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RESUMO

Os roedores sinantropicos comensais podem participar do ciclo epidemiolégico
de diversas enfermidades, entre elas a toxoplasmose. O presente trabalho
objetivou verificar a infeccdo de roedores sinantropicos em area urbana na
cidade de Umuarama-PR e comparar a detec¢cdo de anticorpos contra T. gondii
pelo método de aglutinacéo direta em amostras de figado, baco e musculatura
de camundongos cronicamente infectados, além de verificar a influéncia da
autolise na performance da deteccdo de anticorpos em tecidos. Neste estudo
foram verificados a presenca de anticorpos séricos contra Toxoplasma gondii
pelo método de aglutinacdo direta em 43 roedores capturados na area urbana
de Umuarama, PR, Brasil. Além disso, amostras de cérebro e coracdo foram
coletadas, digeridas em pepsina e inoculadas em camundongos para
isolamento do parasito. As cepas isoladas foram submetidas a genotipagem
multilocus. Todos os roedores foram soronegativos, e 0 parasito isolado de um
Mus musculus e um Rattus rattus, sendo as cepas classificadas como similares
a cepas de T. gondii isoladas anteriormente em gatos no Estado do Parana.
Diversos testes de deteccdo de anticorpos tém sido propostos desde a
descricdo inicial do teste de Sabin-Feldman, usualmente utilizando o soro
sanguineo como amostra para a deteccdo. Tecidos e liquidos fetais também
podem ser utilizados para a pesquisa de anticorpos, entretanto poucos
trabalhos comparam a performance desta deteccdo em amostras pareadas
com soro sanguineo, e a avaliagcdo do efeito da autolise nao foi verificado.
Desta forma, este trabalho apresenta também os resultados de sensibilidade,
especificidade e a eficiéncia do método de aglutinacdo direta na deteccao de
anticorpos anti-T. gondii em amostras de figado, baco e musculatura, recém
coletadas, ou autolisadas, oriundas de camundongos cronicamente infectados.
A avaliacdo de anticorpos foi mais eficiente nas amostras de musculatura, seja
naquelas recém coletadas, ou nas provenientes de tecidos autolisados.

Palavras-chave: Roedores sinantrépicos, tipagem de cepas, deteccdo de
anticorpos em tecidos, curvas ROC.
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ABSTRACT

Synanthropic commensal rodents may participate in epidemiological cycle of
many diseases, including toxoplasmosis. This work aims to verify the infection
of synanthropic rodents in the urban area of Umuarama municipality, PR, and
compare the detection of anti-Toxoplasma gondii antibodies by modified
agglutination test in samples of liver, spleen and muscular tissue of chronically
infected mice, besides verify the influence of autolysis in the performance of
antibody detection in tissues. Anti-T. gondii antibodies were verified by modified
agglutination test in 43 rodents captured in Umuarama urban area, PR, Brazil.
Samples of heart and brain are collected, digested by pepsin and inoculated in
mice for parasite isolation. Isolated strains were submitted to multilocus
genotyping. All rodent are serum negative, but the parasite were isolated from
one Mus musculus and one Rattus rattus, being the strains classified as similar
to strains of T. gondii isolated from cats in Parana State. Many antibody
detection tests have been proposed until initial description of Sabin-Feldman
dye test, usually using sera from blood as sample for detection. Tissues and
fetal fluids may be utilized for antibody detection too, although few research
compare the performance of this detection in paired samples of blood sera, and
the evaluation of autolysis effect was not been verified. This research presents
results of sensibility, specificity and the efficiency of modified agglutination test
in anti-T. gondii antibody detection in samples of liver, spleen and muscle,
freshly collected or autolysed, from chronically infected mice. Antibody
evaluation were more efficient in freshly and autolysed muscle samples.

Key-words: Synanthropic rodent, strain typing, tissue antibody detection, ROC
curve.
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Abstract

Synanthropic commensal rodents, mainly rats ana nace those animals ecologically associated
with humans due to the changes in their environseatised by human activities. These animals
may take part in the epidemiological cycles of savdiseases, including toxoplasmosis. This study
assessed the presence of serum antibodies agjakxgblasma gondin 43 rodents captured in the
urban area of Umuarama, PR, Brasil, using the neatldgglutination test. Besides, heart and brain
samples were collected, digested in pepsin andulatexd in mice for the isolation of the parasite.
Isolated strains were analyzed by multilocus ggmaty. All rodents were seronegative and the
parasite was isolated in one moubti$ musculusand one ratRattus rattus Classification of the
strains showed that they were similatogondiistrains isolated from cats in the state of Parana.
Keywords: Toxoplasmosis;Mus musculus; Rattus rattugintibody detection; bioassay; strain
typing

1. Introduction

Rodents (MAMMALIA, RODENTIA) have an enormous atyilto adapt, and may live in
any terrestrial environment. Synanthropism in s@pecies are related to the effect of human
activities in their environments. The most impottagnanthropic commensal species Ragtus
norvegicusRattus rattusandMus musculu¢Brasil, 2002).

Disorganized population growth and developmenbuiris, cities and megalopolises lead to
basic sanitation problems and offer ideal condgiaot only for the establishment of a commensal
relationship between rodents and humans, but asaheir proliferation. This synanthropism
causes economic and sanitary problems of importhote in rural and urban areas (Brasil, 2002;
Querino et al., 2003).
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Toxoplasmosis is one of the diseases in which rmeddrave an important role as
intermediate hosts (Bevilaqua; Carmo; Giudice, 20®8asil, 2002). The epidemiological
importance ofT. gondiiinfection in rodents is related to the fact thats animals may work as
sources of cysts for pigs, dogs and possibly editef which have been reported to feed on rodents
(Murrell et al., 1984; Childs, 1986). Besides, thmagy infect other rodents, either by congenital
transmission or by cannibalism (Murphy et al., 2008

Despite the reports of. gondiinatural infection in rodents all over the worldessed by
the presence of serum antibodies, parasite isalatioodents and DNA detection (Dubey; Frenkel,
1998), few trials have been carried out in Braminly involving the isolation and genotyping of
the strains. The objective of this study was teessghe occurrence of infection in synanthropic
commensal rodents of urban areas in Brazil by me&astibody detection and isolation in mice,
followed by strain genotyping.

2. Material and Methods

2.1. Capture of the rodents

This study was analyzed and approved by the Aniathics Committee obUniversidade
ParanaenseUmuarama, PR, Brazil.

Synanthropic commensal rodents were captured @nsdm traps and cages placed where
their presence had been reported or where there sigms (stains, feces) of their presence. Twenty
traps were placed every week in predetermined plateaps were checked every day for the
presence of animals. Captured rodents were traresptir the laboratoryL@boratorio de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Publica, MestradoG@#éncia Animal, Universidade Paranaehse
where samples were collected for examination.

2.2. Collection of the samples

In the laboratory, captured animals were anegbetiusing halothane in an anesthesia
chamber. After reaching the anesthetic plane, biocaé data was collected and the species was
identified (Brasil, 2002). Blood samples were coéel from the anesthetized animals using the
retro-orbital sinus. Blood samples were stored iorotubes labeled with a protocol number. After
that, animals were killed by anesthetic overdose.

After collection, blood samples were centrifuged1850 g for 15 minutes for serum
separation. Aliquots of up to 1.0 mL of serum wstered at -28C in adequately labeled plastic
microtubes until the moment of analysis for thespree of antibodies anfi-oxoplasma

2.3. Detection of antibodies antiFoxoplasma gondii

Detection of antibodies anfiexoplasmawas carried out by means of the modified

agglutination test (MAT) using formalin-fixed antigs and sera diluted 1:10 (Desmonts;
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Remington, 1980). In each test run, sera from rkimavn to be positive or negative in MAT were
anlysed as controls.

2.4. Isolation in mice

Brain and heart samples collected from the rodesgie processed for isolation in Swiss
Webster mice, according to the protocol by Dube3§0g). Samples of animals positive in MAT
were individually processed, whereas for seronegatodents, brains and hearts of up to five
animals were pooled together. Five mice were itated by subcutaneous route with each digested
sample. Inoculated animals were kept under coettgdhotoperiod and temperature, were offered
water and fee@d libitum, and were observed for 60 days. All mice were #il&® days after the
inoculation, and blood was collected for MAT deiectof antibodies anflFoxoplasmaThe brains
of these animals were also analyzed for the presehparasites after maceration and resuspension
in 0.18% saline. Samples were considered positilennshowed cysts in brain macerates, or
showed positive results in MAT (Dubey; Beattie, 898

2.5. Molecular detection and genotyping of . gondii isolates

Brain samples of seropositive mice and /or thos¢ showed tissue cysts were sent to the
Grupo de Pesquisa em Zoono$R&JPEZO) fromFaculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
atUniversidade Estadual PaulisSttd NESP — Botucatu Campus for DNA detection ancbggnng.

