada como importante causa mundial de morbidade e
mortalidade infantil e estima-se que nasgam anualmente, no Brasil, cerca de
60.000 criangas infectadas, podendo ocorrer ainda, aborto, parto prematuro,
natimorto e casos de malformacdo (MACEDO, 1994).

A toxoplasmose congénita geralmente ocorre quando a mulher €
primariamente infectada com T.gondii durante a gestacdo (REMINGTON et al.,
2006). A infecgdo congénita pode ocasionar uma variedade de manifestages
no recém-nascido, sendo o0s sinais classicos a hidrocefalia, calcificacdo
cerebral, retinocoroidite e falhas no desenvolvimento (REMINGTON et al.,
2006).
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Nos EUA, os custos com a toxoplasmose congénita ultrapassam US$
1,26 milhdo por caso, valores atribuidos a gastos médico-hospitalares,
educacdo especial, cuidados especiais na residéncia do paciente, além da
perda na produtividade deste individuo (ROBERTS et al., 1994; KIJLSTRA e
JONGERT, 2008).

A sua incidéncia é alta e, apesar da doenca ser frequentemente
subclinica, manifesta-se principalmente em criancgas infectadas congenitamente
e em individuos imunocomprometidos (DUBEY e JONES, 2008).

Em imunossuprimidos, a enfermidade € importante em pacientes com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e pacientes transplantados
submetidos a terapia imunossupressora (HILL e DUBEY, 2002). A encefalite
toxoplasmica é a apresentacao clinica mais comum da toxoplasmose entre
individuos aidéticos (DUBEY e JONES, 2008). Pode causar encefalite em até
40% dos pacientes com AIDS e, estima-se que de 10 a 30% deles morram
devido a doenca (TENTER et al., 2000).

Mesmo em individuos sem comprometimento imunolégico, a
toxoplasmose vem sendo associada a linfadenopatia, febre, fraqueza,
debilidade, oftalmite, infeccdes multissistémicas e, recentemente, a
esquizofrenia e outras desordens psiquiatricas (MCALLISTER, 2005).

Produtos carneos oriundos das espécies suina, ovina e caprina,
contendo cistos teciduais, quando ingeridos crus ou mal cozidos, sdo uma das
principais vias de transmissédo para a populacdo humana (DIAS e FREIRE,
2005). Estudos de investigacdo epidemiolégica demonstram estreita relacao
entre a prevaléncia da infeccéo nos rebanhos e a ocorréncia de casos isolados
ou de surtos de toxoplasmose humana, podendo-se inferir, que a taxa de
infeccdo nestes animais possa ser considerada um possivel indice preditivo da
doenca humana. Refor¢ca essa afirmativa a descricdo de surtos seguida da
ingestdo de carne crua ou mal passada ou do consumo de leite in natura.
Abaixo segue uma breve descri¢éo dos surtos identificados no Brasil.

O primeiro relato de surto de toxoplasmose no Brasil, descrito por
Magaldi et al. (1967) ocorreu em Braganca Paulista-SP. Neste, de 81 pessoas
gue viviam em um seminario, 30 apresentaram toxoplasmose. Em virtude do
pouco conhecimento sobre a epidemiologia da doenca na época, ndo se

chegou a conclusdes a respeito das fontes de infeccdo ou das vias de
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transmissdo. Porém chama a aten¢do o fato de que todos, com excecdo de
trés dos seminaristas que adoeceram, comeram salame de um frigorifico de
Braganca Paulista.

Surto de toxoplasmose em uma festa arabe na cidade de Bandeirantes-
Parana, em 1993, em que pessoas apresentaram quadro clinico e perfil
sorolégico sugestivo de infecgdo aguda, apds ingerir carne crua de um rebanho
ovino com 23,0% de soropositividade para T. gondii (BONAMETTI et al., 1997).

Na confirmacéo de surto intra familiar de toxoplasmose no municipio de
Santa Vitoria do Palmar-RS, ficou associado o consumo de embutido de carne
suina (copa) com a ocorréncia de toxoplasmose entre os adultos (BRASIL,
2006).

Em 2006, um surto de toxoplasmose associado ao consumo de prato a
base de carne crua (Steak tartar) no municipio de S&o Paulo e Guaruja foi
publicado pelo Boletim Epidemioldgico Paulista, onde seis casos foram
confirmados para a doenca (BRASIL, 2006).

A infeccdo humana pelo leite de animais vem sendo relatada como
possivel had alguns anos. Sachs et al. (1982) identificaram um surto de
toxoplasmose aguda em dez pessoas de uma mesma familia que haviam
ingerido leite cru de cabra. Quando correlacionaram a soropositividade desses
individuos com outros fatores de risco para toxoplasmose, nenhum foi tao
expressivo quanto a ingestdo de leite cru de cabra. Desse modo, os autores
sugeriram ser este um importante veiculo de transmissao para o T. gondii.

A ingestdo de leite de cabra ndo pasteurizado também foi considerada
como provavel fonte de infeccdo de uma familia proveniente de éarea rural
(CHIARI e NEVES, 1984). Embora os relatos de infeccdo estejam associados
ao leite de cabra, outros autores declararam que o leite de outros animais pode
constituir fonte potencial de transmissédo do T. gondii (SPALDING, 2005). J& foi
demonstrada, experimentalmente, a presenca do agente no leite de varias
espécies como em bovinos, ratos, camundongos, camelos, gatos e céaes
(PETTERSEN, 1984; TENTER et al., 2000; POWELL et al., 2001; BRESCIANI
et al., 2001; ISHAG et al., 2006; COSTA, 2008).

Consultando a literatura observam-se poucos dados relativos a deteccao
de T. gondii no leite de ovelha, devendo-se admitir que no que se refere ao

risco de transmissao pela ingestao de leite cru, deva ocorrer efeito semelhante
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ao leite de cabra. Em um estudo realizado em rebanhos de ovelhas leiteiras no
sul da Italia foi possivel detectar o DNA do T. gondii em quatro amostras de
leite de um total de 117 amostras, demonstrando a potencialidade de
transmissao a partir de leite e produtos lacteos oriundos de ovelhas (FUSCO et
al., 2007).

Experimentalmente ja foi descrito camundongos lactantes cronicamente
infectados, excretando cistos pelo seu leite, mostrando que, apesar da
transmissdo ser comumente atribuida a eliminacdo de taquizoitos, também
pode ocorrer pela excrecédo de cistos teciduais (PETTERSEN, 1984, COSTA,
2008).

Estes dados sédo de importancia singular, uma vez que no Brasil, o leite
e seus derivados sdo importantes fontes de alimentacdo em éareas rurais, que
utilizam o leite para subsisténcia, sem pasteurizacdo ou fervura prévia ao

consumao.

Embora a ordenha de ovelhas pareca algo novo e original em nosso
pais, 0s paises europeus, asiaticos e do Norte africano tem uma tradicdo
milenar na producdo e consumo de queijos de leite de ovelha. Sendo assim,
existem no mundo mais de 100 milhdes de ovelhas que sdo ordenhadas com
uma producao estimada em 7,8 milhdes de litros de leite por ano (FAO, 2001).
Atualmente observa-se um incentivo ao consumo de leite de cabra e a
introducédo do leite de ovelhas, por apresentar inocuidade para pessoas que
possuem intolerancia a lactose do leite de vaca (BRITO, 2006). Estes fatos
justificam a preocupacdo em obter-se um produto que seja inécuo a saude
humana.

Embora ndo associado ao consumo de carne ou ingestdo de leite, vale
ressaltar que no Brasil foi registrado o maior surto de toxoplasmose do mundo,
ocorrido no municipio de Santa Isabel do Ivai-(PR). Um total de 462 pessoas
apresentaram sorologia sugestiva para toxoplasmose (IgM reagente). Dentre
0s acometidos, sete eram gestantes e destas, seis tiveram seus filhos
infectados, ocorrendo um caso de anomalia congénita grave e um aborto
espontaneo. A investigacdo epidemiolégica concluiu que a fonte de
contaminacdo era um dos reservatérios de &gua da cidade que estava

contaminado com oocistos de Toxoplasma (BRASIL, 2002).



16

O declinio da incidéncia da toxoplasmose humana esta diretamente
relacionado com a reducdo da infeccdo nos animais, o qual é alcancada por
medidas de controle. O controle da toxoplasmose baseia-se na monitoracao da
evolucdo da infeccdo subclinica na populacdo animal, ap6s a adocédo de
medidas preventivas apropriadas. Para tal propdsito, requere-se a identificacédo
rotineira dos animais infectados com T. gondii, o qual deve ser baseado em um
teste diagndstico rapido e exequivel (MAINAR-JAIME e BARBERAN, 2007).

2.5. Diagnéstico

A frequéncia da infeccdo comecou a ser caracterizada a partir de 1948,
com Sabin e Feldman, e a seguir com outros pesquisadores, ao desenvolverem
as primeiras provas diagnosticas da enfermidade. Tornou-se uma valiosa
ferramenta diagndstica em funcéo do diagndstico clinico dificil, por apresentar
sintomas e sinais clinicos genéricos o que leva a confusdo com outras
afeccdes de etiologias diversas, necessitando de técnicas laboratoriais para
sua confirmacdo (UCHOA, 1999).

Classicamente, o diagnéstico laboratorial da toxoplasmose baseia-se na
pesquisa de anticorpos contra o parasito por meio de testes soroldgicos
(COSTA et al., 2007). Segundo as caracteristicas desses anticorpos, diferentes
marcadores sorolégicos tém sido descritos para distinguir entre infeccao latente
e infeccédo recente (CONTRERAS et al., 2000). Outras respostas se esperam,
também, da sorologia da toxoplasmose, como datar o contagio pelo
Toxoplasma ou reagudizagdo de uma toxoplasmose latente. Por tais
interrogacdes, a sorologia da toxoplasmose apresenta-se como uma das mais
complexas, em continua evolucdo, exigindo uma variedade de testes e
experiéncia do responsavel pela realizacao e interpretacdo dos resultados.

Em ovinos, a utilizacdo de testes soroldgicos para a demonstracdo de
anticorpos anti-T. gondii € de grande importancia, frente as limitacdes
encontradas nos diagnosticos parasitologicos, molecular e clinico, dificultados
pela quase totalidade de formas assintomaticas (BAHIA, 1995). Além disso,
guando sintomatica, a toxoplasmose pode assumir quadros clinicos facilmente
confundidos com grande variedade de enfermidades, dificultando a tomada de

medidas especificas de controle e tratamento (VIDOTTO, 1992).
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Extensa literatura € encontrada sobre estudos de prevaléncia de
infeccdo em ovinos, por meio da deteccao de anticorpos anti-T. gondii. Embora
estes dados fornecam valiosa informacédo epidemiologica, ndo discriminam
entre infeccdo aguda e cronica (HILL e DUBEY, 2002).

Ha poucos relatos existentes na literatura sobre a distincdo das
infecgbes agudas e cronicas na toxoplasmose ovina e, quando existentes, s&o
baseados apenas no encontro de altos titulos de anticorpos IgG. Figlioulo et al.
(2004), relataram que 3,62% dos ovinos estudados em Sao Paulo se
encontravam na fase aguda da infec¢do por apresentarem titulos sorolégicos
superiores a 1024. O mesmo tipo de raciocinio € utilizado por Klun et al. (2006),
gue sugeriram que aproximadamente 10% dos ovinos avaliados na Sérvia se
encontravam na fase aguda da infeccdo, pois apresentavam anticorpos da
classe IgG especificos com titulos iguais ou superiores a 1600.

Em humanos e também nos animais, o diagnéstico da toxoplasmose
aguda recém adquirida tem sido feito tradicionalmente por provas soroldgicas
baseadas na deteccdo de imunoglobulinas especificas, anticorpos IgM, ou pela
demonstracdo de titulos ascendentes (soroconversdo) de anticorpos
especificos 1gG. Entretanto, devido a prevaléncia de altos titulos de anticorpos
IgG em individuos aparentemente normais ou a persisténcia de anticorpos IgM
especificos em alguns individuos tem complicado a interpretacdo de testes
sorolégicos quando se suspeita de toxoplasmose (BERTOZZI et al., 1999;
SUZUKI et al., 2001).

Apesar da importancia do estudo da resposta humoral na toxoplasmose,
existem poucas informacdes disponiveis principalmente nas espécies
domésticas, entre elas os ovinos (CONDE et al., 2001). Por estas razdes, €
necessario pesquisar novas técnicas sorologicas, capazes de distinguir
infec¢@o recente de infecgdo cronica pelo T.gondii, fornecendo, assim, melhor
precisédo temporal, quanto a ocorréncia da infeccdo (MEIRELES, 2005).

Dentre as provas soroldgicas para a detec¢do de anticorpos especificos
anti-T. gondii tem-se a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e a
técnica de Aglutinacdo Direta Modificada (MAD), dois testes de precisao
comprovada na deteccdo de anticorpos anti-T. gondii em soros de animais e
humanos (MINHO, 2004).



18

A RIFI é a prova mais empregada no diagndstico da toxoplasmose,
sendo utilizada como padrdo ouro. Titulos a partir de 16 s&o considerados
positivos para T. gondii (DUBEY e BEATTIE, 1988, ESTEBAN-REDONDO e
INNES, 1998). Segundo Fialho e Araujo (2002), a RIFI € um teste especifico e
sensivel, de facil realizacdo, com as desvantagens do alto custo do
microscopio de imunofluorescéncia e de apresentar interferéncias como
luminosidade, objetivas do microscoépio, filtros, sensibilidade do conjugado e do
antigeno, e subjetividade da leitura. Por essa técnica, os anticorpos IgM podem
ser detectados uma a duas semanas apos o inicio da infeccdo, alcancando o
pico em 6 a 8 semanas, quando entdo declinam. Titulos baixos podem persistir
por 12 meses. Os anticorpos IgG aparecem mais tarde, seus niveis
desaparecem gradualmente, podendo persistir ao longo da vida do hospedeiro.

A MAD consiste em um teste simples, acurado e ndo espécie-especifico,
gue detecta principalmente IgG, excluindo as IgM, porque o 2-mercaptoetanol
utilizado no teste, inativa as IgM especificas e inespecificas. No entanto, o teste
pode ser realizado com a utilizacdo de acetona (AA), metanol (AM) ou
formalina (AF) como fixadores de taquizoitos, permitindo assim diferenciar as
IgGs de fase aguda e cronica da infecgao (THULLIEZ et al., 1986; WILSON et
al., 1990; SILVA et al., 2007).

A MAD permite comparar os titulos de anticorpos obtidos com
taquizoitos fixados com formalina (antigeno AF) com titulos de anticorpos
obtidos com taquizoitos fixados com acetona (antigeno AA). Os antigenos AA,
AM e AF sao antigenos associados a membrana, sendo que 0S primeiros sao
encontrados predominantemente em taquizoitos e o Ultimo, em taquizoitos e
bradizoitos. Altos titulos na MAD-AA ou AM estdo associados com uma
infeccdo recentemente adquirida, enquanto que, titulos altos na MAD-AF estéo
associados com infec¢édo passada (SUZUKI et al., 2001).

Na MAD-AF, os antigenos reagem com anticorpos dirigidos tanto contra
antigenos 27kDa (tipico da fase aguda) como contra antigenos de 35kDa
(tipicos de fase cronica), enquanto que na MAD-AA aglutinam somente
antigenos de 27kDa. Desta forma, consegue-se distinguir a fase aguda da fase
cronica da infec¢do usando-se as duas provas concomitantemente (THULLIEZ
et al., 1986; SILVA et al., 2007).
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Silva et al. (2007) verificaram que em substituicdo a acetona, o metanol
apresentou excelentes resultados na diferenciacdo dos anticorpos de acordo
com o estagio da infeccdo. Além disso, demonstraram 0 comportamento
cinético dos anticorpos em ratas infectadas experimentalmente com T.gondii.
Inicialmente houve a deteccao de anticorpos de fase aguda nas duas provas de
aglutinacao, e posteriormente houve a diferenciagdo com os de fase cronica, a
partir dos titulos obtidos. A partir da terceira semana foram detectados titulos
superiores na MAD-AF em comparacao com a MAD-AM. Os autores enfatizam
que um periodo maior de infeccdo, como mais de um ou dois anos, seria mais
eficiente para se analisar a diferenciacdo dos estagios agudo e crbnico da
infeccdo, pois os titulos da MAD-AF tendem a se manter elevados com a
cronificacdo da infeccdo, e adaptacdo do sistema imune na producdo de
imunoglobulinas mais &avidas, enquanto que os titulos da MAD-AM tendem a
diminuir, com a cronificacao da infeccao, apresentando baixa avidez.

Nos Ultimos anos incorporaram-se técnicas de biologia molecular
aplicadas ao diagndstico da toxoplasmose, a reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) revolucionou o diagnostico da infeccdo (BOOTHROYD,
2009). Seu uso na Medicina Veterinaria, especialmente na deteccdo da
toxoplasmose ovina, tém se mostrado uma importante ferramenta diagnéstica,
principalmente nos casos de aborto (WHEELER et al., 1990), além da sua
eficacia na deteccado do DNA do parasito em produtos carneos destinados ao
consumo humano, utii em programas de monitoramento para seguranca
alimentar (ASPINALL et al., 2002). Esta técnica permite a amplificacdo das
sequéncias especificas do DNA, mesmo que presente em guantidades muito
pequenas, apresentando como principal vantagem a alta sensibilidade e
especificidade, mas a principal desvantagem se encontra ainda nos altos
custos dos equipamentos necessarios (SWITAJ et al., 2005).
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3. OBJETIVOS

1 - Diferenciar os estagios agudo e crbnico da infec¢gédo toxoplasmica em
ovinos infectados naturalmente com T. gondii, utilizando-se o método de

aglutinacéo direta com antigenos fixados pelo metanol e formalina;

2 - Acompanhar a evolugdo dos titulos de anticorpos das ovelhas nas
duas provas sorologicas (fixacdo em metanol e formalina) ao longo de 12

meses apos deteccdo da infeccao;

3 - Avaliar possivel detec¢do do DNA de T. gondii por reacdo em cadeia

da polimerase (PCR), no leite de ovelhas envolvidas no estudo;

4 - Correlacionar os resultados sorolégicos com o possivel encontro do

agente no leite das ovelhas.
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4. MATERIAL E METODOS

Os trabalhos experimentais “a campo” foram desenvolvidos na Fazenda
Experimental de Ensino, Pesquisa e Produgdo “Edgardia” pertencente a
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, localizada no municipio de
Botucatu (22°47°30” a 22°50° de latitude S e 48°22°30” de longitude W). Os
trabalhos laboratoriais foram realizados nos laboratorios do Nucleo de
Pesquisa em Zoonoses - NUPEZO, Departamento de Higiene Veterinaria e
Saude Pdublica, Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, SP. Todos os
procedimentos foram aprovados pela Camara de Etica em Experimentacio
Animal, protocolo niumero 13/2008-CEEA.

4.1. Animais de experimentacao

Um total de 40 ovelhas, em lactacdo, da raca Bergamécia foram
mantidas no setor de ovinos da Fazenda Edgardia, durante todo o periodo
experimental, que foi de 12 meses. Os animais foram mantidos sob pastejo
rotacionado, piquetes cultivados com capim Tanzania (Panicum maximum),
com acesso a agua potavel “ad libitum” em bebedouros automaticos. No
inverno, pela escassez de pasto, foram suplementadas com 300 gramas por
cabeca/dia de racdo comercial (Ovino Tech Elite® - Purina)

Para a producdo dos antigenos necessarios para as provas sorolégicas
foram utilizados camundongos Swiss Webster, albinos, ndo isogénicos, de 30
dias de idade, com cerca de 30 a 40g. Os animais foram procedentes do no

Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu.
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L2

Figura 1l e 2. Rebanho de ovelhas Bergamacia da Fazenda Experimental
Edgardia — UNESP — Campus Botucatu. Botucatu, SP, 2010.

4.2. Delineamento experimental

A triagem soroldgica das ovelhas foi realizada no periodo proximo a
cobertura, em marco de 2008. Estas foram submetidas & sorologia para
toxoplasmose utilizando-se 0 método de Aglutinacdo Direta Modificada (MAD)
de acordo com Desmonts e Remington (1980) e também a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), segundo Camargo (1974), instituindo-se
para ambas como ponto de corte o titulo 16. A partir dos resultados obtidos
pelo teste, 40 ovelhas foram selecionadas e divididas em dois grupos
experimentais, G1 e G2, com 20 ovelhas em cada grupo, assim divididos:
Grupo 1: 20 animais sorologicamente positivos para a infec¢éo por T. gondii.
Grupo 2: 20 animais sorologicamente negativos para a infec¢ao por T. gondii.

Os animais dos grupos 1 e 2 tiveram acompanhamento soroldgico pelo
MAD e pela RIFI, por um periodo de 12 meses, com frequéncia quinzenal,
iniciando-se a partir do periodo de cobertura das fémeas, no final do més de
marco de 2008. ApGs a pari¢ao, evento ocorrido entre final de agosto e primeira
quinzena de setembro de 2008, concomitantemente com a prova sorologica foi
também efetuada a coleta de leite das ovelhas soropositivas e também das
soronegativas, com frequéncia quinzenal, durante todo o periodo de lactacéo,
para posterior analise das amostras pelo PCR.
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4.3. Colheita de materiais
4.3.1. Colheita de sangue

Amostras individuais de sangue das ovelhas foram colhidas
quinzenalmente dos grupos 1 e 2 por venopuncao jugular com auxilio de
vacutainer. O soro sanguineo foi obtido por centrifugacdo a 1600g por 10
minutos, transferido para microtubos identificados e congelados a —20°C até a
realizacdo dos exames soroldgicos. Todas estas amostras foram separadas em
trés aliquotas (1- para MAD-AM e 2- MAD-AF; 3- para RIFI-IgM e RIFI-IgG),
para evitar o frequente congelamento e descongelamento das mesmas, e

consequente interferéncias nos resultados das provas soroldgicas.

4.3.2. Colheita de leite

O leite das ovelhas foi obtido por ordenha manual dos tetos utilizando-se
anti-sepsia prévia, com alcool iodado e uso de luvas durante a manipulacédo. As
amostras foram separadas em trés aliquotas, com 1.5 mL cada, e
armazenadas individualmente em microtubos de polipropileno estéreis livres de
DNAses e RNAses, mantidas sob refrigeracdo até a chegada ao laboratério, e

armazenadas a -80°C, para posterior extracdo de DNA e amplificacédo por PCR.

4.3.3. Colheita de amostras de solo

Amostras de solo foram colhidas das quatro areas de pastejo onde os
animais eram rotacionados e nas proximidades do centro de manejo,
coletando-se cinco amostras por area (quatro amostras laterais e uma no
centro das areas), com aproximadamente dez gramas cada amostra, colhidas
com auxilio de espatula de jardinagem, a uma profundidade de mais ou menos
cinco cm, totalizando 25 amostras. Foram acondicionadas em sacos plasticos,
e na chegada ao laboratério foram mantidas na geladeira a 4°C, até serem
preparadas para a pesquisa de oocistos pela técnica de flutuacdo em sulfato de

zinco.
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4.4. Cepas de Toxoplasma gondii

Para a producdo de antigeno utilizado em todas as provas sorologicas
realizadas neste experimento foi utilizada a cepa RH, isolada por Sabin em
1939 de uma crianga nos Estados Unidos (SABIN, 1941), pertencente ao
gendtipo |. Esta é mantida por inoculacdo intraperitoneal semanal de
camundongos Swiss, albinos, com 1mL de exsudato peritoneal obtido de
camundongos previamente inoculados. O animal foi fixado em decubito dorsal,
procedendo-se a anti-sepsia da regido ventral com alcool iodado, colhendo-se
o liquido ascitico com seringa de 10 mL e agulha 30mmx7mm. Primeiramente
injetou-se 5 mL de solucdo fisiolégica 0,9%, estéril, e depois aspirou-se o
conteldo, resgatando-se o0s taquizoitos. No caso de punc¢do acidental de algum
vaso ou 0rgdo, o liquido peritoneal era descartado, para que ndo houvesse
contaminagcdo do liquido ascitico por células, interferindo posteriormente, na

leitura pelo MAD ou pela RIFI.

4.5. Cepa de Sarcoma murino TG180

As células de sarcoma linhagem TG180 sao células tumorais derivadas
do sarcoma ATCC (CCRFS-180 IlI), em 1958. Estas células se multiplicam
como um tumor ascitico em camundongos e sdo comumente utilizadas para
obtencdo de uma grande quantidade de taquizoitos, quando da inoculagdo
concomitante do parasita com a célula, muito Gtil para producdo de antigeno
pelo MAD. Para a manutencdo desta linhagem tumoral em camundongos
inoculou-se, pela via intraperitoneal, cinco camundongos de 30 dias de idade,
com 0,2ml do lavado peritoneal de um camundongo previamente inoculado.
Apébs 12 dias, procedeu-se a eutanasia do camundongo que apresentou maior
grau de ascite, com a porcéo ventre abdominal mais rosada. Fixou-se o animal
em decubito dorsal, procedendo-se a anti-sepsia da regido ventral com alcool
iodado, colhendo-se o liquido ascitico com seringa de 10 mL e agulha
30mmx7mm. Outros cinco animais foram inoculados com parte do material
recém obtido. Os camundongos restantes foram eutanasiados assim que os da
nova passagem desenvolveram ascite (DESMONTS e REMINGTON, 1980).
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4.6. Técnica de aglutinacéo direta modificada (MAD)
4.6.1. Producdo de antigeno para técnica de aglutinacao direta modificada (MAD)

Foram inoculados 20 camundongos, via intraperitoneal, com 1mL das
suspensdes da cepa RH, previamente selecionada. Foi colhido o exsudato
peritoneal destes, trés dias apds, por lavagem intraperitoneal com 10mL de
solucdo salina 0,95% estéril, por animal. Os exsudatos foram observados e
avaliados ao microscopio e aqueles ricos em parasitas e livres de
contaminacdo bacteriana, hemacias e leucdcitos, foram homogeneizados,
volume a volume, com liquido ascitico tumoral (células de sarcoma murino
TG180), previamente diluido a 1/10 em solugéo salina 0,95% estéril. Com esta
suspensdo de taquizoitos e células tumorais, foram inoculados em
camundongos Swiss, com 40 dias de idade (2mL para cada). Dois dias apos a
inoculacao, foi colhido o exsudato, como descrito anteriormente (DESMONTS e
REMINGTON, 1980). Os lavados foram separados e submetidos a

centrifugacao.

4.6.2. Obtencao de taquizoitos por centrifugacéo

Os lavados peritoneais obtidos foram analisados em microscoépio optico
e agueles que apresentavam somente taquizoitos foram separados para serem
utilizados em volume completo, ou seja, puro. Os demais foram
homogeneizados e submetidos a um esquema de centrifugacdo, com rotacao
variavel. Iniciou-se com centrifugacdo da suspensao de células e taquizoitos a
65g por cinco minutos. Pipetou-se o sobrenadante, onde se encontravam os
taquizoitos, para outro tubo de centrifuga. O sedimento foi desprezado. O
sobrenadante foi centrifugado novamente, a 440g por 20 minutos, pipetando-se
0 mesmo para outro tubo. O sedimento obtido foi ressuspendido em solucdo
salina 0,95%, e centrifugado a 260g por dez minutos. O sobrenadante foi
acondicionado em tubo de centrifuga, para posterior inativacao, desprezando-

se 0 sedimento.

4.6.3. Inativagdo do antigeno pela formalina (AF)

Adicionou-se volume a volume solucdo de formalina-12% (formaldeido-

6%), diluida em SST 0,01M pH 7,2, a suspensado com parasitas, incubando-se
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overnight, em temperatura ambiente. No dia seguinte, centrifugou-se a 600g
por 10 minutos e, o sedimento, foi ressuspendido em 50ml| SST 0,01M pH 7,2.
O processo foi repetido mais duas vezes, para remover todo o formaldeido, e
finalmente ressuspendido em solucdo tampéao borato pH 8,7. A suspensao final
foi conservada a 4°C (DESMONTS e REMINGTON, 1980). A diluicdo de uso
do antigeno foi determinada pelo teste de varias diluicbes frente a soros

controle positivos e negativos.

4.6.4. Inativacao do antigeno pelo metanol (AM)

O antigeno fora adicionado de metanol PA na concentracdo final de
25%, como descrito por Silva (2007), como segue. Centrifugou-se a solucéo
rica em antigeno a 700g por 10 minutos. Desprezou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se em 150 ml de SST 0,01M pH 7,2, contendo 3ml de tripsina
25% e 4000U de heparina soédica, para romper todas as células
remanescentes. Incubou-se a solugdo em estufa a 37°C sob agitacdo
constante por 30 minutos. Centrifugou-se a 1500g por 15 minutos. Lavou-se
duas vezes em SST 0,01M pH 7,2 contendo albumina bovina 1% a 700g por 15
minutos. Ressuspendeu-se o sedimento em 120 ml SST 0,01M pH 7,2
contendo albumina bovina 1% sob agitacdo constante em temperatura
ambiente por 10 minutos. Adicionou-se rapidamente 40 ml de metanol, de
modo que a concentragdo final ficasse em 25% de metanol, e manteve-se sob
agitacdo por 15 minutos em temperatura ambiente. Apds, incubou-se a solugdo
em erlenmeyer de 250 ml, sob repouso, a 4°C por 36 horas. Apés a incubacéao,
centrifugou-se o0 sedimento a 4000g por 30 minutos, desprezou-se o
sobrenadante, e o sedimento foi ressuspendido em 10 ml de SST 0,01M pH 7,2
contendo albumina bovina 1%, sendo entdo centrifugado a 4000g por 10
minutos. Repetiu-se este procedimento por duas vezes. Ressuspendeu-se 0
sedimento final com 20 a 30 ml de SST 0,01M pH 7,2 contendo albumina
bovina 1% e azida sddica 0,15% (NaN3), sendo estocado a 4°C até o momento
da utilizac&o. A diluicdo de uso do antigeno foi determinada pelo teste de varias

diluicdes frente a soros controle positivos e negativos.
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4.6.5. Provas sorologicas
4.6.5.1. Diluicéo dos soros

Em microplacas distribuiu-se 150 puL de solucédo salina tamponada de
fosfatos (SSTF) pH 7.2 em cavidades de acordo com o nimero de amostras a
serem testadas, neste caso até 1:16384. Adicionou-se 10uL do soro a ser
testado na primeira cavidade na propor¢ao de 1:16. Transferiu-se 50uL do soro
diluido da primeira cavidade para a segunda, homogeneizando-se, repetindo-
se esta operacdo até a sexta cavidade, desprezando-se 50uL da ultima
cavidade (diluicbes 1:64, 1:256, 1:1024, 1:4096, 1:16384). O mesmo
procedimento foi realizado para uma amostra de soro sabidamente positiva
(controle positivo) e outra sabidamente negativa (controle negativo). Em provas
separadas, as amostras de soro foram testadas frente ao antigeno inativado

pela formalina e pelo metanol.