Extraction and purification of DNA from tissue saegpwere carried out using the lllustra
Tissue and cells genomic Prep Mini spin kit (GE Iteare Life Sciences do Brasil Lt&aBrazil),
following the manufacturer’s instructions. PCR wasried out using the primers described by
Homan et al. (2000), which amplify a 529bp fragmé146527 [Genbank], that is repeated 200-
to 300-times in T. gondii genome. Thus, primers TOX4
(5'CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG?I) and TOX5
(5’°CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT3') were used. PCR wpsrformed in the reaction
mixture containing 10pM of each primer (Prodimotagl), 10X PCR buffer (50mM KCI, 10mM
Tris-HCI, Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brazil), 1.5nW§Cl, (Invitrogen, Brazil), 1.25mM dNTP
(Invitrogen, Brazil), 0.15U Platinuriiaq polymerase (Invitrogen, Brazil), and ultrapure evato
25uL. Amplification was performed in a MasterCycleP gradient (Eppendorf, Brazil). Initial
denaturation for 7 minutes at 94°C was followe®bycycles of 1 minute at 94°C, 1 minute at 60°C
and 1 minute at 72°C, and final extension for 1@utds at 72°C. The sequence was visualized by
electrophoresis in 1.5% agarose gel stained witidieim bromide, and recorded using a digital gel-
documentation system (UVP, USA).

Strain typing was performed using 12 genetic marlsAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG,
c22-8, c29-2, L358, PK1, Apico and CS3, as desdriireviously (Su et al., 2006; Ferreira et al.,
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2006; Dubey et al., 2007; Pena et al., 2008). Aditechal marker (ROP18) was included to

evaluate the virulence of the strains (Khan et 2009), as CS3 (Khan et al., 2005). Reference
strains (GT1, PTG, CTG, TgCgCal, MAS and TgCatBsgye used as controls. Target DNA

sequences were first amplified by multiplex-PCRhgsexternal primers for all markers followed by

genotyping using nested-PCR for individual markexs,described previously (Su et al., 2006;
Ferreira et al., 2006; Dubey et al., 2007; Penalgt2008). All products were visualized by

electrophoresis in agarose gel (1.5, 2.5 or 3%endpg of the marker) stained with ethidium

bromide, and recorded using a digital gel-docuntemtaystem (UVP, USA).

3. Results

Forty-three rodents were captured. From this tetdl2% wereMus musculugand 55.8%
were Rattus rattus Among M. musculusspecimens, 31.6% were male and 68.4% were females;
amongR. rattus,58.3% were males and 41.7% were females.

None of the animals was positive for antibodies-@onkoplasman MAT. Even though
pooled brain and heart samples obtained fromMyonusculusand fourR. rattuswere negative in
MAT, they were individually processed for isolatiam mice. Samples from each of these six
animals were inoculated in five mice, in a total36fanimals. For samples of the other 37 rodents,
up to five animals were pooled together and eadt was inoculated in five mice, in a total of 40
inoculated animals. After 60 days of observatiamchnical changes were observed in any of the
inoculated mice, and blood samples were colleatedlétection of antibodies anfki-gondii From
the 70 animals examined, five were positive in MifaTa dilution equal to 1:25. From these mice,
three were inoculated with the brain and heart pbaine synanthropitM. musculusand other two
inoculated with the brain and heart pool of éhaattus OneT. gondiitissue cyst was found in the
brain macerate of one of the mice inoculated whit R. rattussample. Brain samples of these
seropositive animals were submitted to DNA extacandT. gondiigenotyping

Two T. gondiistrains were isolated,gCatBr5andTgCatBr1Q both already described in the
literature. These strains were isolated from Bhemusculusand oneR. rattus respectively. They
were originally isolated from cats by Dubey et20@4) in the state of Parana, Brazil.

Based on these results, sera of Mismusculusand thisR. rattuswere reevaluated for the
presence of antibodies afti-gondiiby means of MAT using two-fold dilutions from 1t@ 256.
However, no antibodies were detected even in twedbdilutions, or when samples were analyzed
in another laboratory (NUPEZO) using an antigerchalifferent from the initial one.

4. Discussion

This study involved the isolation and genotypingTofgondii from urban synanthropic

rodents in the state of Parana, Brazil. No antié®avere detected in any of the 43 rodents analyzed.
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In Brazil, Sogorb; Jamra; Guimaréaes (1977), indta¢e of Sao Paulo, studied toxoplasmosis
in birds and mammals, including eigRt norvegicusand fourR. rattus All R. norvegicusvere
negative and twdr. rattuswere positive in Sabin-Feldman dye test. Ruff@608; unpublished
data) studied 182 rodents in Londrina — Parana. Froms tittal, seven were seropositive fbr
gondii. Muradian et al. (2008jnpublished dafaanalyzed 217 rodents in the city of Sao Pauld, an
only one of them was positive.

The analysis of international literature showed thetection of antibodies iRattushave a
huge variation due to regional differences andheorethod used. In 58 studies reviewed by Dubey
and Frenkel (1998), a total of 7,549 rodents weesrened (average of 130 animals per study), and
16.37% were seroreactors. In more recent studiegpiy et al. (2008) analyzed 20@us
domesticusn England and 59% were positive fdoxoplasma Salibay; Claveria (2006) studied
chronic and acute toxoplasmosis casefimorvegicusand R. rattus mindanensis rural and
urban areas of the Philippines and found antibodgzsnstT. gondiiin 58%R. norvegicusand in
42%R. rattus mindanensis

Dubey and Frenkel (1998) reviewed 39 studies frgmarasitological standpoint, showing a
total of 1,909 animals studied (average of 50 alsrpar study) and an isolation rate of 2.36%.
Many factors, such as oocyst shedding rate byaradsthe climate may affect oocyst survival and
influence infection rates in rats. Hughes et &00@&) detected. gondiiDNA in 53 of 100Mus and
in 19 of 43Rattusanalyzed by them.

In this study, T. gondii was isolated from onélus musculusand oneRattus rattus
seronegative in MAT, even in dilution 1:Phe isolation of the parasite in seronegative alimas
already reported in swine (Dubey et al., 2002)¢ckédms (Dubey et al., 2005), six-banded armadillos
(da Silva et al., 2006), and arctic foxes (Preseudl., 2008). Specific DNA of the parasite was
detected in six of nine sparronBasser domesticuseronegative for. gondiistudied by Gondim
et al. (2010) in the states of Bahia and Pernamb@cazil. In rodents, this occurrence was
described by Eyles (1952), who isolatedgondiiin mice using brain samples of one seronegative
R. norvegicusit was also experimentally verified by Dubey et(2997), who reported tissue cysts
in 16 offspring born from female rats experimentatifected. From these 16 animals, five were
negative in Sabin-Feldman dye test (<1:4) and inTMA1:20). A possible explanation for this
behavior is that congenitally infected rodents esqabto the parasite during their initial intra-uter
life would not developed a measurable antibodyarse (Murphy et al., 2008).

Recently, data on the genotyping ©f gondii strains from synanthropic rodents found in
urban areas have been published. In Crete Islarebc8, Messaritakis et al (2008) analyzed the
serum of 112 rats for antibodies amti-gondiiusing indirect immunofluorescender 1IgG. DNA
was isolated from the brain of two seropositives ré¢ading to detection of the parasite and its
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classification as type Ill by means of the analydisocus GRAG6. In the state of Parana, Brazil,
Ruffollo (2008;unpublished dataisolated fourT. gondiistrains fromR. rattususing the bioassay
and brain and liver samples of sixteen seropos#inignals. The analysis of locus SAG2 in the
isolated strains showed one strain as type | ame thirains as a combination of types I/lIl.