4.6.5.2. Técnica de aglutinacdo direta modificada, com antigeno inativado pelo
metanol (MAD-AM)

Das amostras de soro previamente diluidas em microplacas de fundo
chato, foram transferidos 50 pl de cada diluigdo do soro (1:16, 1:64 até
1:16384) para as respectivas cavidades de microplacas com fundo em “V”, e 50
ul de 2- mercaptoetanol 0,2M, diluido em solucdo tampé&o borato pH 8,97
(MAD-AM), e 50 ul do antigeno, diluido em solucdo tampé&o borato pH 8,97,
foram adicionados as cavidades. As placas foram seladas com filme plastico,
homogeneizadas por um minuto e incubadas a temperatura de 30°C, overnight

procedendo-se a leitura com interpretacéo dos resultados.

4.6.5.3. Técnica de aglutinacdo direta modificada, com antigeno inativado pela
formalina (MAD-AF)

As amostras de soro foram diluidas em microplacas de fundo chato,
transferindo-se 25 ul de cada diluicdo do soro (1:16, 1:64 até 1:65536) para as
respectivas cavidades de microplacas com fundo em “V’, e 25 ul de 2-
mercaptoetanol 0,2M diluido em SST 0,01M pH 7,2, e 50 ul do antigeno diluido
em solucéo tampéo borato pH 8,7 foram adicionados as cavidades. As placas

foram seladas com filme plastico, homogeneizadas por um minuto e incubadas
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a temperatura ambiente, overnight, no caso do antigeno inativado pela
formalina (DESMONTS e REMINGTON, 1980) procedendo-se a leitura com

interpretacdo dos resultados.

4.6.5.4. Leitura

A leitura foi realiza com a sobreposi¢éao da placa sobre um fundo escuro,
sendo consideradas positivas aquelas diluicdes dos soros em que se formava
uma pelicula que cobria pelo menos 50% da cavidade, e negativas quando se

formava botdo ou anel no fundo da cavidade (Figura 3).

Figura 3. Técnica de aglutinagéo direta modificada (MAD). Reacao positiva (A)
e negativa (B). Botucatu, SP, 2010.

4.7. Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (CAMARGO, 1974)
4.7.1. Producdo de antigeno para Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RI1FI)

A solucao antigénica foi obtida de lavados intraperitoneais realizados em
camundongos previamente inoculados, via intraperitoneal com suspensao
contendo taquizoitos da cepa RH (DESMONTS e REMINGTON, 1980). Este
exsudato, rico em taquizoitos, foi homogeneizado volume/volume em solucao
de formalina a 2%, obtendo-se uma suspenséo final a 1%. Foi incubada a 37°C
por 30 minutos, agitando-se suavemente por inversdo dos tubos, a cada 10
minutos, com posterior centrifugacdo a 1600 x g por 5 minutos. Apos,
desprezou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se 0 sedimento em 2 mL de
solucdo salina tamponada de fosfatos (SSTF) pH 7.2, centrifugando-se, como
anteriormente. Este procedimento foi repetido por duas a trés vezes até a
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obtencdo de 20 a 30 parasitos/campo, utilizando-se microscopio com aumento
de 40 vezes para a leitura, para examinar 50uL da suspensdo final, entre

lAmina e laminula.

4.7.2. Confecgéo das laminas de imunofluorescéncia

Para fixacdo do antigeno em laminas utilizadas na prova sorologica,
pipetou-se 10uL da suspensdo antigénica nas delimitagdes de laminas
adequadas para esta finalidade. Aspirou-se 0 excesso em seguida, restando
apenas uma fina pelicula, que posteriormente foi secada a temperatura
ambiente. As laminas assim preparadas foram mantidas em laminarios, em

freezer a -20°C, até o momento de sua utilizacao.

4.7.3. Prova Soroldgica
4.7.3.1. Diluicéo dos soros

Em microplacas distribuiu-se 150uL de SSTF pH 7.2 em cavidades de
acordo com o numero de amostras a serem testadas. Adicionou-se 10uL do
soro a ser testado na primeira cavidade na proporcao de 1:16. Transferiu-se
50uL do soro diluido da primeira cavidade para a segunda, homogeneizando-
se, repetindo-se esta operacdo até a sexta cavidade, desprezando-se 50uL da
Gltima cavidade (diluicdes 1:64, 1:256, 1:1024, 1:4096, 1:16384). O mesmo
procedimento foi realizado para uma amostra de soro sabidamente positiva

(controle positivo) e outra sabidamente negativa (controle negativo).

4.7.3.2. Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A pesquisa de anticorpos IgM e 1gG anti-T.gondii foi realizada segundo
metodologia descrita por Camargo (1974).

Na lamina fixada com o antigeno, distribuiu-se 10uL de cada diluicdo do
soro nos orificios de acordo com protocolo previamente determinado.
Incubaram-se as laminas a 37 °C em camara Umida por 30 minutos, em
seguida foram lavadas duas vezes com SSTF pH 7.2, deixando-as em imerséo
por 10 minutos cada lavagem. A seguir foram secadas e coradas. Procedeu-se

a diluicdo do conjugado anti-lgG/anti-IgM ovino-FITC (Bethyl®), em solugéao de
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azul de Evans a 20mg% diluida em SSTF pH 7.2 na propor¢cdo 1:5. Esta
solucdo preparada com o conjugado diluido em solucao de azul de Evans foi
distribuida em todos os orificios da lamina tratada com o soro, colocando-se
10uL da solugdo. Novamente a lamina foi incubada e lavada, como descrito
anteriormente. Depois de seca, colocou-se duas gotas de glicerina, cobrindo-se
com laminula 24 x 60 x 0,18 mm, estando pronta para a leitura.

4.7.3.3. Leitura

A leitura das laminas foi realizada em microscépio de fluorescéncia
(Zeiss SH250, Zeiss®) com sistema de filtros para fluorescéncia e lampada de
mercurio de 100V, com objetiva de aumento de 40 vezes e ocular de aumento
de 10 vezes. Considerando-se positiva a maior diluicdo do soro em que ainda
havia fluorescéncia completa na borda de pelo menos 50% dos taquizoitos. A
auséncia de fluorescéncia ou apenas na extremidade dos parasitas foi

considerada como reacdo negativa (Figura 4).

Figura 4. Reacao de Imunofluorescéncia indireta (RIFI). Reagao positiva (A) e

negativa (B).

4.8. Pesquisa de oocistos

4.8.1. Técnica de flutuacdo em sulfato de zinco

Pesou-se trés gramas de solo e misturou-se diretamente com a solugéo
de flutuagéo de sulfato de zinco a 33%. A mistura (solo e solucéo de flutuagéo)
foi passada por uma camada dupla de gaze. A seguir o conteudo foi transferido

para um tubo de centrifuga de 15 mL até atingir 0 menisco reverso e uma
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laminula 22 x 22 foi adicionada, submeteu-se a centrifugacéo a 650 g por cinco
minutos. A laminula foi entdo removida do topo do tubo, colocada na lamina e

examinada.

4.8.2. Leitura

Procedeu-se a leitura em microscopio 6éptico comum, com objetiva de 40

vezes, percorrendo-se toda a lamina.

4.9. Procedimentos de biologia molecular

4.9.1. Determinacao do limite minimo de detec¢do da técnica de PCR para T. gondii
em amostras de leite de ovelhas

Para a determinacdo do limite minimo de deteccdo foram utilizadas
amostras de agua ultra-pura e de leite de ovelhas contaminadas
experimentalmente com uma suspensao de 1,0 x 10° taquizoitos (cepa RH) por
mL, contados em camara de Neubauer. Realizou-se diluicbes seriadas com
PBS 7,2 estéril nas concentracdes aproximadas de 1,0 x 10%, 1,0 x 10° 1,0 x
10%, 1,0 x10%, 1,0 x 10° por mL, para as amostras de 4gua e 1,0 x 10°, 1,0 x
10%, 1,0 x10%, 1,0 x 10° por mL, para as amostras de leite. Posteriormente,

realizou-se a extracao de DNA dessas amostras.

4.9.2. Extracdo de DNA

Para realizacédo das extracbes de DNA dos controles positivos e das 138
amostras de leite, obtidas durante o experimento, utilizou-se kit comercial
lllustra Genomic Tissue & Cells genomic Prep Mini Spin (GE-Healthcare), como
descrito a seguir. Pipetou-se 200 pL de cada amostra leite em microtubo estéril
livre de DNAse e RNAse, acrescentou-se 50 pL de solucdo de lise 1 e 10 pL de
proteinase K (20mg/ml). Agitou-se em vortex por 15 segundos e incubou-se a
56°C por uma hora. Centrifugou-se a 2000 g por 10 segundos e foi acrescido 5
pul de RNAse e 500 pl de solugcédo de lise 2. Agitou-se em vortex por 15
segundos e manteve-se em temperatura ambiente por 10 minutos. Aplicou-se a
amostra na coluna do tubo coletor. Prosseguiu-se com a centrifugacéo a 11000

g por 1 minuto. Adicionou-se novamente solucdo de lise 2 e centrifugou-se
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novamente a 11000 g por 1 minuto. Acrescentou-se 500 pl de tampé&o de
lavagem. Centrifugou-se a 11000 g por 3 minutos. Descartou-se o tubo coletor
e colocou-se a coluna em microtubo estéril. Acrescentou-se 200 ul de tampéo
de eluicao e centrifugou-se a 11000 g por 1 minuto. A solucdo permaneceu em
geladeira por 24 horas para estabilizacdo e a seguir foi procedida a
qguantificacdo do DNA.

4.9.3. Quantificacdo de DNA

A quantificagdo foi avaliada em espectrofotometro (NanoVue-GE
Healthcare) que utiliza pequenos volumes das amostras com acuracia,

reprodutibilidade e economia de reagentes.

4.9.4. Amplificagdo do DNA

A reacdo em cadeia pela polimerase para a deteccdo de DNA de T.
gondii no leite foi realizada utilizando-se os oligonucleotideos TOX4, com
sequéncia de bases 5CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG3 e TOX5 com
sequéncia de bases 5’CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT3, segundo
descrito por Homan et al. (2000), amplificando uma regido de 529 pares de
base (pb).

Para a amplificacdo, cada tubo de reacao de 0,2mL com volume total de
25uL contendo tampao de reacdo (50mM KCI, 10mM Tris-HCI pH 8.0,), MgCl,
(1,5mM), solucdo de desoxinucleotideos (0,2 mM), 10pM de cada
oligonucleotideos TOX4 e TOX5 (10uM/uL - prodimol), 0,2U/uL de tag-
polimerase platinum (Invitrogen). O volume da reacéo foi corrigido com agua
ultrapura para 23 pL e adicionados 2 [IL de DNA (10ng/pL). A incubacéo foi
realizada em termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), em 35 ciclos
onde consistiu na desnaturacdo, anelamento e extensdo e um ciclo final para

completar a extensao dos amplicons (Quadro 1).
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Quadro 1. Etapas da amplificacdo das regides codificadoras dos
oligonucleotideos utilizados na deteccdo (TOX4 e TOX5) de T. gondii.
Botucatu, SP, 2010.

Etapas NUmero de ciclos | Periodo (minutos) | Temperatura (°C)

Desnaturagéao 7 94
Anelamento 1 1 60
Extensao 1 72
Desnaturagéo 1 94
Anelamento 34 1 60
Extenséo 1 72
Extenséo final 1 10 72

4.9.5. Eletroforese em gel de agarose para visualizagéo dos produtos amplificados na
PCR

Foi preparado gel de agarose a 2% adicionado de 1,0uL/mL de SYBR
Safe DNA gel stain (Invitrogen). Foram utilizados 8uL do material amplificado e
como marcador de peso molecular 4 uL de 100pb ladder (Invitrogen). Para
todas as amostras foram acrescidos 2 uL do tampéao de corrida (0,25% azul de
bromophenol, 0,25% xileno cianol, 30% glicerol, 70% agua Milli-Q). A corrida
eletroforética foi realizada em cuba horizontal HE99 (GE-Healthcare) contendo
TBE 1X (0,1m Tris, 0,09m &cido bérico e 0,00lm EDTA) e a voltagem
empregada foi 100 V por 90 minutos utilizando a fonte Electrophoresis Power
Supply Model EPS 301 (GE Healthcare). O gel foi visualizado em
transiluminador de luz UV e a imagem capturada pelo sistema GelDoc-It"
Imaging System foi fotodocumentada utilizando-se o software Vision
Works®LS.

4.9.6. Controles

Para cada sequéncia de extracdo e PCR de leite foram utilizados
controles positivo e negativo. Para o leite utilizou-se como controle positivo

amostras de leite de ratas contaminadas com T.gondii, na concentracao de 2,0
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x 10? taquizoftos/mL. Como controle negativo utilizou-se agua ultra-pura para

todas as amostras testadas.
4.9.7. Sequenciamento

Realizou-se o0 sequenciamento dos produtos amplificados obtidos nas
reacoes PCR, sendo realizada a purificagcdo destes produtos empregando-se
um kit comercial lllustra GFX™-PCR-DNA and Gel-Band Purification (GE-
Healthcare).

O sequenciamento foi realizado para confirmar a identidade dos
produtos amplificados obtidos pela PCR, comparando-se com sequéncias ja
definidas depositadas na base de dados do genBank. As reacdes de
sequenciamento foram realizadas pelo Centro de Estudos do Genoma
Humano/USP, em sequenciador automatico MegaBace™ 1000 (GE-
Healthcare) empregando-se o kit DYEnamicET Dye Terminator Cycle
Sequencing com Thermo Sequenase™ [l DNA Polimerase (GE-Healthcare) e
analisadas pelo software Sequence Analyser utilizando o Base Caller Cimarron
3.12. As sequéncias sense e antisense obtidas foram visualizadas pelo
software Chromas 2.3, na forma de eletroferograma, alinhadas pelo programa
MEGA4, submetidas ao BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/BLAST) e

comparadas com as sequéncias depositadas nos bancos de dados.

4.10. Andlise estatistica

Para efeito de andlise, os titulos de anticorpos obtidos pelos diferentes
métodos de detec¢do foram adicionados do valor 1 e a seguir calculou-se o log
correspondente. Este valor foi utilizado para se calcular a area sobre a curva
(ASC) para cada animal, calculando-se a seguir a média e o desvio-padréo
para cada teste. As ASC da RIFI-IgG e da MAD-AF foram comparadas pelo
teste t de Student. A correlacéo entre os resultados de RIFI-IgG e MAD-AF, e
de RIFI-IgM e MAD-AC foi verificada pelo teste de Spearmann.