Strains isolated in this study had already beeaatied in cats and classified by Dubey et al.
(2004). 1t is interesting to note that the origirsdlation in cats occurred in the same state isf th
study, and that the same strains were isolated ials2009 from chickens raised in extensive
conditions in swine farms in the region of ToleBayananpublished data

In this study, isolated strains showed to be agirufor inoculated mice, which survived for
the 60 days of the observation period. Only tissgts (in one mouse), antibodies (in five mice) or
parasite DNA (in five mice) were observed. Thesailts are contrary to the expectation raised by
the results obtained for CS3 marker (profile Ihattis, of virulence for markers | or 1l (Pena kt a
2008). When these strains were originally isolatedhe cat bioassay using tissue samples of
naturally infected cats, they showed to be virulilentmice only when tachyzoites obtained from
infections caused by oocysts were used (Dubey.ef@D4). They were not isolated in mice after
the original inoculation of tissue samples obtaifreth the cats (Dubey et al., 2004). As observed
by Pena et al. (2008), virulence of the parasiteni@e depends on several factors, which include
the stage of parasite development, route of irdacinfective dose, mice lineage and parasiterstrai
(Dubey et al, 2004). Samples from strairgCatBr5 e TgCatBrl@vereisolated from chickens in
2009 in Toledo, Paranarfpublished dafa When used in the mouse bioassbyCatBrl0caused
death of mice in one of the nine samples dgGatBr5in three of six samples. However, there was
a correlation between the initial infective dose aasessed by real-time PCR, mortality and weight
loss among inoculated micenpublished data

Results of the present study suggest that theifabation of T. gondiiinfection in samples
obtained from synanthropic rodents should be exadhimot only by antibody detection methods,
but also by the mouse bioassay or parasite DNActete in tissues, including seronegative
animals. On the other hand, multilocus genotypingbéed the detection in rodents of strains
already observed in cats and chickens, confirmivegcirculation of these strains in several species
that take part in the epidemiological cycleTofgondii
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Isolamento e genotipagenmultilocus de Toxoplasma gondii de roedores soronegativos do
Brasil
Jacqueline B. ArafoAristeu V. da Silvd, Ronaldo C. Ro$aRodrigo J. Mattéj Rodrigo C.
Silva’, Virginia B. R. Pereira Helio Langon

& Mestrado em Ciéncia Animal, Universidade PararmeRsaca Mascarenhas de Moraes, 4282,
Centro, Umuarama 87.502-210, Parana, Brasil
b Curso de Graduacdo em Medicina Veterinaria, Usidade Paranaense, Umuarama, Parana,
Brasil
° Nacleo de Pesquisas em Zoonoses, Departamentoigiendl Veterinaria e Salde Publica,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, bhsidade Estadual Paulista, Botucatu, S&o

Paulo, Brasil

Resumo

Os roedores sinantropicos comensais, ou seja,exjgee se associam ao ser humano em virtude de
terem seus ambientes prejudicados pela acado dai@ripmem, principalmente os ratos e
camundongos, podem participar do ciclo epidemicldgie diversas enfermidades, entre elas a
toxoplasmose. Neste estudo foram verificados aepgasde anticorpos sericos confiaoplasma
gondii pelo método de aglutinacéo direta em 43 roedonesiicos na area urbana de Umuarama,
PR, Brasil. Além disso, amostras de cérebro e éordgram coletadas, digeridas em pepsina e
inoculadas em camundongos para isolamento do fmaréds cepas isoladas foram submetidas a
genotipagem multilocus. Todos os roedores forarmrgwativos, e o parasito isolado de Mus
musculuse um Rattus rattus sendo as cepas classificadas como similares as agl. gondii
isoladas em gatos no Estado do Parana.

Palavras-chave:ToxoplasmoseMus musculus; Rattus rattudpeteccdo de anticorpobioensaio

tipagem de cepas.
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1. Introducao

Os roedores (MAMMALIA, RODENTIA) possuem enorme ieglade de adaptacéo
ecologica, podendo viver em qualquer ambiente dege Algumas espécies apresentam acao
sinantropica por terem seus ambientes prejudicpdt@s acdo humana. As espécies sinantropicas
comensais que mais se destacamRaibus norvegicysRattus rattuse o Mus musculugBrasil,
2002).

O aumento populacional desordenado e o desenvaitamde povoados, cidades e
megaldpoles ocasionam problemas de saneamentoo béasariam condicOes ideais a ligacao
comensal dos roedores com o homem, assim comorgliférnacdo. Esse sinantropismo, tanto em
areas urbanas quanto rurais, gera prejuizos econdmisanitarios de relevancia ao homem (Brasil,
2002; Querino et al., 2003).

Uma das doencas em que os roedores sdo imporfaospedeiros intermediarios é a
toxoplasmose, onde atuam diretamente no ciclo @amgdo (Bevilaqua; Carmo; Giudice, 2004,
Brasil, 2002). A infeccao pel®. gondiiem roedores pode ter importancia epidemiologicés po
estes animais podem servir como fonte de cistadui@ic para porcos, cdes e possivelmente gatos,
animais onde ja foi registrado o consumo de roed@vieirrell et al., 1984; Childs, 1986). Por outro
lado séo fonte de infeccdo para os proprios rosdameja pela infeccdo congénita, seja pela
possibilidade de canibalismo (Murphy et al., 2008).

A despeito de serem relatadas infec¢des naturamedores em todo o mundo, verificadas
pela presenca de anticorpos séricos, isolamentmedores e deteccdo de DNA (Dubey; Frenkel,
1998), poucos trabalhos foram realizados no Brgsilncipalmente com o isolamento e
genotipagem das cepas. Este trabalho objetivodiczria infeccdo de roedores sinantropicos
comensais em area urbana no Brasil, pela detee@mtecorpos e isolamento em camundongos,

com posterior genotipagem das cepas isoladas.
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2. Material e Métodos

2.1. Captura dos roedores

Antes do inicio da pesquisa a mesma foi submetidaljada e aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Animais de Experingdotada Universidade Paranaense,
Umuarama, PR, Brasil.

Os roedores sinantropicos comensais foram captsirasioarmadilhas tipo Sherman e tipo
gaiola, em locais com relatos ou sinais (manclezes) de presenca de roedores. Semanalmente
foram distribuidas vinte armadilhnas de cada tipo legais previamente determinados, com
checagem diaria da captura. Os roedores captufadm® transportados para o Laboratorio de
Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Publicdéstrado em Ciéncia Animal da Universidade
Paranaense, onde foram submetidos a coleta derampata exames laboratoriais.

2.2. Coleta de amostras

No laboratério os animais capturados foram anestesiem camara saturada de vapor de
halotano; ao atingirem o plano anestésico foi zadl a biometria e procedida a identificacado da
espécie (Brasil, 2002). Com os animais ainda asiestes, amostras de sangue foram colhidas pela
puncédo do seio retroorbitario, sendo acondicionadasnicrotubos, devidamente identificados por
um numero de protocolo. A seguir os animais foratmetidos a eutanasia por aprofundamento
anesteésico.

Apoés a coleta das amostras de sangue, as mesmaas ¢entrifugadas a 1650 g por 15
minutos para promover a dessora, e aliquotas dé,@télL de soro, armazenadas em microtubos
plasticos devidamente identificados a °@0até o momento da avaliagdo para a presenca de
anticorpos antidfoxoplasma

2.3. Deteccéo de anticorpos anfiioxoplasma gondii

A deteccdo de anticorpos afibxoplasmafoi feita pelo método de aglutinacdo direta

(MAT), usando antigenos fixados pela formalina. €asos foram avaliados a diluicdo 1:10
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(Desmonts; Remington, 1980). Em cada teste foraahaaos soros de camundongos sabidamente
positivos ou negativos ao MAT.

2.4. Isolamento em camundongos

Amostras de cérebro e coracdo dos roedores foramegsadas para isolamento em
camundongos Swiss Webster, de acordo com o protasoDubey (1998). Amostras dos animais
positivos ao MAT foram processadas individualmeatejuantgoolsde cérebro e coracédo de até
cinco animais soronegativos foram processadas enjurdo. Cinco camundongos foram
inoculados para cada amostra digerida, pela viausabea. Os animais inoculados foram mantidos
em observacdo por periodo de no maximo 60 diassaancom controle de temperatura e luz,
recebendo agua e alimerdad libitum Todos os camundongos foram abatidos aos 60 fi@s a
inoculacédo, colhendo-se o sangue para deteccamtamrpos antifoxoplasmapelo MAT. O
cérebro dos animais também foi examinado parasepea de formas parasitarias, apés maceracao
e ressuspensdo em solucéo salina 0,18%. Forandeoadas positivas aquelas amostras em que se
observou cistos no macerado do cérebro, ou nagaeiesis em que o MAT foi positivo (Dubey;
Beattie, 1988).

2.5. Deteccdo molecular e genotipagem de amostrasTd gondii isoladas

As amostras de cérebros de camundongos soropgsiéikau com presenca de cistos
teciduais foram encaminhadas ao Grupo de Pesgmisdoenoses (NUPEZO), da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, da Universidadafual Paulista, UNESP — Campus Botucatu.

A extracdo e purificacdo do DNA das amostras debrérforam realizadas usando o kit
comerciallllustra Tissue and cells genomic Prep Mini spih (GE Healthcare Life Sciences do
Brasil Ltda®), de acordo com as instrucbes do fabricante. Asdes em cadeia pela polimerase
(PCR) foram realizadas usando os oligonucleotidesalizadores descritos por Homan et al.
(2000), que amplificam um fragmento de 529pb, ABRP¥6[Genbank], repetido de 200- a 300-
vezes no genoma de T. gondii Assim, os oligonucleotideos  TOX4

(5°CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG3) e TOX5
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(5’"CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT3) foram usados. AsCR foram realizadas em
volumes de 25uL contendo 10pM de cada oligonudeot{Prodimol, Brasil), tamp&o de PCR 10X
(50mM KCI, 10mM Tris-HCI, Invitrogen, Sdo Paulo, J5R,5mM MgC} (Invitrogen), 1,25mM
dNTP (Invitrogen), 0,15U ddaq polymerase Platinum (Invitrogen), e agua ultrapgusap. As
amplificacbes foram realizadas em termociclador tbt&ycler EP (Eppendorf, Brasil). Apés
denaturacéo inicial a 94°C por sete minutos, saguse 35 ciclos de 94°C por um minuto, 60°C
por um minuto e 72°C por um minuto, e extensaol n&2°C por 10 minutos. As sequéncias
amplificadas foram visualizadas por eletroforesegeihte agarose a 1,5%, corado pelo brometo de
etideo, com registro digital pelo Gel-Doc it syst@iwP, USA), em computador especifico.

A tipagem das cepas foi realizada usando-se 12aahaires genéticos: SAG1, SAG2, SAG3,
BTUB, GRAG, c22-8, c29-2, L358, PK1, Apico e CS8nhm descrito previamente (Su et al., 2006;
Ferreira et al., 2006; Dubey et al., 2007; Persd.e2008). Um marcador adicional foi incluido para
avaliar a viruléncia (Khan et al., 2009), as CSBdK et al., 2005). Cepas de referéncia (GT1, PTG,
CTG, TgCgCal, MAS e TgCatBr5) foram utilizadas carnatrole das reacdes. As sequéncias alvo
de DNA eram primeiramente amplificadas e, uma R@Rtiplex usando os oligonucleotideos
externos para todos os marcadores, seguidoedeedPCR para os marcadores individuais para
genotipagem como descrito previamente (Su et @D6;2Ferreira et al., 2006; Dubey et al., 2007;
Pena et al., 2008). Todos os produtos amplificddi@sn visualizados pela eletroforese em géis de
agarose a 1,5, 2,5 ou 3%, dependendo do marcaadas com brometo de etideo, e registrados
digitalmente pelo Gel-Doc it system (UVP, USA), am computador especifico.

3. Resultados

Foram capturados 43 roedores, sendo 44Vi#% musculug 55,8%Rattus rattusEntre os
M. musculus31,6% eram machos e 68,4% fémeas, e Bamattus58,3% eram machos e 41,7%
fémeas (Apendice 1: Figuras 1, 2 e 3).

Nenhum animal foi positivo ao MAT para deteccédo agicorpos contraloxoplasma

Amostras de cérebro e coracgmdl) obtidas de doisM. musculuse quatroR. rattus mesmo
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negativas ao MAT, foram processadas individualmpata o isolamento em camundongos, sendo
inoculados cinco camundongos para cada um destkesseais, num total de 30 animais. As
amostras dos 37 roedores restantes foram reunidgsoels de até cinco animais e cagaol
inoculado em cinco camundongos, totalizando 40 calmngos inoculados. Observados durante 60
dias, os camundongos inoculados ndo apresentartracéles clinicas, e aos 61 dias poés-
inoculacéo, foi realizada a coleta de sangue dest@sais, para deteccdo de anticorpos anti-
gondii. Dos 70 animais examinados, cinco foram posita@$1AT a diluicdo 1:25 do soro. Destes
camundongos, trés haviam sido inoculados @mol de cérebro e coracdo de Wwh musculus
sinantropico e outros dois inoculados cpool de cérebro e coracdo de Bnrattus No macerado
do cérebro de um dos camundongos inoculados corsteameR. rattusfoi encontrado um cisto
tecidual deT. gondii As amostras de cérebro destes animais soropssitoram encaminhadas
para extracdo de DNA e genotipagenildgondii.

Isolou-se duas cepas de gondii ambas ja relatadas na literatura tendo sido deraalas
TgCatBr5 e TgCatBrlQ neste trabalho isoladas de uM. musculuse um R. rattus
respectivamente. Estas cepas foram originalmeptadias de gatos por Dubey et al (2004) no
Estado do Parana, Brasil.

A partir destes resultados, os sorosMlomusculuse doR. rattusforam reavaliados para a
presenca de anticorpos contragondiipelo MAT, a partir da diluicdo 1:2, e em diluic@siadas
na base 2 até 256, mas anticorpos nao foram detsctaesmo nas diluicbes mais baixas, inclusive
guando avaliadas em outro laboratério (NUPEZO)lizatido lote de antigeno diferente do
inicialmente usado para avaliar as amostras dares.

4. Discusséao

Neste trabalho é relatado o isolamento e genotipatgel. gondiide roedores sinantropicos

urbanos no Estado do Parana, Brasil. Nao foranctdekes anticorpos em nenhum dos 43 roedores

examinados.
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No Brasil, Sogorb; Jamra; Guimardes (1977) pesrpnsaa toxoplasmose em aves e
mamiferos do Estado de S&o Paulo, incluindo Bitmorvegicustodos negativos, e quatR.
rattus sendo dois positivos para o teste de Sabin-FeldRaffolo (2008;unpublished data
pesquisou 182 roedores em Londrina — PR, destés, fegeam soropositivos par@. gondii.
Muradian et al. (2008ynpublished dafados 217 roedores examinados na cidade de Séo,Paul
apenas um foi positivo.

Quando considerada a literatura mundial, os da@odetieccdo de anticorpos dRattus
variam enormemente, devido as diferencas regiaasm relacdo ao método utilizado. Em 58
estudos revisados por Dubey e Frenkel (1998), wah de 7549 roedores foram examinados, com
meédia de 130 animais por estudo, e 16,37% de amismaologicamente reagentes. Em trabalhos
mais recentes, Murphy et al. (2008) pesquisaramN2@ domesticusa Inglaterra, e 59% foram
Toxoplasmaaositivo. Salibay; Claveria (2006), pesquisaranosate toxoplasmose cronica e aguda
emR. norvegicus e R. rattus mindanerais areas urbanas e rurais nas Filipinas, encalurad®o
dosR. norvegicu® 42% dogfR. rattus mindanensisom anticorpos contr. gondii

Do ponto de vista parasitologico, Dubey e Frenk8Bg) revisaram 39 trabalhos, revelando
0 exame de 1909 animais, com média de 50 animaiggimlho e 2,36% de isolamentos. Muitos
fatores como a taxa de eliminacdo de oocistos Eltss no ambiente e o clima, podem afetar a
sobrevivéncia dos oocistos e influenciar as taxasfitccdo pelo parasito em ratos. Hughes et al.
(2006) detectaram DNA dé&. gondiiem 53 dos 10Mus examinados e em 19 dos &attus
avaliados.

Neste trabalhol. gondiifoi isolado de unMus musculug umRattus rattussoronegativos
ao MAT, mesmo quando o soro foi diluido a 1Q. isolamento do parasito de animais
soronegativos ja foi relatado em suinos (Dubey.eP@02), galinhas (Dubey et al., 2005), 6 tatus-
cavalo (da Silva et al., 2006), em raposas art{Passtrud et al., 2008), e a deteccdo de DNA
especifico do parasito de seis dos nove par@asser domesticusoronegativos paré. gondii

avaliados por Gondim et al (2010) dos Estados daaBa Pernambuco, Brasil. Em roedores, tal
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comportamento ja havia sido descrito por Eyles 2).98ue isolouT. gondiiem camundongos a
partir do cérebro de umR. norvegicussorologicamente negativo, e verificado experimeregate
em R. norvegicugpor Dubey et al. (1997), onde, de 16 filhotes castos teciduais, oriundos de
ratas previamente infectadas, cinco foram negatioteste de Sabin-Feldman (<1:4) e ao MAT
(<1:20). Uma possivel explicacdo para este compeanio € que roedores infectados pela via
congeénita, expostos durante o inicio da vida ugemdo produziriam uma resposta mensuravel de
anticorpos (Murphy et al., 2008).

Apenas recentemente tém sido publicados dados aajaotipagem de cepas Tegondii
de roedores sinantropicos capturados em areasasbhfessaritakis et al (2008) examinaram o
soro de 112 ratos para a deteccdo de anticorpdsadorgondii pela reacao de imunofluorescéncia
indireta para anticorpos 1gG, oriundos de Cret&gcar De dois ratos soropositivos, DNA foi
isolado do cérebro, resultando na deteccédo doifmeposterior classificagdo como tipo Il pela
analise doocus GRA6. No Estado do Parand, Brasil, Ruffollo (2008published dafaisolou
guatro amostras d&. gondiide R. rattusa partir do bioensaio do cérebro e figado de deres
animais soropositivos. As cepas isoladas, quandliaao olocusSAG2, apresentaram-se ou como
tipo I, em uma cepa, ou combinacao dos tipos EHi,trés cepas.