Os resultados de deteccdo de DNA de T. gondii foram comparados com
o titulo de anticorpos em cada um dos testes pelo teste G.

Os mesmos resultados dos testes de deteccdo de anticorpos foram

comparados com os resultados da detecgcdo de DNA considerando-se como
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ponto de corte para a RIFI-IgG e para a MAD-AF o titulo 64, e para a RIFI-IgM
para a MAD-AC o titulo 16.
Para todos os calculos foram considerados significativos os valores de P

menores que 0,05.
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Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. Animais experimentais

Nenhum indicio clinico de toxoplasmose foi evidenciado nas ovelhas do
grupo sorologicamente positivo (grupo 1) para T. gondii, durante o periodo de
12 meses de acompanhamento dos animais. Durante o periodo experimental
as ovelhas de ambos os grupos (grupo 1 e grupo 2) foram desafiadas
naturalmente por outros agentes patogénicos, como actinobacilose no més de
abril de 2008, o ectima contagioso nos meses de junho e julho de 2008 e
hemoncose no periodo final da gestacdo e inicio da lactacdo. As trés
enfermidades que atingiram o rebanho promoveram emagrecimento dos
animais, e o tratamento preconizado para cada uma dessas doencas foi
instituido. Ressalta-se que sdo animais criados a condi¢cdes de campo, sujeitos
a desafios constantes por outros agentes patogénicos.

Durante a triagem para definicdo dos grupos experimentais, priorizou-se
a utilizacdo de animais positivos com titulos sorologicos iguais ou maiores que
64. Porém quatro ovelhas do grupo soropositivo para T. gondii, acometidas
pela actinobacilose foram eutanasiadas, e ovelhas com titulos 16 foram
utilizadas para compor o grupo de 20 animais soropositivos. No Nucleo de
Pesquisa em Zoonoses, adota-se o titulo 16 como positividade para a infec¢ao
toxoplasmica.

As ovelhas foram submetidas a monta natural, no més de marco e néo
foi realizado diagnostico de prenhez das mesmas. Do grupo com diagndstico
de infeccao, quatro ovelhas ndo emprenharam (ovelhas: 371, 372, 401, 511), o
mesmo numero foi observado no grupo soronegativo (ovelhas: 319, 364, 410,
495), ndo sendo possivel a coleta de leite destes animais. Nao foram
observados, durante o estudo, casos de aborto. Dos grupos experimentais,
uma ovelha prenhe (ovelha 452) do grupo 1 ndo entrou em lactacdo por morte
do cordeiro. A desmama ocorreu no segundo més de vida dos cordeiros.

Os animais soronegativos (grupo 2), ndo soroconverteram durante o
periodo do experimento, pois nenhum titulo foi detectado pelas diferentes

técnicas sorologicas empregadas no estudo.
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Nao foi detectado oocistos nas amostras de solo, pelo método de

flutuagéo em sulfato de zinco.

5.2. Provas Sorolégicas

Para definicho dos grupos sorologicos, utilizou-se a técnica de
aglutinacédo direta modificada com antigeno fixado pela formalina como prova
de triagem. No primeiro momento do experimento ficou estabelecida a seguinte
distribuicdo: nove ovelhas com titulo inicial de 1:1024, uma ovelha com titulo de
1:256, duas ovelhas com titulo 1:64 e oito ovelhas com titulo 1:16.

Tabela 3. Identificacdo das ovelhas, pertencentes ao grupo 1 (sorologia
positiva) com distribuicdo inicial dos titulos de seus anticorpos anti- T. gondii e
grupo 2 (sorologia negativa), pela técnica de aglutinacdo direta modificada

com antigeno fixado pela formalina (MAD-AF).

Grupo 1: ovelhas sorologicamente positivas | Grupo 2: ovelhas sorologicamente negativas
Animal 16 64 256 1024 Animal
185 X 266
219 X 293
361 X 297
371 X 319
372 X 338
381 X 349
393 X 353
401 X 364
404 X 380
440 X 389
450 X 410
452 X 439
476 X 453
480 X 456
482 X 467
503 X 475
510 X 483
511 X 495
520 X 519
530 X 523
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Os resultados dos exames soroldgicos pela MAD-AF, RIFI-IgG, MAD-
AM, RIFI-IgM, sé@o apresentados na tabela 4, tabela 5, tabela 6 e tabela 7,
respectivamente, indicando o titulo sorolégico individual do grupo 1, coleta de
amostra de leite e encontro do DNA do parasito, nos diferentes momentos de
coleta de amostras.

A comparacdo entre os testes sorolégicos dos animais do grupo 1 em
um mesmo momento é demonstrada na tabela 8. Pelo teste t de Student, ndo
houve diferenca significativa entre MAD-AM e RIFI IgM, porém pelo mesmo
teste, constatou-se diferenca significativa entre MAD-AF e RIFI IgG,
observando uma maior sensibilidade do MAD. A figura 5 demonstra
graficamente os mesmos dados indicando a média em log dos titulos do grupo
soropositivo, pelas diferentes provas sorolégicas, nos diferentes momentos de
coleta das amostras. Ainda, nesta figura observam-se oscilagdes nos titulos
sorologicos durante os diferentes momentos, embora a média dos titulos da
altima coleta seja inferior a média dos titulos da primeira coleta.

A correlacao entre as provas sorolégicas MAD-AF e RIFI IgG e MAD-AM
e RIFI IgM é demonstrada na tabela 9, observando-se correlacdes altas e
positivas entre as variaveis estudadas conjunta e graficamente. Correlacdes
altas e positivas, com r préximo do valor 1. A representacdo grafica entre as
variaveis MAD-AF x RIFI IgG, observadas na figura 6, e MAD-AM x RIFI IgM,
observadas na figura 7, mostram uma dispersao proporcional entre Xe'Y.

Para interpretacdo dos resultados sorolégicos obtidos pela MAD-AM e
MAD-AF, para diferenciacdo entre os estagios agudo e cronico da infeccédo por
toxoplasmose, utilizou-se o quadro adaptado, proposto por Montoya et al
(2007), onde cruza-se titulo soroldgico obtido na MAD-AM (eixo X) com o titulo
obtido na MAD-AF (eixo y), obtendo-se o quadrante correspondente ao estagio
da infec¢do: cronico, ambiguo e agudo (Figura 8). Aplicando-se os resultados
sorologicos do grupo 1, obtidos pelo MAD-AF e MAD-AM (apresentados
anteriormente nas tabelas 4 e 6) no quadro, todos os animais apresentam-se

no estagio cronico da infecgéo.



Tabela 4. Datas das coletas de leite das ovelhas, com seus respectivos titulos sorolégicos pelo método da aglutinagéo direta modificada

com antigeno fixado pela formalina, e encontro do DNA do T. gondii no leite. Botucatu, SP, 2010.
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Goleta|] 1 | 2] 3] 45| 6] 7]8|9]n|n 6| v | B8 ) ul| 5| %
Animal | 11/3/08 | 25/3/08] 8/4/08 |22/4/08 6/5/08 |20/5/08] 3/6/08 | 17/6/08| 1/7/08 | 15/7/08] 29/7/08 21/10/08| 4/11/08 30/12/09 27/1/09 | 10/2/09) 241209
8 | 16 | 16 |16 ]| o o o] o]w]| 16]1n ) 0 16 % | 0 | 0
79 | 104 | 1008 | 4096 | 409 | 1004 | 1024 | 1024 | 26 | 26 | 256 | 10 6 | 10 1004 104 | 1004 | 1004
361 | 1024 | 1006 | 1004 | 1004 | 1026 | 1004 | 256 | 256 | 256 | 256 | 26 % | 104 1004 04 | 26 | e
1| 66 | 64 | 64| 64 | 64 | 6 | 64 | 64 | 64 | 64 | 6 o | 6 & 6 | 16| 1
| 16| 16| 16| 6] 0|36 |%6| 0|16 6|5 % | 1 | 16 1 0| 0o
R | 16 | 6 | 16| 16|16 56| 0| 0 |86| 16|16 1 b 5 0 0| 6] 0
38 | 104 | 1004 | 1004 | 1024 | 256 | 26 | 64 | 64 | 26 | 256 | 256 2 & 6 | 6 | 6
w01 | 26 | 2 | 26 | 256 | 26 | 26 | 64 | 64 | 26 | 26 | 26 6 | 6 | 2% 26 o | 6 | 1
a0 | 6 | 64 | 296 | 296 | 64 | 64 | 64 | 64 | 26| 64 | o 6 | 16 64 % | 64 | e
m | 16| 16| 16w oo o] o|w]|w]|o0 6 | 16 1 0o | oo
w0 | 16 | 16 |6 | 6|0 ] o] 0o |w]|w]| o0 0 1 % | 0| 0
50 | 1006 | 1026 | 1026 | 1004 | 256 | 26 | 26 | 64 | 26| 64 | 6 | 6 | 26 26 %6 | 64 | 64
g6 | 16 | 16| 6|16 0| 01| 0|1 ]| 16|15 0] 0 | 0 1 % 0| 0
00 | 1006 | 1024 | 1004 | 104 | 256 | 1004 | 256 | 256 | 256 | 256 | 1004 o IEREE 26 % | 26 | &
1) | 1006 | 102 | 1006 | 26 | 256 | 26 | 256 | 26 | 26 | 2% | 56 B | 6 256 %6 | 64 | 6
53 | 16 | 16 | 16|16 0| 1] 0| 0 |w]| 6|1k 1 1 %] 0] 0
510 | 1004 | 102¢ | 1004 | 4096 | 409 | 409 | 1024 | 1004 | 1004 | 1004 | 104 W 5 2% % | 64 | 6
s | 16 | 16 | 16 | 16| 6] 6| 0| 0|16 | 86|18 0] 0 | 1 0 0| 0| 1
50 | 1024 | 104 | 1026 | 1004 | 256 | 1004 | 2 | 256 | 256 | 256 | 256 o 0% 104 104 | 26 | 26
50 | 1024 | 1026 | 1004 | 1004 | 1004 | 1024 | 2% | 256 | 104 | 256 | 256 o s | 25 % | 26 | 26

Coleta de Leite
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Tabela 5. Datas das coletas de leite das ovelhas, com seus respectivos titulos sorologicos pela reagao de imunofluorescéncia indireta

para anticorpos da classe IgG, e encontro do DNA do 7. gondii no leite. Botucatu, SP, 2010.

Coleta: | 1 2 3 4 5 6 I 8 9 10 11 2| B3| 4] 15 16 7 18 19 2 2 2 23 2 5 | 2%
Animal | 11/3/08 | 25/3/08| 8/4/08 |22/4/08] 6/5/08|20/5/08| 3/6/08 | 17/6/08| 1/7/08|15/7/08| 29/7/08|12/8/08) 26/8/08| 9/9/08, 23/9/08 7/10/08 21/10/08| 4/11/08 |18/11/09| 2/12/09|16/12/09|30/12/09| 13/1/09|27/1/09 | 10/2/09|24/2/09
185 16 16 0 0 0 16 0 0 0 0 16 1f u 0 0 16 16 16 16 16 16 16 0
219 | 25 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 25 | 256 | 256 | 256 | 25 ‘ o 64 256 | 25% | 25 | 256 | 256 | 25 | 256 | 256 | 2%
361 | 1024 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 6 G 256 | 256 | 256 | 1024 | 1024 | 256 | 256 | 256 | 2% | 64
3N b4 64 64 | 64 | 64| 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 16 | 64 | 16 16 64 64 b4 b4 o4 64 64 b4 16 16
3n 16 16 16 0 0 b | 1 0 16 | 16 16 16 6 | 16| 16 16 16 16 0 16 16 0 0 0 0 0
381 16 16 6 | 16| 16| 16 | 16 0 0 16 16 16 6 8 16 16 16 16 0 0 16 16 0
393 | 25 | 25 | 256 | 256 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | o , 64 256 b4 b4 64 b4 64 16 16
401 64 64 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 25 | 256 | 64 | 256 | 64 | 64 | o4 64 64 b4 256 | 256 | 2% b4 64 64 64 16
404 64 | 64 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | ©4 b4 ‘ 64 64 o4 64 64 64 64 64 | 64 | 16
440 16 16 16 0 0 0 16 | 16 0 0 0 | 0| D 1 IRU 16 16 16 16 0 0 0 0 0
450 16 16 16 0 0 16 0 0 0 16 0 0 0 0 0 16 0 0 0 0 0 0
452 | 25 | 25 | 256 | 256 | 25 | 256 | 256 | 64 | 256 | 4 64 | 64 | 64 | 64 | o4 64 64 256 256 | 256 | 256 | 25 64 | 25 | 64 | o4
476 16 16 0 0 16 0 0 0 0 0 0 0 10| o0 0 0 16 0 0 16 0 0 0 0 0
480 | 25 | 256 | 256 | 1024 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 1024 | 256 M 256 | 256 | 256 | 256 | 1024 | 256 | 256 | 256 | 64 | 64
482 | 25 | 25 | 256 | 256 | 256 | 25 | 25 | 256 | 16 | 16 | €4 4 ) 256 | 25 | 26 | 25 | 256 | 256 | 256 | 64 | o4
503 16 16 0 0 0 16 0 0 16| 16 0 01 & | 0 16 16 16 16 16 16 0 0
510 | 1024 | 256 | 256 | 1024 | 1024 | 256 | 25 | 25 | 1024 | 256 | 256 | 256 | 2% | 2% b4 64 256 b4 b4 64 b4 64 | 64 | o
511 16 16 16 | 16| 16 | 16 0 0 16 | 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16 0 0 0 0 0
520 | 1024 | 256 | 256 | 256 | 25 | 25 | 25 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 : : . 64 1024 | 1004 | 1024 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 64
530 | 1024 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 2% | 2% . b4 64 64 1024 | 1024 | 1004 | 2% | 256 | 25 | 256 | 64 | o4

Coleta de Leite
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Tabela 6. Datas das coletas de leite das ovelhas, com seus respectivos titulos soroldgicos pelo método da aglutinagéo direta modificada

com antigeno fixado pelo metanol, e encontro do DNA do T. gondii no leite. Botucatu, SP, 2010.

etal t | 21 3| 4] 5 6] 7] 8910|218 |w|15 |16 | 17 | 18]19 |20 | 0|2 | 8|24 25|17
Animal| 11/3/08] 25/3/08 | 8/4/08 [22//08] 6/5/08 |20/5/08] 3/6/08 | 17/6/08] 1/7/08 | 15/7/08| 29/7/08|12/8/08] 26/8/08] 9/9/08 | 23/9/08] 7/10/08|21/10/08] 4/11/08 |18/11/09| 2/12/09) 16/12/09)30/12/09)| 13/1/09) 27/1/09 | 10/2/09) 24/2/09
1% | o[ oo lolo|lo]olo]o] o] 0] o 0 | 0 o | ol o o | o] o] o]0
29| 16 | 16| 16| 16| 16| 1%6]%6| 0] 0] 0] 0 \ 0| 0 0o |l ol o o o] o] 0|0
%1 | 16| 16 16w oo oo olo] 00 0 M 0 | 0 0o [ o ol o o] o] 0]o0
31| 16| 16 0 | o |1 |w|w] oo 0] oo oo 00| 0|0 o |l ol ol 6| o] o] o]0
sl ol o] o olololo]ofo]o] ool ojolo] 0] 0] 0 0o | o] o] o] o] o] o]0
o] o] ololol ool o]olo| ool e 0 o | o | o o | 0] o] o]0
393 o | o ol oo ool oo o]0 0| 0 0 | 0| 0 0o | o | 0| 0] 0
01 | 16| 16| 16 1616161616166 0 0] 0o o] o) o] 16| 0 |[®] 0] 0] 0] 0]1®]|O0
404 | 64 | 64 | 64 | 64 | 16| 16 | 64 | 16 | 16| 16| 16 | 16 6 | 16 | 16 | 16| 16| 16 | 16| 16| 16| 16
a0 o | o | o oo oo ool o]o0 0 0 | 0 o | ol o o o] o] o]0
50 0o | o oo loflo]o] ool o] o]0 A 0 ol o o] o] o] o] 0]o0
50 | 64 | 151 16| 16| 1616w 0| 0oflo]| oo oo o0 6| W] 0[O0 00 ]0]O0]O0]O
40 0| o o lolo]olo]o]olo]o 0 ol o] 0| o o | ol o o o] o] o]0
480 | 16 | 16 | 16 | 0 | 0| 1616|016 16]0 o 0 | 0 0o | o o o] o] o] o]0
8 | 16| 16| 6o fo] oo o000 o .| ool oo oo o]0
53 | o | o | oo o] ool o ]ojo] 00 x w5 oo o] o] ool o0o]o
50 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 16| 16 | 16| 16| 16 | 16| 16 | 1 M 5 | 16 | 6| 16| 0| 0o 0|00
s o | o | ol ool ololo]olo]0o]0o] o]0 0ol 0| o o | o] o o o] 0o o]0
50 | 64 | 16 | 16 | 16| 16| w6 o ool o] o]0 _ 0 0 | 5| 0o | o] o] o] o]o
530 | 64 | 64 | 64 | 16| 6 | 16 | 16| 16 | 16| 16| 0 . T o0 | 15 | o | o | o | 0o | 0| 0] 0] 0

Coleta de Leite
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Tabela 7. Datas das coletas de leite das ovelhas, com seus respectivos titulos sorolégicos pela reacéo de imunofluorescéncia indireta

para anticorpos da classe IgM, e encontro do DNA do T. gondii no leite. Botucatu, SP, 2010.

Coleta: | 1 2 | 3 | a5 | 6| 7| 8| 9|w|u|n|B w6 |18 w9020 28] s]s5]n
Animal | 11/3/08 | 25/3/08 | 8/4/08 |22/4/08] 6/5/08|20/5/08| 3/6/08 | 17/6/08| 1/7/08 |15/7/08| 29/7/08|12/8/08| 26/8/08| 9/9/08| 23/9/08] 7/10/08| 21/10/08)| 4/11/08 | 18/11/09] 2/12/09 |16/12/09] 30/12/09] 13/1/09 | 27/1/09 | 10/2/09]28/2/00
18 | 0| o ol o|o] oo ool o] 0 0 00 0 | o0 o | o o] o o o] o] o0
29 | 16 | 0 0| 06| 1]| 0] 01| 0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 0
361 0 | o ojo o o| o] o|lo] o] oo 0 0 0 0 0 0 0 0 0| o] 0] 0
37 16| o | oo ||| o] ool o] o o] olo] o] 0ol o 0 0 0 0 0 0| o] 0] 0
3 | 0 0ol ojojolo]o]o|lo]o] o | o] o|o]| o] of o0 0 0 0 | o 0 0] 0] o] o0
| 0l o] oloflo| oo o|o|lo]| o] o} @ ) 0 0 0| o 0 0 ] 0o | o] o
33 | 0 0ol ol oo oo ol o]| 0] 0o |0 0 0 0 | o 0 0 | 0| 0] o
400 | 16 | o | o oo o o] o |w|] o] o |lo]| oo o] 0]l o 0 0 0 | 0 0 | 0| 0] 0] o
404 | 16 | 64 | 16 | 16 | 16| 16 | 16 | 16 | 16| 16| 16 | 16 [ 16 6 | 16 | 16 | 16| 16| 16 | 6| 16| 16 | 16
40 | 0 0|l oo oo o] o|o] o] of@ | | 0 0 0 0 0 0 0| 0o ] 0] o
450 | 0 o loflojlol ool o]o] o o of 8 i 0 0 0 | o 0 0| 0] 0] o
452 | 16 | o | o | o ||| o] o | o] o] o lo]| oo o] 0] o 0 0 0 | 0 0 0| o] 0] o
476 | 0 0ol oo oo o] o|o] o] o 0 o] o] o 0 0 0 | o 0 0| 0] 0] o
480 | 16 | o | o] o ||| o] o o] o] o) @ ‘ 0 0 0 0 0 | o 0 0] 0] 0] o
| ol ol ojoflo|lolol]o|lo] o] o “ - 0 0 | 0| o0 0o | oo oo
53 | 0 ol oo o] o] oo |o|o| o] oo ‘ 0 0 0| o 0 0] o] o] o
500 | 16 | 16 | 64 | 64 | 16| 16 | 16| 16 | 6| 16| 16| 16| 16|16 W 15 | 16 | 16| 16| 0 0| o] o] o
511 | 0 0ol oo o] o]ojololoflo|o]| oo o] ol o 0 0 0| o 0 0| o o] o
50| 16 | o | o] o || o | o] o |o0o] o] oo . 0 0 0 0| 0 0 0] 0o o] o
530 | 64 | 16 | 16 | 16 | 16| 16 | 16| 16|16 0| 0o [0 0| 0 i, 0 0 0 0 0 | 0 0 0| 0| 0] o0

Coleta de Leite

. Detecgao molecular do DNA de T. gondii no leite
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Tabela 8. Média = desvio-padrdo das areas sobre a curva (AUC) para a
deteccdo de anticorpos anti-T. gondii em soros de ovelhas pelos métodos de
aglutinacédo direta com antigenos fixados pela formalina (MAD-AF) ou etanol
(MAD-AM), e reacdo de imunofluorescéncia indireta para anticorpos da classe
IgG (RIFI-IgG) e IgM (RIFI-IgM). Botucatu, SP, 2010.

Teste AUC (Média + Desvio-padréao)
MAD-AF 1.753" + 0.320
RIFI-IgG 1.499% + 0.237
MAD-AM 0.303 £ 0.235
RIFI-IgM 0.175+0.132

Estatistica: para os testes MAD-AF e RIFI-IgG, valores de média seguidos de
letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste t de Student.
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Figura 5. Cinética de anticorpos séricos (média) anti-T. gondii em ovelhas,
verificados pelos métodos de aglutinacdo direta com antigenos fixados pela
formalina (MAD-AF) ou etanol (MAD-AM), e reagdo de imunofluorescéncia
indireta para anticorpos da classe IgG (RIFI-IgG) e IgM (RIFI-IgM). Botucatu,
SP, 2010.

Tabela 9. NUmero de pares, teste t, coeficiente de correlacéo (r) e valor de P,
pelo teste de Spearmann, para as comparacfes entre os titulos de anticorpos
anti-T. gondii detectados pelos métodos de aglutinacdo direta com antigenos
fixados pela formalina (MAD-AF) X reagao de imunofluorescéncia indireta para
anticorpos da classe IgG (RIFI-IgG), e pelo método de aglutinacdo direta com
antigenos fixados pelo etanol (MAD-AM) X IgM (RIFI-IgM). Botucatu, SP, 2010.

Métodos avaliados NUmero de Teste t r Valor de P
pares
MAD-AF x RIFI-IgG 520 53,512 0,920 <0,0001

MAD-AC x RIFI-IgM 520 24,817 0,738 <0,0001
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Figura 6. Frequéncia de titulos de anticorpos anti-T. gondii detectados pelos

métodos de aglutinacéo direta com antigenos fixados pela formalina (MAD-AF)

X reacao de imunofluorescéncia indireta para anticorpos da classe 1gG (RIFI-

IgG). Botucatu, SP, 2010.
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Figura 7. Frequéncia de titulos de anticorpos anti-T. gondii detectados pelos

métodos de aglutinacdo direta com antigenos fixados pelo etanol (MAD-AC) X

reacdo de imunofluorescéncia indireta para anticorpos da classe IgM (RIFI-

IgM). Botucatu, SP, 2010.
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Figura 8. Quadro adaptado de Montoya et al. (2007), para estabelecimento do
estagio da infeccdo por T. gondii.

5.3. PCR

5.3.1. Limiar de deteccédo para limite minimo de T. gondii em amostras de
leite

O limite minimo de Quadro adaptado de Montoya et al. (2007), para
estabelecimento do estagio da infeccdo por T. gondii.detec¢do da reacédo de
PCR para T. gondii em amostras de leite foi de 10 parasitas por mL, utilizando-
se o kit comercial lllustra Genomic Tissue & Cells genomic prep. Mini spin
Purification Kit (GE-Healthcare). As mesmas amostras testadas pelo Kit
comercial GFX Genomic Blood DNA Purification (GE Healthcare) mostraram-se
menos sensiveis, com limite minimo de detec¢do de 100 parasitas por mL.
Para extragOes dos controles e das amostras de leite, optou-se pelo primeiro
Kit, por ser mais sensivel.
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Figura 9. Visualizacdo de banda de 529 pb, em gel de agarose 2,0%,
mostrando os fragmentos de amplificacdo das diluices de T. gondii em agua
ultra-pura e no leite de ovelhas. (A) amostras de agua ultra-pura contaminadas
com taquizoitos (B) amostras de leite contaminadas com taquizoitos. 1) padréo
de peso molecular 100 bp DNA-Ladder Invitrogen®; A2) 1,0 x 10°
taquizoitos/ml A3) 1,0 x 10° taquizoitos/ml A4) 1,0 x 10? taquizoitos/ml A5) 1,0
x10' taquizoitos/ml A6) 1,0 x 10° taquizoitos/ml. B2) 1,0 x 10° taquizoitos/ml
B3) 1,0 x 10? taquizoitos/ml B4) 1,0 x10' taquizoitos/ml B5) 1,0 x 10°
taquizoitos/ml. Botucatu, SP, 2010.

5.3.2. Deteccao de DNA de T. gondii em amostras de leite

Os momentos das coletas de leite e o resultado da PCR,
correlacionando com o titulo soroldgico individual das ovelhas soropositivas,
pelas diferentes provas sorologicas, sdo apresentados nas tabelas 10,11, 12 e
13.

Ao total, 70 amostras de leite das ovelhas soropositivas foram
analisadas, a PCR foi positiva em sete amostras de leite (Figura 10),
detectando-se o DNA do T. gondii no leite de cinco ovelhas (ovelhas 361, 480,
510, 520, 530) sendo que de duas dessas ovelhas o DNA foi detectado no leite

por duas vezes (ovelhas 361 e 530).
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Figura 10. Visualizacdo de banda de 529 pb, em gel de agarose 2,0%,
mostrando os fragmentos de amplificacdo de T. gondii no leite de ovelhas. 1)
padrdo de peso molecular 100 bp DNA-Ladder Invitrogen; 2) ovelha 361 3)
ovelha 530; 4) ovelha 361; 5) ovelha 480; 6) ovelha 530; 7) ovelha 510, 8)
ovelha 520; 9) controle negativo; 10) controle positivo. Botucatu, SP, 2010.

No grupo 2, analisou-se 69 amostras de leite e ndo houve deteccédo do
DNA do T. gondii em nenhuma amostra.

As tabelas 10, 11, 12 e 13 apresentam os resultados da PCR das
ovelhas soropositivas, correlacionando-os com os titulos soroldgicos obtidos
pelas diferentes provas soroldgicas MAD-AF, RIFI-lgG, MAD-AM e RFI-IgM,

respectivamente, nos momentos da coleta de leite.
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Tabela 10. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de negativos e positivos a
reacdo em cadeia pela polimerase para a deteccdo de T. gondii em amostras
de leite de ovelhas, segundo os titulos de anticorpos ao método de aglutinacéo

direta com antigeno fixado pela formalina. Botucatu, SP, 2010.

PCR Negativo PCR Positivo TOTAL

MAD-AF n % N % N %
0 16 94,1 0 0,0 16 22,9

16 14 100,0 0 0,0 14 20,0
64 12 100,0 0 0 12 17,1
256 18 72,0 7 28,0 25 35,7
1024 3 100,0 0 0,0 3 4,3
TOTAL 63 90,0 7 10,0 70 100,0

Estatistica: Teste G = 15,86; p=0,0032

Tabela 11. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de negativos e positivos a
reacdo em cadeia pela polimerase para a deteccdo de T. gondii em amostras
de leite de ovelhas, segundo os titulos de anticorpos a reacdo de

imunofluorescéncia indireta para anticorpos da classe IgG. Botucatu, SP, 2010.

PCR Negativo PCR Positivo TOTAL
RIFI-IgG n % N % N %
0 21 100,0 0 0,0 21 30,0
16 9 14,3 0 0,0 9 12,9
64 23 85,2 4 14,8 27 38,6
256 10 76,9 3 23,1 13 18,6
TOTAL 63 90,0 7 10,0 70 100

Estatistica: Teste G=8,81; p=0,0319
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Tabela 12. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de negativos e positivos a
reacdo em cadeia pela polimerase para a deteccdo de T. gondii em amostras
de leite de ovelhas, segundo os titulos de anticorpos ao método de aglutinacdo

direta com antigeno fixado pelo etanol. Botucatu,SP, 2010.

PCR Negativo PCR Positivo TOTAL
MAD-AM n % N % N %
0 53 91,4 5 8,6 58 82,9
16 10 83,3 2 16,7 12 17,1
TOTAL 63 90,0 7 10,0 70 100,0

Estatistica: Teste G=0,63; valor de P=0,4266

Tabela 13. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de negativos e positivos a
reacdo em cadeia pela polimerase para a deteccao de T. gondii em amostras
de leite de ovelhas, segundo os titulos de anticorpos a reacdo de

imunofluorescéncia indireta para anticorpos da classe IgM. Botucatu, SP, 2010.

PCR Negativo PCR Positivo TOTAL
RIFI-IgM n % N % N %
0 57 90,5 6 9,5 63 90,0
16 6 85,7 1 14,3 7 10,0
TOTAL 63 90,0 7 10,0 70 100

Estatistica: Teste G=0,14; valor de P=0,7044

Nas figuras 11 a 18 sdo apresentados, esquematicamente, os titulos
soroldgicos obtidos na primeira coleta do experimento, pelo MAD-AF (eixo y) e
MAD-AM (eixo x), segundo o gréafico de interpretacdo proposto por Montoya et
al. (2007). Os animais com titulos iguais foram representados pela mesma
figura.