As cepas isoladas neste trabalho ja haviam sideriamhente detectadas, em gatos, por
Dubey et al. (2004), que fizeram a denominacéocdpss. E interessante notar que o isolamento
original, em gatos, se deu no mesmo Estado onddrabilho foi realizado, e em 2009, as mesmas
cepas foram isoladas de galinhas criadas extensiManoriundas de fazendas produtoras de suinos
na regiao de Toledo, PRr{published data

Neste trabalho as cepas isoladas mostraram-sdesnas para os camundongos inoculados,
gue sobreviveram aos 60 dias de inoculacédo, temtbo detectados apenas cistos teciduais (um
camundongo), anticorpos (cinco camundongos) ou OBbiAco camundongos). Este resultado
contraria a expectativa gerada pelo resultado oljgata o marcador CS3 (perfil 1), ou seja de

viruléncia para marcadores | ou Il (Pena et alQ820No isolamento original destas cepas,
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realizado pelo bioensaio em gatos, usando os teadogatos naturalmente infectados, as cepas
mostraram-se virulentas para camundongos someptetia de taquizoitos obtidos de infeccOes
com oocistos, ndo tendo sido isoladas em camundamganoculacao original dos tecidos obtidos
dos gatos. Como apontado por Pena et al. (2008)fuEncia do parasito em camundongos
depende de vérios fatores, que incluem estagiosip@mia, via de infeccdo, dose infectante,
linhagem do camundongo e a cepa do parasito (Debesl, 2004). Nas amostras das cepas
TgCatBr5 e TgCatBrl®soladas de galinhas em Toledo, PR, em 200®yblished data houve
mortalidade de camundongos em uma de nove amogj@atBrl0e em trés de seis amostras
TgCatBr5 mas, houve correlacédo entre a dose infectant@linverificada pelaeal-time PCR a
mortalidade e a perda de peso nos camundongodadosu

Os resultados deste trabalho permitem sugerir gdendificacdo da infeccao pelo gondii
em amostras de roedores sinantropicos deva selirea@amao somente pelos métodos de deteccao
de anticorpos, mas também ou pela bioprova ou getieccdo de DNA do parasito nos tecidos,
inclusive nos animais soronegativos. Por outro,ladgenotipagemmultilocuspermitiu detectar em
roedores, cepas ja verificadas em gatos e galicbarmando a circulacdo desta cepa em diversas
espécies que participam do ciclo epidemiolégicdedparasito.
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Abstract
Toxoplasma gondiinfection affects homoeothermic animals around wwld, and

many infections, in animals and man, can resutibortion, congenital disorders, and
ocular or neuromuscular disease, with serious immpa@nimal health. A variety of
antibody detection methods have been proposed smital description of Sabin-
Feldman dye test, usually using blood sera as safopldetection. Tissues and fetal
liquids can be used for antibody research too, femt researches compare the
performance of this detection in parwise sera,thecevaluation of autolysis effect was
not been verified. This work shows the results ehssbility, specificity and the
efficiency of método de aglutinacao diretain antgondiiantibody detection in fresh or

autolysed samples of liver, spleen and muscle jmdxdeof chronically infected mice.
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Resumo

A infeccao peloToxoplasma gondiafeta animais homeotérmicos em todo o mundo, e
muitas infec¢cdes, nos animais e no homem, podemtaesm abortamentos, alteracbes
congénitas e doenga ocular ou neuromuscular, caossimpactos em saude animal e
saude publica. Diversos testes de deteccdo deogrug tém sido propostos desde a
descricéo inicial do teste de Sabin-Feldman, userienutilizando o soro sanguineo
como amostra para a deteccdo. Tecidos e liquidas fmmbém podem ser utilizados
para a pesquisa de anticorpos, entretanto pouaballios comparam o desempenho
desta deteccdo em amostras pareadas com sororssmgeia avaliacdo do efeito da
autolise ndo foi verificada. Este trabalho apreserd resultados de sensibilidade,
especificidade e a eficiéncia do método de aglgiioalireta na deteccdo de anticorpos
anti-T. gondii em amostras de figado, bago e musculatura, recdetadas, ou
autolisadas, oriundas de camundongos cronicamafetetados.

Palavras-chave:Toxoplasmamétodo de aglutinacao direta; tecidos; curvas ROC
Introducao

A toxoplasmose € uma zoonose de distribuicdo nalinckusada pelo parasito
intracelularToxoplasma gondiiA frequéncia em que a infeccéo por este parasitore
€ variavel nas regides do planeta e esta ligadatoses como padrdes culturais da
populacdo, habitos alimentares, idade, procedéngial ou urbana, entre outros
(TENTER et al, 1999).

O T. gondii pode ser isolado de tecidos pela inoculacdo denaasi de
laboratorio, principalmente camundongos e céluhaseltivo de tecidos; entretanto, o
isolamento pode ser dificil, dependendo das coedigi tecido e da quantidade de
amostra, além de, principalmente quando da utdizale animais, consumir um tempo
variado de 20 a 60 dias para um diagndstico firalnesmo, exigir inoculacdes
sucessivas do material. Tecidos podem ser exansrzata a presenca die gondiipor
técnicas citologicas e histopatologicas, entretatgpendendo do estagio da infeccéo, o
encontro do parasito pode ser tornar dificil, devéddistribuicéo irregular dos cistos
teciduais nos 6rgdos e mesmo em um determinado (D4ZBEY; BEATTIE, 1988).

Dada as limitagbes da deteccao direta do parasiédiernativa mais frequente
para a deteccdo da infeccdo é a pesquisa de @oacsericos. O primeiro teste de
deteccdo de anticorpos foi o do corante de Sabdwfem (DUBEY, 2007), que foi
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seguido por outros métodos, tais como a imunoficénecia indireta e o teste de
aglutinagcéo direta (DUBEY e BEATTIE, 1988). Classiente estes testes utilizam
soro sangiiineo como amostra para a deteccdo a@erpos. Entretanto em algumas
situacOes, a obtencédo de soro sanguineo podefd# dia deteccdo de anticorpos e
outros marcadores séricos pode ser impossibil(at9EIRO et al., 2009). Amostras
de tecidos provenientes de abatedouros, ou de snaneontrados mortos, bem como
fluidos de fetos abortados, podem ser uma altengiara a deteccdo da presenca de
anticorpos.

No Japéo, Hagiwara; Katsube (1981) detectaram legée significativa
(r=0,82) nos titulos de anticorpos, determinadda pEacdo de Sabin-Feldman, em 190
amostras de soro de suinos examinadas de formadpareom suspensfes de
musculatura.

Arthur; Blewett (1988) examinaram fluidos fetais &L cordeiros abortados, a
fim de detectar anticorpos afti-gondiipela RIFI para anticorpos da classe IgG. O grau
de deterioracdo das amostras examinadas nao icfwers resultados para este
método, obtendo-se 28 amostras soropositivas clmd@is maiores que dois. Segundo
0s autores, a detec¢cdo de anticorpos fetais empacffaral. gondiipela RIFI oferece
um meio rapido e confiavel de diagnostico da irdieqgor este parasito.

Fluidos toracicos fetais de 738 suinos abortadosrgantina foram examinados
para deteccdo de anticorpos coniragondii pelos métodos de imunoflorescéncia
indireta (RIFI) e aglutinacao direta (MAD). Dest&$§,animais apresentaram anticorpos
contra T. gondii no primeiro método e dez foram soropositivos pargdegundo
(VENTURINI, et al., 1999).

A prevaléncia da infeccdo pdr. gondii foi investigada por andlise de 807
amostras de suspensdo de musculatura coletadaszdaebdtedouros de suinos por
Lundén et al. (2002), que utilizaram para o diajn0so ensaio imunoenzimatico
(ELISA), encontrando 42 (5,2%) amostras positivas.

A despeito de serem utilizadas como amostras pgr@squisa de anticorpos,
tecidos e liquidos fetais de animais infectados fofiam sistematicamente testados
quanto a sua performance na deteccdo de anticamue$. gondii pelo método de
aglutinagéo direta, comparando-se com provas pedaas, tais como a deteccdo de
anticorpos no soro sanguineo ou de cistos tecidgisecidosO presente trabalho tem
como objetivo comparar a deteccdo de anticorposTangondii pelo método de

aglutinacdo direta em amostras de figado, baco scutaiura de camundongos
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cronicamente infectados, com a deteccdo de antisogm amostras de soro dos
mesmos animais, bem como verificar a influénciaad&lise na performance da

deteccao de anticorpos em tecidos.

Material e Métodos

Foram utilizados 32 camundongos infectados e nfextados, mantidos no
Laboratorio de Medicina Veterinaria Preventiva eidga Publica da Universidade
Paranaense (LMVP/UNIPAR).