Os resultados sorolégicos evidenciaram, segundo o0s critérios
interpretativos propostos por Montoya et al. (2007), que as ovelhas
demonstravam desde a primeira coleta, perfil sorologico de cronicidade da

infeccdo. Com excecao da ovelha 404 (Figura 15), que até a quarta coleta ndo
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era possivel determinar o estdgio da infeccdo, mas na quinta coleta pode ser
evidenciado perfil soroldgico compativel com infec¢do crbnica. Todas as
ovelhas exibiram padrdo crénico da infeccdo toxoplasmica até a ultima coleta
do experimento, inclusive durante a lactacdo e mesmo quando acompanhada
de elevacdes nos titulos de anticorpos obtidos pelo MAD-AF e pela RIFI-IgG
(Tabelas 4 e 5).

Ovelhas 452 — 510 — 520 — 530
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800
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28 CRONIcA
>3200 :

<50 50 100 200 400 800 1600  =1600
Titulo MAD-AM (Ul/ml)

Figura 11. Quadro adaptado de Montoya et al. (2007), para estabelecimento do
estagio da infeccao por T. gondii das ovelhas de numero 452, 510, 520 e 530.
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Ovelhas 219 — 361 — 480 — 482
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Figura 12. Quadro adaptado de Montoya et al. (2007), para estabelecimento do
estagio da infeccdo por T. gondii, das ovelhas de numero 219, 361, 480 e 482.
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Figura 13. Quadro adaptado de Montoya et al. (2007), para estabelecimento do
estagio da infecgéo por T. gondii, da ovelha de numero 393.
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Figura 14. Quadro adaptado de Montoya et al. (2007), para estabelecimento do
estagio da infeccao por T. gondii, da ovelhas de numero 401.

Ovelha 404
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Figura 15. Quadro adaptado de Montoya et al. (2007), para estabelecimento do
estagio da infeccao por T. gondii, em dois momentos, na primeira e na quinta

coleta, da ovelha de nimero 404.
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Ovelha 371
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Figura 16. Quadro adaptado de Montoya et al. (2007), para estabelecimento do
estagio da infeccao por T. gondii, da ovelha 371.
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Figura 17. Quadro adaptado de Montoya et al. (2007), para estabelecimento do
estagio da infeccéo por T. gondii, da ovelha de nimero185.
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Ovelhas 372 - 381 - 440 -450 - 476 - 503 - 511
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Figura 18. Quadro adaptado de Montoya et al. (2007), para estabelecimento do
estagio da infeccao por T. gondii, das ovelhas de niumero 372, 381, 440, 450,
476, 503, 511.

5.3.3. Sequenciamento

As amostras positivas no PCR foram sequenciadas determinando a
ordem dos nucleotideos das amostras, as sequéncias de nucleotideos para
cada amostra foram comparadas com sequéncias ja definidas depositadas na

base de dados do genBank (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/BLAST), obtendo-se

de 97 a 100% de identidade ou similaridade com T. gondii. As sequéncias
obtidas pelo sequenciamento dos amplicons de DNA das amostras de leite

estdo sumarizadas na tabela 14.


http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/BLAST
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Tabela 14. Analises das sequéncias dos amplicons obtidos nas reacdes de

PCR das amostras de leite das ovelhas positivas e a comparagdo com as

sequéncias depositadas no GenBAnNK.

Amostra| Ovelha [Data Coleta| Espécie depositada GenBAnk % identidade/ acesso
1 361 |09/09/2008 Toxoplasma gondii 100%,/DQ779196.1
2 530 |23/09/2008 Toxoplasma gondii 99%,/DQ779196.1
3 361 |07/10/2008 Toxoplasma gondii 98%/DQ779196.1
4 480 |(07/10/2008 Toxoplasma gondii 98%/DQ779196.1
5 530 |07/10/2008 Toxoplasma gondii 97%/DQ779196.1
6 510 |21/10/2008 Toxoplasma gondii 99%/DQ779196.1
7 520 |21/10/2008 Toxoplasma gondii 99%,/DQ779196.1
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6. DISCUSSAO

6.1. Animais experimentais

Este estudo foi motivado pela utilizagdo de ovelhas com infec¢ao natural
por T. gondii, como etapa preliminar para investigagbes posteriores sobre a
possivel participacdo desta espécie, na epidemiologia da doenca, como
potencial via de transmissao da toxoplasmose em relagédo ao consumo de leite
de ovelhas infectadas. Os resultados apresentados, principalmente a deteccao
do DNA do T. gondii no leite de ovelhas com indicio soroldgico de infecgéo
cronica, fornecem subsidios importantes para investigacdes futuras.

Nenhum indicio clinico de toxoplasmose foi evidenciado nas ovelhas do
grupo G1, durante o periodo de 12 meses de acompanhamento dos animais.
Durante o periodo experimental as ovelhas de ambos os grupos foram
desafiadas naturalmente por outros agentes patogénicos, como da
actinobacilose, do ectima contagioso e da hemoncose. As trés enfermidades
que atingiram o rebanho tém em comum o fato de se instalaram em ovelhas
imunossuprimidas, que em ovinos, € comumente atribuida a origem endocrina
(periparto) ou nutricional (nutricAo aquém das necessidades ou por demanda
maior de proteinas no periparto e lactacdo). Ressalta-se que sdo animais
criados a condicdes de campo, sujeitos a desafios constantes por outros
agentes patogénicos, retratando fielmente as condicbes de manejo que
ocorrem nos sistemas de producao da ovinocultura brasileira.

O sistema imune desempenha func¢des que visam a sobrevivéncia do
animal (CUNNINGHAM e KLEIN, 2008). Contrariamente as infeccbes agudas
de curta duracdo causadas pelas bactérias e virus, as infeccdes causadas
pelos protozoéarios sdo de longa duracdo e crbnicas, e 0s parasitas podem
persistir no hospedeiro por longo periodo de tempo. A sobrevivéncia do
parasita ira regular a resposta imune do hospedeiro, suprimindo-a e permitindo
a sua sobrevivéncia, enquanto, a0 mesmo tempo, permite que outras respostas
ocorram prevenindo a morte do hospedeiro por outras infeccbes (TIZARD,
2002). Esses dados de literatura podem justificar perfeitamente as oscilagdes
nos titulos sorologicos observados ao longo dos 12 meses de

acompanhamento das ovelhas.
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Os animais soronegativos, ndo soroconverteram durante o periodo do
experimento, nas condi¢cées do presente estudo, o que mostra possivelmente,
que o ambiente e as pastagens ndo se constituiram em via importante de
transmissdo da doenca para as ovelhas, o que certamente em periodo anterior
tenha exercido influéncia, justificando os resultados do grupo de ovelhas
soropositivas. Esse fato pode ser explicado, pela presenca de gatos na
Fazenda Edgéardia em um periodo anterior ao experimento ou também pela
presenca de felideos (Puma concolor) aos arredores da fazenda, que ocupa
area de preservacdo ambiental, e sdo registrados atagues constantes ao
rebanho (Forum Ambiental da Alta Paulista, 2008).

A pesquisa de oocistos has amostras de solo mostrou-se negativa pelo
meétodo de flutuacdo. A sensibilidade de deteccdo deste método diagndstico
esta relacionada a carga de oocistos no ambiente (AFONSO et al., 2008). Pela
grande extensdo de area onde as ovelhas sdo criadas, 8 hectares (80.000 m?)
de pastagens, pode-se considerar, que as amostras coletadas ndo foram
suficientes para permitir a deteccdo de oocistos.

Afonso et al. (2008) ao investigarem a distribuicdo espacial de oocistos
de T. gondii no solo verificaram que somente em areas com maior
concentracdo de fezes de gatos foram encontradas amostras positivas. No
presente estudo, ndo foi visualizada fezes de felino no solo ou sobre as
pastagens, fato dificultado pelo proprio habito do animal de enterrar suas fezes.

Em situacdes onde a quantidade do agente disponivel é reduzida, a
utilizacdo de métodos moleculares na deteccdo de oocistos em amostras
ambientais pode-se constituir em valiosa ferramenta diagnéstica, frente a
elevada sensibilidade da técnica, mas seu uso ainda ndo € rotineiramente
empregado e parece ndo haver um consenso da melhor metodologia para o
diagndéstico molecular na deteccéo de oocistos.
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6.2. Exames Realizados

6.2.1. Provas Sorolégicas

O diagnéstico da toxoplasmose é bastante complexo, podendo ser feito
por métodos parasitologicos ou sorolégicos. Contudo, os métodos
parasitologicos apresentam limitacdes como baixa sensibilidade, demanda de
um maior periodo de tempo para a realizacao de infec¢cdes experimentais em
camundongos, que os tornam bastante laboriosos; além da necessidade de um
observador experiente. Em contrapartida, a pesquisa de anticorpos séricos €
extremamente eficiente se observarmos sua praticidade e rapidez quando
comparada aos ensaios bioldgicos.

Portanto, a sorologia tem sido o método de escolha para o diagnéstico
da toxoplasmose com a possibilidade de utilizacdo de diversas provas
imunoldgicas na determinacdo da infeccdo pelo T. gondii, nas diferentes
populacdes animais. Entretanto, ha uma total auséncia na literatura cientifica
em apontar o melhor teste para o diagnostico da infec¢do natural por T. gondii
em ovinos (MAINAR-JAIME e BARBERAN, 2007).

A metodologia mais empregada para o diagnostico consiste na pesquisa
de anticorpos das classes IgM e IgG, a fim de que se possa estabelecer a fase
da infeccdo, embora também seja utilizada na medicina humana a deteccédo de
IgA como indicador de fase aguda (UCHOA, 1999).

Além disso, a presenca dos anticorpos anti-Toxoplasma no curso da
infeccdo permite a analise de perfis sorologicos, seja de infec¢do recente, em
fase aguda, ou de infeccdo antiga, em fase de laténcia ou crénica
(CONTRERAS et al., 2000).

Quando um hospedeiro se infecta com o parasito, apds a multiplicacao
na porta de entrada, segue-se a sua disseminagao por todo o organismo pelas
vias sanglinea e linfatica. Durante este periodo, inicia-se a formacgdo de
anticorpos especificos e o desenvolvimento de mecanismos imunecelulares
gue sao responsaveis pela destruicdo dos taquizoitos extracelulares. Durante a
fase crénica da toxoplasmose, somente o0s bradizoitos ou taquizoitos
intracelulares persistem e sdo responsaveis pela manutencdo de titulos

sorologicos que podem durar toda a vida do hospedeiro (KAWAZOE, 2002).
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Ainda na vigéncia da parasitemia, observada nas primeiras semanas da
primoinfec¢cdo, surgem anticorpos especificos representados por isotipos IgM,
IgA, IgE e IgG e os taquizoitos extracelulares sdo lisados por anticorpos
especificos quando esses estdo combinados com o complemento. No inicio da
infeccdo do hospedeiro as imunoglobulinas da classe IgM, IgA e IgE aparecem
primeiro, podendo ser detectadas pelas reagdes sorologicas dentro de oito a 12
dias apds a infec¢do aguda pelo T. gondii (CAMARGO, 2001).

Na evolucdo da infeccdo configura-se um perfil sorolégico de transicao,
com niveis elevados de anticorpos IgG, de afinidade crescente pelo antigeno.
Estdo ausentes os anticorpos IgA e IgE, podendo os anticorpos IgM
ocasionalmente estarem presentes em baixos titulos. Progressivamente, este
quadro soroldgico da lugar ao perfil de infeccdo latente ou cronica, que em
geral se mantém por toda a vida, com niveis de IgG em baixos titulos e
auséncia dos anticorpos de outros isotipos, ainda que ocasionalmente se
encontrem residuos de IgM. A transicdo do perfil sorologico de infeccéo recente
para o perfil de infeccdo latente € mais ou menos lenta, em semanas ou
meses, dependendo do estado imunitario do hospedeiro (CAMARGO et al.,
1977).

O método de aglutinacdo direta modificado tem sido amplamente
utilizado em alguns laboratérios, como teste confirmatdrio para diagndéstico de
infeccdo aguda em mulheres gestantes. A interpretacdo do teste é realizada
comparando-se os titulos de anticorpos obtidos com a utilizacdo de antigenos
fixado pela acetona com aqueles obtidos com a utilizacdo de antigenos fixados
pela formalina (MONTOYA et al., 2007).

Soros de pacientes com infeccdo recém-adquirida tendem a aglutinar
tanto as suspensdes com antigenos fixados com formalina quanto antigenos
fixados com acetona. Enquanto que os soros de pacientes com infeccéo
adquirida em um passado mais distante, tendem apresentar titulos mais
elevados no teste de aglutinacdo pela formalina e titulos mais baixos ou
negativos no teste de aglutinacdo pela acetona. Esse fenbmeno tem sido
atribuido a variacdo nos perfis de IgG, em resposta ao deslocamento de
antigenos de superficie quando a infeccao pelo T. gondii progride de uma fase

aguda para uma fase mais crénica (MONTOYA et al., 2007).
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Atualmente sua utilizagdo esta sendo incorporada na medicina
veterinaria. No laboratério de zoonoses da FMVZ-UNESP, Silva et al. (2007)
verificaram melhores resultados ao substituir a acetona pelo metanol na
inativacdo de antigenos de fase aguda. Portanto, no presente estudo, adotou-
se 0 uso de antigenos fixados com metanol, substituindo-se a acetona.

Utilizando-se dos critérios interpretativos propostos por Montoya et al.
(2007), todas as ovelhas do estudo demonstraram evidéncia soroldgica
compativel com estédgio crbénico da infeccdo pelo T. gondii, desde a primeira
coleta do experimento. Com excegcdo da ovelha 404, que exibiu perfil
sorolégico ambiguo até a quarta coleta, mas que pode ser claramente definido
na quinta coleta, como infeccao croénica.

Observa-se (Figura 5) que os titulos soroldégicos no MAD-AF e na RIFI-
IgG sofreram oscilagdbes ao longo dos 12 meses de acompanhamento
sorolégico, e mesmo nos periodos de elevacdes dos titulos, o perfil sorolégico
permaneceu compativel com cronicidade da infeccdo. Isto torna evidente que o
estagio da infeccdo ndo deve ser estabelecido apenas pela observacédo de
titulos obtidos por uma Unica prova soroldégica, mesmo que seguida pela
elevacao dos titulos dos animais.

A partir deste conceito fica claro ao analisar, por exemplo, a ovelha 510,
individualmente (Tabela 4). Na primeira até a terceira coleta este animal
apresentou titulo de 1024 pela MAD-AF, seguido pela ascensdo do titulo
sorolégico para 4096 durante a quarta, quinta e sexta coleta. Porém, a
elevacdo observada pela MAD-AF nédo foi acompanhada por titulos altos na
MAD-AM, que permaneceu até a sexta coleta com o titulo 64 e a partir de
entdo decresceu para o titulo 16. Conclui-se que a interpretacdo de uma Unica
prova sorolégica pode facilmente induzir ao erro, portanto € mais indicado a
combinagdo de dois métodos sorolégicos concomitantemente, neste estudo,
verificou-se que o MAD-AF e MAD-AM pode se constituir em método de
escolha na diferenciagéo do estagio da infecgdo toxoplasmica em ovinos.

Comparando-se os dois métodos diagnoésticos, MAD-AF e RIFI-IgG,
empregados neste estudo, encontrou-se alto coeficiente de correlagéo (r= 0,92,
p< 0,0001) entre as técnicas, porém com diferencas estatisticas significativas
nos titulos sorolégicos obtidos pelas duas técnicas, pelo teste t de Student,

observando-se uma maior sensibilidade do MAD. Estes dados assemelham-se
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aos encontrados por Shaapan et al. (2008), ao analisarem varios testes
sorologicos na deteccédo de anticorpos anti-T. gondii em ovelhas naturalmente
infectadas, encontrando 37% (110/300) de soropositividade pela RIFI e 43,7%
(131/300) pelo MAD. Este mesmo estudo demonstrou sensibilidade de 96%
que o MAD, contra 80,4% para a RIFI, em contrapartida a especificidade
encontrada no MAD foi menor que da RIFI, 88,9% e 91,4%, respectivamente.

Os resultados do presente estudo sdo também similares aos
encontrados por Marca et al. (1996), que obtiveram soroprevaléncia maior no
MAD (35,7%) em comparacdo com a RIFI (33,72%) e por Silva et al. (2002),
gue encontraram 23% de ovinos reagentes na RIFI e 27% reagentes ao MAD,
com coeficiente de concordéancia de 0,84.

Por outro lado, os resultados deste estudo sao inferiores aos obtidos por
Ljungstrom et al. (1994), que verificaram especificidade e sensibilidade de
100%, demonstrando concordancia perfeita entre os resultados da RIFI e do
MAD no exame de 58 amostras de soros ovinos, onde 31 (53,44%) foram
positivas.

As diferencas nos resultados entre os varios pesquisadores devem ser
avaliadas tanto quanto ao numero de amostras pesquisadas e metodologia
empregada, pois estas variaveis podem interferir no resultado quanto ao titulo
de anticorpo obtido. Outro aspecto a ser levantado € a interpretacdo do
resultado pelo técnico que estd examinando, além de caracteristicas dos
reagentes, antigenos e conjugados que sao utilizados nos diferentes
laboratérios.

Os resultados desta pesquisa estdo de acordo com o verificado em
varios trabalhos, com diferentes espécies. Normalmente o MAD resulta em
maior numero de resultados positivos e titulos ligeiramente superiores quando
comparados com a RIFI. Segundo Dubey et al (1997), entre os testes
soroldgicos, o0 MAD é o que apresenta maior sensibilidade, com a vantagem de
ser de facil realizacdo e ndo exigir equipamentos sofisticados.

Em ovelhas experimentalmente infectadas com taquizoitos de T. gondii,
pela via intravenosa, a imunoglobulina IgM foi detectada um més apos a
infec¢c@o, com permanéncia de titulos por trés meses, quando reinfectadas, ndo
havendo ascensao dos titulos de IgM (McCOLGAN et al., 1988). A partir disto,
pode-se inferir que as ovelhas deste estudo, na possibilidade da reinfeccdo ou
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na recrudescéncia de cistos na infeccdo latente, demonstraram padréo
sorolégico compativel com infeccdo cronica, uma vez, que nao apresentaram
titulos ascendentes de IgM.

Na recrudescéncia da infeccdo, o animal € reexposto ao antigeno,
produzindo uma resposta imune secundaria ou resposta imune anamnestésica,
obtendo-se niveis maiores de anticorpos especificos IgG, produzidos pelas
células B de memdria (CUNNIGHAM e KLEIN, 2008), porém, como exposto
anteriormente, ndo ha ascensdo de titulos IgM, da mesma forma que no
presente estudo, pois nos momentos em que houve ascensdo dos titulos de
IgG, estes ndo foram acompanhados pela ascensao de titulos de IgM.

Para interpretacdo dos titulos sorologicos obtidos pela RIFI-IgM e RIFI-
IgG, utilizou-se os perfis sorolégicos proposto por Camargo et al. (1991),
utilizados na deteccdo das diferentes fases da infeccdo pelo Toxoplasma no
homem. Ciritérios semelhantes foram adotados para interpretacdo dos
resultados sorolégicos nos animais (LAPPIN, 1996). Sdo reconhecidos trés
perfis na infec¢ao pelo T. gondii:

Perfil | — Infeccéo recente ou aguda: Definido pela presenca de anticorpos IgM,
com titulos maiores que 1:64, associados a presenca de anticorpos IgG em
titulos baixos ou crescentes.

Perfil Il — Fase de transicdo: Definido pela presenca de anticorpos IgG
detectados em altos titulos e auséncia ou baixos titulos de anticorpos IgM.
Perfil 1ll — Infeccéo cronica: Definido pela presenca de anticorpos IgG e total
auséncia de anticorpos IgM.

A principal vantagem da deteccdo da IgM é que um resultado negativo
pode descartar a possibilidade de infeccdo recente, mas sua principal
desvantagem esta no fato de que pode persistir no soro, em niveis detectaveis,
por muitos meses, de modo que um resultado positivo nem sempre pode ser
interpretado como indicativo de infec¢ao recente (LAPPIN, 1996). Semelhante
ao observado no MAD, pela RIFI, os animais se encontravam na fase cronica
da infecgdo, pois nenhuma das ovelhas apresentaram titulos sorolégicos maior
qgue 64 na RIFI-IgM.

A definicdo mais precisa destes perfis sorologicos e, consequentemente,
o diagnostico correto da infecgdo devem ser feitos com base na combinacgéo de

diferentes métodos, para a pesquisa de diferentes imunoglobulinas
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(CAMARGO et al., 1991). A RIFI e, principalmente, o MAD sao excelentes
opcOes diagndsticas, por apresentarem alta sensibilidade e especificidade. Sdo
ferramentas importantes para estudos de inquéritos soroepidemiolégicos e de
facil interpretacdo quando € possivel associar a epidemiologia e clinica da

toxoplasmose tanto nos homens como nos animais.

6.2.2. PCR

A presenca do protozoario T. gondii nos produtos de origem ovina,
destinados a alimentacdo humana, é de especial interesse em saude publica,
considerando-se que estes alimentos, carne e leite, quando inadequadamente
preparados, podem facilitar a transmissdo zoonotica (LUNDEN e UGGLA,
1992; TENTER et al., 2000; JITTALAPONG, 2005).

Neste experimento a presenca do DNA do T. gondii foi constatada no
leite das ovelhas, infectadas naturalmente. A verdadeira importancia de
estudos nas infec¢cdes naturais é que eles retratam o que de fato ocorre nas
propriedades rurais, de valor relevante principalmente nas propriedades
menores que utilizam leite para subsisténcia de suas familias. Ressalta-se o
fato de que o leite € um importante alimento, essencial para o crescimento
humano, principalmente nos primeiros anos de vida, fonte protéica de alto valor
biolégico, dai sua importancia econémica e social. Além da possivel presenca
do T. gondii no produto in natura, deve se considerar os sub-produtos do leite
ou derivados lacteos que sdo preparados com leite cru, hoje fato comum no
gue se refere a producéo de queijos com o leite de ovelhas.

A presenca do T. gondii ja foi detectada no leite de cabras e algumas
ocorréncias da toxoplasmose humana foram atribuidas ao consumo de seu
leite ndo pasteurizado. Nao ha relatos na literatura de surtos ou casos isolados
de toxoplasmose em relacdo ao consumo de leite de ovelha, embora seja muito
consumido mundialmente. Pela similaridade entre as espécies supfe-se que 0
leite de ovelha também possa constituir em potencial via de transmissao da
toxoplasmose para o homem (SPALDING, 2005).

Um estudo desenvolvido em ovelhas leiteiras da regido da Campania,
sul da Itdlia (FUSCO et al., 2007), investigaram ao total 117 propriedades,

coletando-se sangue e leite de 10 ovelhas adultas, por propriedade, totalizando
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1170 animais. Para cada propriedade, avaliou-se o pool de leite das dez
ovelhas, totalizando 117 amostras. O DNA do parasito foi detectado pela PCR
em 4 amostras de leite, representando 3,4% do total analisado, demonstrando
a potencialidade de transmissao a partir do leite e produtos lacteos oriundos de
ovelhas.

As modificacbes de natureza enddcrina que acompanham a gestacdo
causam imunossupressao inespecifica, destinadas a favorecer a tolerancia
materna aos aloantigenos paternos. Durante a gestacdo ha um aumento na
concentracdo de hormonios, incluindo estrogénio, testosterona e mais
significantemente, a progesterona, este Ultimo, envolvido na inibicdo da
producdo de interleucina-12, fator de necrose tumoral e Oxido nitrico pelos
macrofagos, inibicdo da atividade celular das células natural killer, supressao
do desenvolvimento da resposta celular Thl e estimulo ao desenvolvimento da
resposta Th2 (MILLER et al., 2009).

Pode-se inferir, entdo, que essa queda fisiolégica da imunidade no
periparto também é passivel de promover a recrudescéncia de cistos teciduais
de T. gondii, tornando-os novamente circulantes, podendo ser eliminados no
leite.

Esta relacdo entre eventos imunossupressores, infeccdo cronica e
reativacdo de cistos de T. gondii € bem documentada na literatura. O virus da
imunodeficiéncia humana, causador da AIDS, assim como o virus da
imunodeficiéncia felina, que acomete gatos domésticos, estdo associados as
sindromes de imunossupressao, devido ao tropismo por células linféides do
sistema imune. A interacdo destes agentes em infeccbes simultaneas pode
resultar na reativacdo da toxoplasmose. A importancia da imunossupressao
ficou estabelecida quando verificou-se que cepas néo virulentas de T. gondii
produziram doenca quando inoculadas em animais com deficiéncia de linfocitos
T (DUA et al., 1994). O mesmo tipo de raciocinio é valido para outras espécies
em situagcdes de imunossupressao.

Os mecanismos imunologicos que estdo por trds da manutencdo da
vigilancia sobre os cistos teciduais e a eventual reativagdo dos mesmos
interessam particularmente o presente estudo, pois a presenca do DNA do
parasita foi detectada no leite de ovelhas com perfil sorolégico de cronicidade

da infeccdo. O escape de taquizoitos na reativacdo da infeccdo pode ter
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favorecido a deteccdo molecular pela PCR em alguns momentos da infecgao.
Porém, na hipétese de reagudizacéo, esta ndo foi acompanhada por elevacao
nos titulos de anticorpos obtidos pela MAD-AM ou RIFI-IgM, permanecendo a
evidéncia sorologica de cronicidade da infeccéo.

Em um experimento anterior realizado pelo grupo de pesquisa em
zoonoses da Unesp Botucatu, Costa (2008) verificou a eliminacdo de T. gondii
pelo leite de ratas cronificadas bem como a transmissao galactogénica para os
neonatos, ja que tanto o leite desta fémea como amostras de tecidos dos
neonatos mostraram-se positivas na PCR, refutando-se a hip6tese de que o
agente somente pode ser eliminado pelo leite de animais com infec¢ao aguda.

Pettersen (1984) demonstrou experimentalmente que camundongos
lactantes cronicamente infectados, excretaram cistos pelo leite, mostrando que,
apesar da transmissdo ser comumente atribuida a eliminacdo de taquizoitos,
também pode ocorrer pela excrecdo de cistos teciduais. Segundo Hiramoto
(2001), a contaminacdo do leite pelo parasita pode ocorrer de maneira
enddgena, na glandula mamaria, quando células da glandula mamaria
estiverem abrigando cistos de T. gondii. Durante a lactacdo estes cistos
revestidos pela membrana celular do hospedeiro podem ser secretados por
exocitose, assim como ocorre fisiologicamente, com os glébulos de gordura
presentes no leite liberados para o lumen pela exocitose das células para
producéo de leite (DEYRUP-OLSEN e LUCHTEL, 1998).

Com base nestes dados, aventa-se uma segunda hipétese para justificar
os resultados do presente estudo quanto ao encontro do DNA do T. gondii, com
a possibilidade de excrecdo de cistos pelo leite das ovelhas. Este dado
apresenta maior valor epidemiolégico, pois o0s cistos, ao contrario dos
taquizoitos, sdo dificilmente inativados por enzimas gastricas, aumentando as
chances de transmisséo ao homem.

A proporgédo de ovelhas com eliminagédo de T. gondii pelo leite é alta,
considerando que pelo perfil sorolégico, sdo animais cronicamente infectados.
Estes dados ainda podem estar subestimados, uma vez que resultados
negativos pela PCR ndo excluem a possibilidade da amostra de leite
examinada ser positiva, uma vez que somente 200 ul da amostra de leite sé&o
analisados, quantidade muito pequena quando comparada ao volume de leite

produzido que é ao redor de 500 mL/dia. Acrescenta-se a este dado, que as
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amostras de leite eram obtidas em semanas intercaladas, a cada 14 dias, e
nao diariamente, e a eliminagéo do agente pode ser intermitente.

O sequenciamento documentou que os produtos amplificados pela PCR
se tratavam de DNA de T. gondii, excluindo a possibilidade de diagndstico
cruzado com protozoarios relacionados, o que reforca a importancia deste
estudo quanto aos aspectos de saude publica.

Apesar do significado desses achados, sobretudo relativo a possivel
transmissdo da toxoplasmose a partir do leite e produtos lacteos oriundos de
ovelhas, consideramos que novos estudos s&@o necessarios, incluindo-se a
pesquisa molecular do agente diariamente, especialmente nos momentos em
gue se considerar a reagudizacdo da infeccdo, pelos resultados dos exames

sorologicos.
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7. CONCLUSAO

Em relacéo a diferenciacdo dos estagios agudo e crénico da infeccéo
pelo T. gondii e ao encontro do DNA do agente no leite, as conclusbes deste

estudo foram as seguintes:

1 - Pela andlise sequencial das imunoglobulinas IgM e IgG pelos
métodos diagnosticos MAD-AM, MAD-AF, RIFI-IgG e RIFI-IgM foi possivel
diferenciar os estagios da infec¢ao nas ovelhas estudadas.

2 - Observou-se uma sensibilidade maior do MAD, com titulos

ligeiramente mais elevados.

3 - E adequada a combinacdo de dois métodos diagndsticos para

diferenciacéo do estagio da infec¢éo toxoplasmica.

4 - A presenca do DNA do T. gondii foi detectada pela andlise molecular,

constituindo-se em resultado relevante quanto aos aspectos de saude publica.

5 - O DNA de formas evolutivas do agente foi encontrado em alta
propor¢cdo de ovelhas cronicamente infectadas pelo T. gondii, admitindo-se

como provavel reagudizacao e reativacao da infeccéo.
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Abstract

Toxoplasmosis is a major parasitary disease in sheep, due its importance in
veterinary medicine and animal science and in public health, causing reproductive and
economic losses to the herd, and also the prejudice to human health for the consumption
of contaminated meat and milk, which can facilitate the zoonotic transmission. The
detection of Toxoplasma gondii in sheep milk and the inexistence of literature
describing the differentiation between acute and chronic illness in this species were the
motivation for elaborating this research project. To accomplish the goal of this study,

naturally infected by T. gondii lactating ewes were used, divided in two groups: G1,
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serologically positive, and G2, serologically negative, each group were composed by 20
ewes. The differentiation between the acute and chronic stages of the illness was made
by the modified direct agglutination test (MAT) with antigens fixed with formaline
(MAT-AF) and methanol (MAT-AM). The detection of the parasite in milk was made
by the polymerase chain reaction (PCR) and the molecular identity of the amplified

products was confirmed by sequencing.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, natural infection, PCR, sheep, serology.