Para a avaliacdo do teste de aglutinacdo diretaDMAa deteccdo de
anticorpos antiF. gondiiem tecidos de camundongos cronicamente infectiaam
realizados dois experimentos, sendo o primeiro tamdos coletados de animais logo
apos a eutandsia, enquanto que o segundo comdemtidados de animais as 24, 48,
72 e 96 horas ap0s a eutanasia, para se avalipardsnetros de sensibilidade e

especificidade do teste em tecidos autolisados.

Experimento |

Animais

Foram examinados camundongos cronicamente infectadon T. gondii
(LMVP/UNIPAR), Campus Umuarama, para manutencaalu®s cepas do parasito,
denominadas ME-49 e UMU-01. Foi coletado o sanquea obtencdo de soro
sangiineo e outros oOrgaos, para preparacdo dagnstsg dos mesmos, destes
camundongos, que fizeram parte dos grupos expemmsepositivos. Como grupo
controle negativo foram utilizados camundongos elcdrte obtidos junto ao Biotério
da UNIPAR Campus Cruzeiro.

Grupos experimentais

Camundongos cronicamente infectados com o parfsidon anestesiados em
camara saturada de vapor de halotano, para catetamgue e em seguida sofreram
eutanasia para coleta dos 6rgdos. Da mesma forietad@s amostras de animais
negativos a presenca @iegondij constituindo-se o grupo controle negativo.
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Coleta das amostras

O sangue dos animais foi coletado pela puncaoeim retro-orbitario com
capilar de vidro e transferido para microtubos tjtés, devidamente identificados por
um numero de protocolo. Apds a coleta as amostasadgue foram centrifugadas a
1650 g por 15 minutos para promover a dessoraigacahs de 0,5 ml de soro foram
armazenadas a -20, até o exame para detecgdo de anticorpos.

Os camundongos sofreram eutanasia pelo aprofundarapastésico. A seguir
os animais foram fixados em placa de isopor, emildex dorsal, para incisdo do
abdémen e exposicdo da cavidade abdominal paraacdte figado e do baco, e
dissecados de forma a se coletar amostras de ratigellprincipalmente dos membros
toracicos e pélvicos. Tais amostras apos pesaitasadas em gral de ceramica com
pistilo e adicionado igual volume de solucdo sataraponada de fosfatos (SSTF), pH
7,2, para suspensao do tecido, foram centrifugad#&50 g por 15 minutos, e aliquotas
de 0,5 mL do sobrenadante armazenadas em microtplasticos devidamente
identificados, e congeladas a %20 até proceder-se o exame para deteccdo de

anticorpos nas mesmas.

Exame de deteccao de anticorpos

Para o exame das amostras de soro e de suspensd@aoe foi usado o método
de aglutinacdo direta para deteccdo de anticorptisT@xoplasma gondiiusando
antigeno fixados pela formalina — MAD-AF (DEMONSTBEMINGTON, 1980),
preparado no LMVP/UNIPAR. Inicialmente foi realizadiluicio das amostras a 1:2
em SSTF, seguida de diluicbes seriadas na basepdmsdeterminacdo do titulo de

anticorpos nas amostras.

Experimento I

O experimento Il seguiu 0 mesmo protocolo paraeteoke preparacao das
amostras e para o0 exame de deteccao de anticergostanto foram constituidos quatro
grupos de amostras provenientes de cinco camundotrgmicamente infectados, e
quatro grupos de amostras de trés camundongosfetaidos, totalizando 32 animais
avaliados. As amostras de soro foram coletadas aoemnimais anestesiados, mas as

amostras de tecidos (baco, figado e musculatuesjaapas 24, 48, 72 e 96 horas ap0s a
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eutandsia. Durante estes periodos as carcacasidwssaforam mantidas a temperatura
ambiente (22, + 0,3C), em caixas protegidas do contato com moscas.

Analise dos dados

Para o experimento |, a associacdo entre os rdesltda deteccdo de anticorpos
no soro e nas suspensdes de tecidos foi verifipattateste de McNemar, calculo do
indice de associacao kappa, e dos indices de Biglasib, especificidade, taxa de falso-
positivos, taxa de falso-negativos, e concordadog testes (MACKINNON, 2000).
Além disso, foi determinada a curR®OC (Receiver Operating Characterisfie a area
da curva para comparacao da qualidade diagnosicketgéccédo de anticorpos em cada
um dos tecidos avaliados, tendo como padrao-oudeteccdo de anticorpos no soro
(ZHOU et al., 2002; GARDNER et al, 2009). Para pazknento I, foi calculada a
sensibilidade e especificidade para cada tecidtiadea independente do tempo de
autolise, e os tecidos comparados entre si perdetacdo da curvROC e da area

associada. Valores de P menores que 0,05 forandeoados significantes.

Resultados e Discussao

Entre os camundongos cronicamente infectados enféctados, avaliados no
Experimento |, foram examinadas 70 amostras de figaxlo e baco, e 69 amostras de
musculatura, correspondendo ao Experimento |. A®cecdes dos resultados do
método de aglutinacdo direta entre soro, figadgp amusculo sdo apresentadas na
tabela 1.

Tabela 1 Associacdo dos resultados do método de aglutnaj@&ta (MAD) na
deteccdo de anticorpos aifitbxoplasma gondiem amostras de soro, figado, baco e

musculo de camundongos cronicamente infectadofou n

Figadd Baco’ Musculo®

Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Netao

Positivo 30 4 31 3 25 8
Soro

Negativo 4 32 2 34 0 36
Total 34 36 33 37 25 44

Estatistica: Teste do¢>de McNemar 2x°=0,13 (p=0,7237)%*=6,13 (p=0,0133)*?=0,00 (p=1,0000).

Das amostras comparadas ao padrdo-ouro para oandtodglutinacdo direta,

as de figado apresentaram 30 resultados verdagheisits/os, 32 verdadeiros negativos
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e quatro falsos positivos e falsos negativos. DasaBostras de musculatura, 25
apresentaram resultados verdadeiros positivos, e3@adeiros negativos, oito falsos
positivos e nenhum falso negativo. Enquanto comamasstras de baco obteve-se 31
verdadeiros positivos, 34 verdadeiros negativods falsos positivos e dois falsos
negativos. Entre as amostras avaliadas, o muschteve® menor sensibilidade

(75,8+7,4%), com 24,4 % de chance de apresentattads falso positivo. Porém,

apresentou 100 % de especificidade, o maior rekulp@ra deteccdo de verdadeiros

negativos, com eficiéncia de 88,4+3,8% (Tabela 2).

Tabela 2.Estatisticas de validacdo (E - % da estimativapt- ddesvio-padrdo da
estimativa; 1C95% - intervalo de confianca 95%) desultados de deteccdao de
anticorpos antiFoxoplasma gondipelo método de aglutinacéo direta em suspenséo de

figado, baco e musculo de camundongos cronicanrgetdados. Umuarama -2010.

Figado Baco Musculo
Estatistica E+dp IC95% E+dp IC95% E+dp 1C95%
Sensibilidade 88,2+5,5 72,6-96,7 91,2+4.,9 76,3-98,175,8+7,5 57,7-88,9
Especificidade 88,945,2 73,9-96,9 94,4+3,8 81,399, 100,0+0,0 90,3-ND
Eficiéncia 88,6+3,8 78,7-94,9 92,9+3,1 84,1-97,6 ,488,8 78,4-94,9
VPP 88,2+5,5 72,6-96,7 93,9+4,2 79,8-99,3 100,0+0,086,3-ND
VPN 88,945,2 73,9-96,9 91,9+4,5 78,1-98,3 81,8+5,867,3-91,8
Falso positivo 11,145,2 3,1-26,1 5,6+3,8 0,7-18,7 ,040,0 ND-9,7
Falso negativo 11,845,5 3,3-27,4 8,814,9 1,9-23,7 4,287,5 11,1-42,3
kappa 77,1+7,6 62,2-92,0 85,7+6,2 73,6-97,8 76/m+7, 61,7-91,4

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditiveegativo; IC = intervalo de confianca 95%; ND = mi&finido.

Quando verificada as curvd®OC e as areas associadas, entretanto, ndo se
verificou diferenca na eficiéncia entre tecidoshdla 3, Figura 1) na deteccdo de

anticorpos antiF. gondii(p<0,05).
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Tabela 3.Diferencas na area sobre a cuR@QC (AAUC), intervalo de confianca 95%
(IC95%) e valor de P para a deteccdo de anticogmbisToxoplasma gondipelo
método de aglutinacdo direta em suspensdes deramdst figado, baco e musculo de

camundongos cronicamente infectados.

Amostras pareadas AAUC IC95% Valor de P
Figado — Baco 0,033 -0,062 — 0,128 0,500
Figado — Musculo 0,002 -0,102 - 0,107 0,962
Baco — Mdsculo 0,030 -0,043 -0,103 0,417
100 F
o, 80
O g
0 g o
T 60Q — Figado
s W Bago
':.D _t r
= aOo0np/ || Musculo
n §
20 |
0

0 20 40 60 80 100
100-especificidade
Figura 1. Curva ROC para os resultados de deteccdo de anticorpos axdplasma

gondii em suspensfes de figado, baco e musculo de cangosi@ronicamente

infectados.

Como em outros trabalhos de deteccdo de anticoepossuspensdes de
musculatura, a sensibilidade do MAD foi menor. Lémcet al. (2002) encontraram
sensibilidade de 94% e especificidade de 92% quamhopararam o ELISA em
suspensao de musculo aos resultados da reacadiseFskiman no soro de animais
naturalmente infectados. Hill et al. (2006), tamb&@wmparando o ELISA em
suspensdes de musculatura de animais experimentalnefectados, encontraram
sensibilidade de 76,9%, enquanto que o MAD do sapoesentou 80,6% de
sensibilidade e o ELISA no soro, 100%. Por outdm]apesar da menor sensibilidade,



39

a especificidade foi de 100% neste trabalho, e étilal. (2006) encontraram valor
preditivo negativo de 100% para o ELISA em suspemnsi@ musculatura.

O experimento Il procurou verificar a influéncia dutolise na performance da
deteccdo de anticorpos nas amostras de tecidosaoheindongos cronicamente
infectados. Nao houve diferencas, independent@ddad avaliado, na performance da
MAD nos diferentes momentos de coleta de amos2s48, 72 ou 96 horas; p>0,05),
e com isso, para analise final, os resultados,penidente dos momentos de coleta,
foram considerados em conjunto, para cada um dmbe

A Tabela 4 apresenta os parametros de sensilglidgacespecificidade da
deteccdo de anticorpos pelo MAD, para cada um éaslds, quando o critério de
validacdo foram os titulos >0, >2 e >20. Como psekeverificado, independente do
titulo e tecido considerado houve diminuicdo exgves dos parametros. O tecido
menos afetado foi a musculatura, seja na sensitidicdeja na especifidade, e quando
considerados titulos maiores que 2, foi o teciduo awelhor performance (Figura 2).

Tabela 4.Sensibilidade (SE) e especificidade (ES) - % damesiva e IC95% -
intervalo de confianca 95% - dos resultados decdétede anticorpos anfiexoplasma
gondii pelo método de aglutinagédo direta em suspensdiaido, baco e musculo de
camundongos cronicamente infectados, em amostletaidas entre 24 a 96 horas apoés

a eutanasia.
Critério (titulo de anticorpos)
Tecido Parametro >0 >2 >20
% IC95 % IC95 % IC95
] SE 90,0 68,3-98,8 25,00 8,7-49,1 5,00 0,1-24,9

Flgado ES 66,7 34,9-90,1 91,67 61,5998 100,00  73,5-100,0
Baco SE 100,0  83,2-100,0, 50,00 27,2-72;8 25,00 8,7-49,1

ES 41,7 15,2-72,3 83,33 51,6-97,9 100,00 73,5-100,0
MUscLlo SE 90,0 68,3-98,8 70,00 45,7-88,1 45,00 23,1-68,5

ES 75,0 42,8-94,5 91,67 61,5-99,8 100,00 73,5-100,0
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Figura 2. Curva ROC para os resultados de deteccdo de anticorpod axdplasma

gondii em suspensfes de figado, baco e musculo de cangosi@ronicamente
infectados, em amostras coletadas entre 24 a 968 hpos a eutanasia.

A Tabela 5 demonstra que, mesmo com as difereegas sensibilidade e
especificidade, estas ndo foram suficientes patiaan diferenca significativa entre os

tecidos na deteccdo de anticorpos em amostrassaiolad.

Tabela 5.Diferencas na area sobre a cuR@QC (AAUC), intervalo de confianca 95%
(IC95%) e valor de P para a deteccdo de anticogmbisToxoplasma gondipelo
método de aglutinacdo direta em suspensdes deramdst figado, baco e musculo de

camundongos cronicamente infectados, em amosti@sdas entre 24 a 96 horas apés

a eutanasia.

Amostras pareadas AAUC IC95% Valor de P
Figado — Baco 0,002 -0,243 - 0,248 0,987
Figado — Musculo 0,102 -0,065 - 0,269 0,231
Baco — Musculo 0,104 -0,088 — 0,296 0,287

A literatura ndo apresenta resultados de detededmnticorpos em amostras de
tecidos autolisados. Porém, uma fonte para a psa@lé anticorpos, potencialmente
alterada pelos fenbmenos cadavéricos, sdo as aadr fluidos fetais obtidas em

casos de abortamento. Arthur; Blewett (1988) retatme apenas titulos de anticorpos
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acima de 256 poderiam ser considerados sensiesigegificos para amostras de fluido
toracico obtidos de cordeiros abortados; titulosnanes que oito ndo estiveram
associados a lesbes histopatologicas de cotiléddietss compativeis com
toxoplasmose. Venturini et al. (1999) verificaraifeictnca na deteccdo de anticorpos
em fluidos fetais de suinos quando utilizando al RIB MAD, sendo a primeira mais
sensivel. Neste caso os autores incriminaram amcomacdo das amostras como um

provavel fator para a performance diminuida do ohettte aglutinacéo.

Apesar da perda de sensibilidade, principalmenéadp avaliadas em amostras
de figado e baco, a deteccéo de anticorposTamgendiiem amostras de tecidos pode
ser indicada quando o soro sanguineo nédo estispomiivel. Independente da queda de
performance do teste de aglutinacdo nas amosteadds, a vantagem do método em
prescindir de reagentes espécie-especificos pstiégar sua utilizacdo principalmente

quando estiverem envolvidos animais selvagens.
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Abstracts
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Tables
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Please note that because of technical complications which may arise by converting colour figures to 'grey scale’ (for the printed version,
should you not opt for colour in print), you should submit in addition usable black and white figures corresponding to all colour
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Elsevier now accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research. Supplementary files offer the
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be mentioned.
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in the text.
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11. Articles available online but without volume and page numbers may be referred to by means of their Digital Object identifier (DOI)
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2. For simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line.

3. Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In general only equations explicitly referred to in the text
need be numbered.

4. The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Powers of e are often more conveniently denoted by exp.

5. In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca?*, not as Catt.

6. Isotope numbers should precede the symbols e.g. 180.
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should be given in full. Exceptions may be made in the case of a very long name occurring very frequently or in the case of a compound
being described as the end product of a gravimetric determination (e.g. phesphate as P,O;).

Footnotes
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text.
2. If used, they should be numbered in the text, indicated by superscript numbers, and kept as short as possible.
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Zoological Nomenciature.
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« for your emplaver, if the article is 3 'work for hire', made within the scope of your employment, your emplover may use all or part of the
infarmation in the article for other intra-cormpany use (e.g., training)
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(ISSN 0103-846X)

Instrucoes aos Autores

Revista Brasileira de Parasitologia Veterindria

Brazilian Journal of Veterinary Parasitology

Apresentagio

A Revista Brasileira de Parasitologia Veterindria é um 6rgao oficial
do Colégio Brasileiro de Parasitologia Veterindria.

Nesta revista, sio abordados temas relativos a Helmintos,
Protozodrios e Artrépodes bem como assuntos correlatos.

O periédico publica suas pesquisas regularmente a cada trés meses.

Politica Editorial

Os artigos submetidos 4 Revista Brasileira de Parasitologia deverao
caracterizar-se como cientificos e originais.

O(s) autor(res) deveré(éo) anexar uma carta, previamente assinada,
responsabilizando-se pela originalidade do artigo (nio publicados
anteriormente), salvo Resumo(s) apresentado(s) em Eventos Cientificos.

Trabalhos com mais de uma autoria deverio seguir com uma
declaragio de concordincia de todos os autores, referente a publicagio.

O processo de avaliagio do trabalho dependerd da observincia das
Normas Editoriais, dos Pareceres do Corpo Editorial efou do Relator
ad hoc. Neste processo, o Editor-chefe e os editores cientificos assistentes
poderio sugerir ou solicitar as modiﬁcagées necessdrias, apesar de ser de
responsabilidade dos autores os conceitos emitidos no mesmo.

ARevista Brasileira de Parasitologiaatribui a seusartigos as categorias
de: Artigos Completos, Notas de Pesquisa e Artigos de Revisdo, sendo
este tltimo condicionado a solicitagao do corpo editorial.

Taxa de Tramitagio
Da submissio do artigo, serd cobrada uma taxa de R$ 40,00
(quarenta reais) referente ao processo de tramitagao.