1. Introdution

Toxoplasma gondii is an obligate, intracellular, apicomplexan protozoan parasite
widely distributed, which can infect many species of warm-blooded animals and is a
significant zoonotic and veterinary pathogen (Weiss and Dubey, 2009). Toxoplasmosis
in sheep is a parasitic disease of great veterinary, husbandry and public health
importance, causing productive and economic losses, besides the implication in human
health, as the consumption of contaminated meat and milk can facilitate the zoonotic
transmission (Jittapalalong et al., 2005). The disease has major economic importance in
livestock because, it is a frequent cause of early embryonic death and resorption, fetal
death and mummification, abortion, stillbirth, and neonatal death in sheep (Buxton et
al., 2007).

Sheep are important to the economy of many countries because they are an
important source of meat and milk products. The Brazilian ovine flock is estimated
around 15 million sheep (IBGE, 2006), destined for meat production. There is no data
on the consumption ovine milk in Brazil, but the ovine milk trade market is at its very
beginning, even though it is very exploited in the world.

Ingestion of unpasteurized goat milk is known as a source of infection in humans

(Sachs et al, 1982; Chiari e Neves, 1984; Skinner et al., 1990). The excretion of
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tachyzoites in the milk of naturally infected goats was reported by Chiari and Neves
(1984). Although reports of infection are associated with goat milk, other authors
declare feeding of raw milk products to other animals (and humans) might also play a
role in the horizontal transmission of T. gondii infection (Spalding, 2005; Kijlstra and
Jongert, 2008). Recently a large-scale screening of sheep farms has shown that 3.4% of
the sheep farm presented T. gondii DNA in their milk (Fusco et al., 2007). These facts
justify the concern to obtain a product harmless to human health.

This study was motivated by the use of sheep with natural infection by T. gondii,
as a prerequisite for further investigations on the possible participation of this species in
the epidemiology of the disease as a potential route of transmission of toxoplasmosis
related to the consumption of milk from infected sheep.

The present study aimed to determine the T. gondii infection in sheep, establish
the acute or chronic stage of infection, and to detect the presence of the parasite’'s DNA

in milk samples of lacting ewes.

2. Materials and Methods
2.1. Animals and sampling

This study was carried out from March to October 2008 at the Experimental
Edgérdia Experimental Farm -S8o Paulo State University, located in Botucatu
(Latitudine = 22 47°30” - 22°50 S; Longitude = 48°22°30” W), S&o Paulo State, Brazil.
The experimental works were performed in the Laboratory of Researches on Zoonoses,
Department of Veterinary Hygiene and Public Health, School of Veterinary Medicine
and Animal Science, Sdo Paulo State University. This study was developed after
receiving an authorization from the Animal Research Ethics Committee (CEEA),

protocol number 13/2008.
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Twenty Bergamacia-breed ewes, naturally seropositive for T. gondii (Group 1),
and a second control group of 20 seronegative ewes presumed as uninfected animals
(Group 2), were monitored clinically and serologically from the mating season until the
end of lactation period. Blood samples were collected from each animal fortnightly, by
jugular puncture, separated in the same day and the serum was stored at -20 °C until
tested. Sheep sera were tested for anti-T. gondii antibodies using the modified
agglutination test with antigens fixed formalin and metanol (MAT). In the present
study, MAT at a cut-off value of 1:16 was used as indicative of seropositivity, sera were
serially 2-fold diluted.

Milk samples were collected from lactating ewes, in the same intervals
(fortnightly), from each sheep. For this study were collected 139 milk samples from

adult lactating ewe (Bergamécia breed).

2.2 Serology

The MAT for the detection of T. gondii specific immunoglobulin IgG antibodies
was performed as described by Desmonts and Remington (1980) with formalin and
methanol fixed whole RH tachyzoites used as antigen. Sera were serially 2-fold diluted

starting at 1:16, both two tests.

2.3. Molecular detection

For DNA isolation, a commercial Genomic Prep™ Cells and Tissue DNA (GE
Healthcare) kit was used according to the supplier’s instructions. DNA concentration
was measured with a spectrophotometer (NanoVue, GE Healthcare). The molecular
detection ~was carried out by PCR using primer pair TOX4

(CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) and TOX5
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(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) at the annealing temperature of 60°C [Ref
Homan].

The reactions were performed in a final volume of 25ul at the following
reagents: 10mM Tris HCI pH 8.0, 50mM KClI, 1,5mM MgCl,, 0,2mM dNTP, 10pmol
of each primer, 0,2 unidades de Tag DNA polymerase and 10ng template DNA.
Amplification mixture was incubated in Mastercycler Gradient (Eppendorf).

Aliquots of the PCR products, along with a 100 bp DNA ladder (Invitrogen),
were loaded into 2% agarose gel (Invitrogen) stained with containing SYBR® safe
(Invitrogen) and submitted to electrophoresis in TBE buffer (0.09 M Tris—HCI, 0.09 M
boric acid, 2 mM EDTA, pH 8.3) for 60 min at 80 V (Electrophoresis Power Supply
Model EPS 301; GE Healthcare.). The amplified DNA fragments were visualized with
an image analyzer (GelDoc-IT™ Imaging System), using Vision Works®LS Software.

The amplicons were purified by the commercial GFX™-PCR-DNA and Gel-
Band Purification kit (GE-Healthcare) kit and the sequencing reactions were carried out
on both strands in a MegaBace™ 1000 (GE-Healthcare) and the reaction were
performed according to DYEnamicET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (GE-
Healthcare). The sequences were analyzed using Chromas 2.3 and Mega 4 software and

compared to the NCBI database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

2.2. Statistical analysis

The results of DNA detection of T. gondii were compared with the antibody titer
in each test by G test. The same results of tests for antibodies were compared with the
results of DNA detection considering as a cutoff point for MAD-AF titer 64, and MAD-

16 AC titer. For all calculations were considered significant P < 0.05 values.
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3. Results
Molecular detection

Positive amplifications of predictive amplicons of T. gondii were detected in
seven of the 139 milk samples tested. (Figure 1).

The molecular identities of the amplicons were confirmed by direct double-
strand sequencing which showed 98% - 100% similarity with T. gondii DNA sequences
deposited at Gen Bank (GenBank DQ779193.1).

A total of 70 milk samples from seropositive sheep were analyzed, T. gondii
DNA was detected in milk from five sheep (group 1) with antibody titer 1:256. Parasite
DNA were detected twice from two sheep, all out seven positive samples (Figure 1).

From the group of seronegative sheep, 69 milk samples were tested and the

DNA from T. gondii was not found.

Figure 1. Visualization of bands of 529 base pairs, agarose gel 2%, showing amplicons
of T. gondii in the milk samples 1) 100 bp DNA-Ladder (Invitrogen); 2-8) milk
template; 9) negative control; 10) positive control. Botucatu, 2009.
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The moments of the milk sampling and the result of the PCR, correlating with the

serological antibody titres of individual seropositive sheep by different serological tests,

are presented in tables 1 and 2. The dynamic of the seric antibodies titers, detected by

MAT (AM-AF) can be observed in the Figure 2, according to the moment when the

samples were collected.

Table 1. Absolute (n) and relative (%) frequencies of negative and positive in the

polymerase chain reaction for the detection of T. gondii in samples of milk from sheep,

according to the antibody titers to the method of direct agglutination antigen fixed by

formalin. Botucatu.2009.

Negative PCR Positive PCR TOTAL

MAT-AF n % N % N %
0 16 94,1 0 0,0 16 22,9
16 14 100,0 0 0,0 14 20,0

64 12 100,0 0 0 12 17,1
256 18 72,0 7 28,0 25 35,7

1024 3 100,0 0 0,0 3 4,3
TOTAL 63 90,0 7 10,0 70 100,0

Statistic: G test = 15,86; p=0,0032.
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Table 2. Absolute (n) and relative (%) frequencies of negative and positive in the

polymerase chain reaction for the detection of T. gondii in samples of milk from sheep,

according to the antibody titers to the method of direct agglutination antigen fixed by

ethanol. Botucatu. 2009.

Negative PCR Positive PCR TOTAL
MAT-AM n % N % N %
0 53 91,4 5 8,6 58 82,9
16 10 83,3 2 16,7 12 17,1
TOTAL 63 90,0 7 10,0 70 100,0
Statistic: G test=0,63; valor de P=0,4266.
--&--MAT-AF —@— MAT-AM
2.50
-a-hA
2.00 fi * \\‘ Al A , ‘-*\L
“\ /A‘ 1/ ~‘~~“’ \\ /‘ \\‘55&-
“\ / x\ " A\
1.50 - A\ / A /, \\
A \\‘\‘/ L\‘

1.00 +

antibodies titers (log)

0.50 A

o
=)
=]

3-Jun-2008 1
17-Jun-2008 1
1-Jul-2008 1
15-Jul-2008 1
29-Jul-2008 1
9-Sep-2008 1
7-Oct-2008 1
4-Nov-2008 1

11-Mar-2008

25-Mar-2008

8-Apr-2008 1
22-Apr-2008 1
6-May-2008 1
20-May-2008 1
12-Aug-2008 1
26-Aug-2008 1
23-Sep-2008 1
21-Oct-2008 1

Moments

18-Nov-2008 1

2-Dec-2008 1

16-Dec-2008 1

30-Dec-2008

13-Jan-2009
27-Jan-2009

10-Feb-2009
24-Feb-2009

Figure 2: Seric anti-T. gondii antibodies titers dynamic, detected by the MAT (AM -

AF), in naturally infected ewes (G1). Botucatu, SP, 2010.

4. Discussion

No clinical evidence of toxoplasmosis was observed in the sheep from the group

1, during the monitoring twelve months period. Seronegative animals did not
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seroconverted during the experimental period, no antibodies against T. gondii has been
detected by serological serological techniques used in the study.

In this experiment the presence of the parasite’s DNA was found in five milk
samples of 20 sheep with positive serology for T. gondii, naturally infected. The
importance of the studies in natural infections is that they portray what actually occurs
in farms, value-relevant especially in family farms that use milk for subsistence of their
families.

The excretion of tachyzoites in the milk of naturally infected goats was reported
by Chiari and Neves (1984) in Brazil and some ocurrence of human toxoplasmosis have
been attributed to consumption of goat milk. Furthermore, an epidemiological survey
carried out in the region of Belo Horizonte, MG, showed that there was a statistically
significant correlation between positive serology for T. gondii in humans and ingestion
of goat milk (Chiari et al., 1987).Thus far, clinical toxoplasmosis in humans has been
associated only with the consumption of unpasteurised goat's milk (Riemann et al. 1975,
Sacks et al. 1982, De Andrade et al. 1984, Skinner et al. 1990). However, it cannot be
excluded that any type of milk is a potential source of infection, in particular if
consumed raw (Tenter, 2009) as tachyzoites of T. gondii have been found in the milk of
several intermediate hosts (Dubey and Beattie, 1988). By the similarity between both
species it can be assumed that the sheep's milk can also be a potential source of
infection to man.

The consumption of unpasteurised milk or milk products, whether from goats,
sheep, or cows, was an unexplained risk because tachyzoites, the most likely stage
present in milk, are thought to be destroyed immediately by gastric juice (Dubey et
al.,1998).> However, evidence indicates that ingested tachyzoites can cause infection

(Cook et al., 2000).There has also been a case of acute toxoplasmosis in a breast fed
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infant (Bonametti et al.,1997). Presumably, milk contains tachyzoites, a part of which
are not destroyed by the gastric juice because of its rapid passage through this digestive
compartment (Cosoroaba, 2005).

Toxoplasmosis transmission by milk or fresh cheese, unpasteurized or
inadequately processed, can be one of the important ways of contamination for this
agent, as they are important food source in rural areas (Hiramoto, 2001).

A study conducted in dairy sheep in the region of Campania, Southern Italy
(Fusco et al., 2007) investigated 117 properties, collecting blood and milk of 10 ewes,
the property, in a total of 1170 animals. For each property, was assessed the pool of
milk at ten sheep, resulting in a single sample of milk per farm, a total of 117 pools of
samples. The parasite’'s DNA was detected by PCR in 4 samples of milk, representing
3,4% of the total analyzed, demonstrating the potential transmission from milk and
dairy products come from sheep.

There is evidence that the changes of a disruption that accompany childbirth and
lactation cause nonspecific immunosuppression, termed the phenomenon of postpartum,
"spring rise", or weakened immune peripartum, whose mechanism has not been
completely identified, but may be related the immune response to T lymphocyte
dependent (LLYOD, 1983).

According to Soulshy (1987), several factors have been described in animals as
the cause of immunosuppression during the peripartum period, of which the
glucocorticoid hormones, prolactin and adrenocorticotropic are cited as causing the
suppression of lymphocyte reactivity. We can infer, then, that the physiologic decrease
in peripartum immunity is also likely to promote the resurgence of tissue cysts of T.

gondii tachyzoites becoming again circulating, and can be eliminated in the milk, but
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further studies are needed to confirm the reactivation of cysts by the phenomenon of
peripartum.

The immunological mechanisms behind the maintenance of surveillance over the
tissue cysts and possible reactivation of these are of particular interest to our study,
mainly cyst reactivation and reverse conversion from bradyzoites back into tachyzoites,
since the presence of parasite DNA was detected in the milk of sheep with serological
profile of chronic infection. The factors that influence interconversion between the
bradyzoite and the tachyzoite stages are very complex and so far poorly understood
(Jones et al., 1986; Soete et al., 1993). An understanding of the mechanism of
interconversion between either of these Toxoplasma stages would improve the control
of toxoplasmic reactivation (Gross et al.,1996).

Pettersen (1984) demonstrated experimentally that lactating mice chronically
infected with cysts excreted in breast milk, showing that despite the transfer is
commonly attributed to the elimination of tachyzoites may also occur by the excretion
of tissue cysts. According Hiramoto (2001), the contamination of milk by the parasite
can occur endogenously, in the mammary gland, when mammary gland cells are
harboring cysts of T. gondii. During lactation these cysts lined by the host cell
membrane can be secreted by exocytosis, as occurs physiologically with the fat globules
in milk released into the lumen by exocytosis of cells for milk production (DEYRUP-
OLSEN e LUCHTEL, 1998). Based on these data, consideration will be given a second
chance to justify the finding of DNA T. gondii in this study, with the possibility of
excretion of cysts in the milk of sheep. This finding has epidemiological value higher,
because the cysts, unlike tachyzoites, are hardly inactivated by gastric enzymes,

increasing the chances of transmission to humans.
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In the present study, the proportion of ewes that were eliminating T. gondii in
the milk is high, whereas the serological profile, are chronically infected sheep, these
data may still be underestimated, since the negative PCR results do not exclude the
possibility of milk subjected to molecular analysis to be positive, since only 200 mL of
the milk sample is processed in the analysis, a very small measure compared the amount
of milk produced by an ewe/day, about 500 mL, is added to this figure, the milk
samples were obtained at weeks merged, the every 14 days rather than daily.

Sequencing documented that the amplicons are treated DNA of T. gondii,
excluding the possibility of diagnosis crossed with related protozoa.

The results presented, especially the detection of DNA of T. gondii in the milk
of sheep with serological evidence of chronic infection, provide important information

for future investigations.
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