Para inicio do processo de avaliagio do trabalho, serd observado o
pagamento da taxa de tramitagao estipulada acima, através de depdsito
bancirio: Banco do Brasil/ Conta Corrente: 28.848-9/ Agénda: 0269-0,
cuja cépia de comprovante deverd ser enviada junto ao trabalho a ser
submetido.

Taxa de Publicagao

Para artgos aceitos, serd cobrado, além da taxa de tramitacio, o
valor de R$ 40,00 (quarenta reais) por pigina impressa, referente 4
publicagio. O valor total dessa taxa (dependerd do nimero de paginas
do trabalho) serd informado aos autores quando o processo de editoragio

for finalizado.

Da excegio

Ficard isento do pagamento da taxa de publicagio aquele artigo
em que pelo menos um dos autores for associado a0 Colégio Brasileiro
de Parasitologia Veterindria, porém em dia com a anuidade. Do autor
responsdvel serd cobrado o valor da revisao da lingua portuguesa e da
lingua inglesa, referente ao trabalho aceito para publicacio.

Apresentagio dos Manuscritos

Na elaboragio do testo serao observadas as seguintes normas:

* Os trabalhos deverao ser apresentados em fonte Times New
Roman, tamanho 12, com margem superior e inferior de 2,5 cm,
esquerda e direita com 3 cm e espagamento entre linhas de 1,5 cm
com as paginas numeradas.

¢ Dara a categoria Artigo Completo, o trabalho nio dever exceder
15 pdginas.

Para a categoria Notas de Pesquisa, o trabalho nio deverd exceder
5 pdginas.

As tabelas e ilustracoes deverio ser apresentadas separadas
do texto e anexadas ao final do trabalho, sem legendas. As

respectivas legendas deverio vir no texto logo apés as referéncias
bibliogrdficas. As imagens deverdo ser apresentadas em alta
resolugio (300 dpi) e de preferéncia coloridas.

O(s) trabalho(s) deverio ser encaminhados para:
tbpv-secretaria@rbpv.org.br.

Os trabalhos podem ser redigidos nos idiomas portugués, espanhol

ou inglés, de forma concisa, com linguagem impessoal e com os
sinais de chamadas de rodapé em ndmeros ardbicos, langados ao
pé da pdgina em que estiver o respectivo niimero e em ordem
crescente.

Siglas e abreviacoes de nomes institucionais deverfio aparecer entre

parénteses e precedidas do nome por extenso.

AS Cita(}ées no texto deven] aparecer PQ[O Sis[mla 3u[0r-d3[3,
conforme norma NBR 10520/2002, da Associagdo Brasileira de
Normas Técnicas — ABNT.

Os Artigos Completos devem ser organizados obedecendo 4
seguinte sequéncia: Titulo Original, Titulo Traduzido, Autor
(es), Filiagao, Referéncia (ABNT), Abstract, Keywords Resumo,
Palavras-chave, Introducio, Material e Métodos, Resultados,
Discussdo, Conclusdes (ou combinacio destes trés dltimos),
Agradecimentos (facultativo) e Referéncias Bibliograficas.

As Notas de Pesquisa obedecem 4 sequéncia acima sem a necessidade
de se destacar os tépicos, sendo escritas em texto corrido.

Caracteristicas dos Elementos de um Trabalho
Cientifico

Titulo Original

“Deve designar o contetido ou assunto de uma publicagio”. (ABNT'
6022).

O drulo “cheio” e o subtitulo (se houver) deverao ser apresentados
no idioma do artigo e nfo devem exceder 15 palavras.

No titulo, nao devers aparecer nenhuma abreviatura, e os nomes de
espécie ou palavras em latim deverio vir em itdlico.

Autor(es)/ Filiagio:

“Pessoa(s) flsica(s) responsével(is) pela criagio do contetido
intelectual de um documento”. (ABNT 6022).

Na identificagao, deve constar: nome completo e por extenso do
primeiro autor (sem abreviacio), seguido (na préxima linha) de um
bfeve Currl’cu.lo que o qua]iﬁque na érea de Conhedmento dO artigo €seu
enderego completo. E assim sucessivamente para os demais autores.

A qualificagao/afiliagio na 4rea deve conter: Laboratério,
Departamento, Faculdade ou Escola, Instituto, Universidade,
exatamente nessa ordem, e-mail atualizado (do autor), nessa ordem.
Referéncia

Apés a filiagao, deverd aparecer a referéncia do préprio artigo,
seguindo as normas da ABNT (6023), para artigo completo de periédico
e nota de pesquisa.

Nio serdo aceitas referéncias de trabalhos publicados em anais de

congressos € as citagdes de teses devem estar disponfveis para consulta.
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Resumo

Deve conter no mdximo 200 palavras, em um sé pardgrafo sem
deslocamento, redigido na lingua de origem do trabalho. Nio deve
conter citagdes bibliogrificas, siglas e abreviagoes. Deve ser informativo,
apresentando o objetivo do trabalho, metodologia sucinta, os resultados
mais relevantes e a conclusao. Os trabalhos redigidos em lingua inglesa
deverio apresentar o resumo em lingua portuguesa, seguido das
palavras-chave.

Palavyas-chave

Palavra(s) representativa(s) do conteddo do documento,
preferencialmente escolhida(s) de vocabuldrio controlado. Deve(m)
aparecer logo abaixo do resumo na lingua do texto, antecedida(s) da
C)(Pressﬁo que as design&

Abstract

Deve ser sempre escrito em lingua inglesa, em um tnico pardgrafo
sem deslocamento, einseridologo apés as palavras-chave, constituindo-se
em tradugio fiel do resumo, seguido por keywords.

Keywords

As palavras-chave devem expressar com precisio o contetido do
trabalho. Sio limitadas em no miximo 5 (cinco).

Introducio

Explanagio clara e objetiva do problema, da qual devem constar a
relevincia e objetivos do trabalho, restringindo as citagdes ao necessario.

Material e Mérodos

Descrigio concisa, sem omitir o essencial para a compreensio
e reprodugio do trabalho. Métodos e téenicas jd estabelecidos devemn
ser apenas citados e referenciados. Trabalhos submetidos 4 avaliagio
em Comité de Frica deverio incluir um pardgrafo nesta secio para
notificagao.

Resulrados

Sempre que DECESSé[’iO devem ser acompanhados de [abelas, ﬁguras
ou outras ilustragées, autoexplicativas. O contetido deve ser informative
enao interpretativo.

Discussio

Deve ser limitada aos resultados obtidos no trabalho € o contetdo
deve ser interpretativo. Podera ser apresentada como um elemento do
texto ou ju.ntamente com os resultados e conclusio.

Tabelas

Elaboradas 3penas com ]in_has horizontais de Separa(;ﬁo no
cabegalho e no final. A legenda (titulo) ¢ precedida da palavra Tabela,
seguida pelo nimero de ordem em algarismos ardbicos, devendo ser
descritivas, concisas e inseridas acima das mesmas. As tabelas devem
estar limitadas a um ndimero minimo necessério, pois tabelas grandes
sio dificeis de serem lidas. Devem ser digitadas em espago duplo em
arquivos SeParadQSA TOdQS os dados das tabﬂlas deVeIn ser digitados em
mintsculo, exceto as siglas.

Figuras

As figuras sio ilustragdes, tais como: desenho, fotografia, prancha,
grifico, fluxograma e esquema. Devemser de boa qualidade (300 dpi), de
preferéncia coloridas e numeradas consecutivamente. As legendas devem
ser precedidas da palavra Figura, seguida da numeragao em algarismo
ardbico e inseridas abaixo das mesmas. Listar as legendas numeradas
com os respecﬁvos S]’.[Ilbolos € COUVCU(}GES, em fO].ha Separada €m ESPH(;O
duplo. O nimero de ilustragdes deve ser restrito a0 minimo necessdrio.
Fotografias digitais deverao ser enviadas em arquivos separados, como
foram obtidas.

Conclusées

As conclusdes podem estar inseridas na discussio ou em resultados
e discusséo, conforme a escolha dos autores. Neste caso, este item nao

serd necessdrio.

Agradecimentos

Quando necessdrio, limitados a0 indispensdvel.
Referéncias bibliogrdficas

Alista de referéncias deverd ser apresentada em ordem alfabética pelo
sobrenome do primeiro autor, sem numeragao, registrando-se o nome

de todos os autores, usando as normas da ABNT (NBR 6023/2002),
simplificada conforme exemplos:

1. Livro

LEVINE, ]. D. Vetetihaty Protozoology. Ames: ISU Press, 1985.
414 p.

2. Artigo de Periddico Completo
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A. Gastrointestinal parasites of urban dogs in Perth, Western Australia.
Veterinaty Joumal, v. 157, n. 3, p. 295-301, 1999.

3. Tese, Dissertagdo

ARAUJO, M. M. Aspectos ecolégicos dos helmintos gastrintestinais
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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