RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 13/05/2018.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E
ZOOTECNIA

DIAGNOSTICO SOROLOGICO E MOLECULAR DE Toxoplasma
gondii EM PRIMATAS NAO HUMANOS EM PARQUE
ZOOLOGICO

DANIELA BARBOSA DA SILVA

BOTUCATU-SP

2016



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E
ZOOTECNIA

DIAGNOSTICO SOROLOGICO E MOLECULAR DE Toxoplasma
gondii EM PRIMATAS NAO HUMANOS EM PARQUE
ZOOLOGICO

DANIELA BARBOSA DA SILVA

Dissertacdo apresentada junto ao
programa de Pos-Graduacédo em Medicina
Veterinaria para obtencdo do titulo de

Mestre.

Orientadora: Profa.Dra. Simone Baldini Lucheis

BOTUCATU-SP

2016



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SEQAO TEC. AQUIS. TRATAMENTC DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECR E DOCUMENTAQAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRB 8/7500

Silva, Daniela Barbosa da.

Diagnéstico sorolédgico e molecular de toxoplasma gondii
em primatas ndo humanos em Parque Zooldgico / Daniela Barbosa
da Silva. - Botucatu, 2016

Dissertacgdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia

Orientador: Simone Baldini Lucheis

Capes: 50502000

1. Toxoplasmose em animais. 2. Toxoplasmose — Diagnéstico.
3. Zoonoses. 4. Primatas. 5. Animais de zooldgico. 6.
Diagnéstico molecular.

Palavras-chave: Toxoplasmose; diagndstico; primatas de
cativeiro; zoonose.




Nome do autor: Daniela Barbosa da Silva

Titulo. DIAGNOSTICO SOROLOGICO E MOLECULAR DE
Toxoplasma gondii EM PRIMATAS NAO HUMANOS EM PARQUE
ZOOLOGICO

COMISSAO EXAMINADORA

Profa. Dra. Simone Baldini Lucheis

Presidente e Orientadora

Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios
APTA — Centro-Oeste — Bauru

Prof. Dr. Marcio Garcia Ribeiro

Membro

Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica
FMVZ — UNESP — Botucatu

Profa. Dra. Kéatia Denise Saraiva Bresciani
Membro

Departamentode Apoio, Producéo e Saude Animal
FMVA — UNESP — Aracatuba

Data da defesa: 13/05/2016



DEDICATORIA




A Dona Tereza: Minha mée, meu exemplo de ser humano, que
me ensinou na pratica da vida que instrucdo ndo tem nada a
ver com sabedoria. Te Amo.



AGRADECIMENTOS




A Deus: “Porque é o Senhor, é quem déa a sabedoria, e de sua boca
€ que procedem a ciéncia e a prudéncia.” Provérbios 2:6

A Minha Familia: Meus irm&os que mesmo sem saber, me
ensinaram que cada queda serve para saber a se levantar mais
rapido e forte.

Aos meus amigos de infancia: Vanessa, Rubinho, Tereza, Diogo,
Douglas, Rafael, Priscila, Rafael G., Giovanca, Fabiana, Natalia,
Camila e todos os outros que ha 30 anos assumimos o
compromisso de sempre cuidar uns dos outros.

A XIV Turma de Medicina Veterinaria UENP: Familia que escolhi
para dividir minhas vitorias e fracassos.

Aos meus amigos da Patologia: Que sempre compreenderam
minhas auséncias. Em especial ao Marcos Franchi.

Ao LASAB: A todos que nele trabalham Maria Fernanda, Miriam,
Livia, Gabriela, Wesley, Fabio e Amanda que mais que amigos,
somos companheiros.

Aos meus amigos Residentes: Mariana, Gisele, Samea, Noeli,
Giulia e outros que ha por vir... Em especial a Carolina (Ml), por ter
sido minha sanidade, quando necessitei de paz.

Aos Funcionarios: Adriana Pavan (uma princesa, que me ensina a
cada dia que um bom sorriso muda o cotidiano de todos), Seu
Roberto e Adilson (Pardal) por sempre se mostrarem prestativos a
tudo e a todo o momento, Wanderley sempre pronto a ajudar, enfim
a todos que tive o prazer de conhecer no DHVSP.

Aos Professores: José Carlos Paes, Jane, Pantoja, Cassiano pelos
conhecimentos adquiridos com todos.



Em especial ao professor Helio Langoni, que faz jus ao titulo de
professor, pois ama incondicionalmente “ensinar”, raridade
atualmente, que faz nos espelhar nessa gana de passar adiante o
conhecimento. Obrigada pelo aprendizado, na residéncia e por me
ensinar a erguer a cabeca durante as dificuldades.

A minha Banca: Professor Marcio Garcia Ribeiro, que me deu o
privilégio de suas sugestbes em meu trabalho, escolhido pela
dedicacao notavel em ajudar a melhorarmos sempre.

Professora Katia Denise Saraiva Bresciani, pelo privilégio em
aceitar meu convite.

A Lucilene Camossi, em quem me espelhei desde meu estagio e
vou continuar me espelhando até ...

A Minha Orientadora: Simone Baldini Lucheis, pela oportunidade
em aprender cada vez mais, pela paciéncia, caronas e conversas,
pelo auxilio indispensavel.

Enfim, a todos que de alguma forma me ajudaram a chegar aqui.



“ Ha homens que lutam um dia e sao bons,

ha outros que lutam um ano e sao melhores,
ha os que lutam muitos anos e sao muito bons,
mas ha os que lutam a vida toda.

Estes sao imprescindiveis”.

(Bertold Brecht)



LISTA DE
ABREVIATURAS E SIGLAS




LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

ATCC American Type Culture Collection

CEASA Centrais Estaduais de Abastecimento

CEUA Comisséo de Etica no Uso de Animais

CRMV Conselho Regional de Medicina Veterinaria

DNTP’s Dexorribonucleotideos fosfatados

EDTA Acido Etilenodiamino tetra-acético

g aceleracdo de gravidade (9,8m/s?)

IBAMA Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos

Naturais Renovaveis

ICMBIO Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade

IgA Imunoglobulina A

IgG Imunoglobulina G

IgM Imunoglobulina M

KCI Cloreto de potassio

MAD Modified Aglutination Direct

MgCl2 Cloreto de magnésio

mili-Q Agua deionizada, ultrapura fornecida pela Milipore
Corporation®

MMA Ministério do Meio Ambiente

NDNA DNA nuclear

OR Odds ratio

pb pares de bases



PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase

pH potencial hidrogeniénico

RIFI Reacado de Imunofluorescéncia Indireta

SAA Secretaria da Agricultura e Abastecimento

SISBIO Sistema de Autorizagdo e Informagdo em

Biodiversidade

SMA Secretaria do Meio Ambiente

SST Solucédo Salina Tamponada

Tag-polimerase polimerase termoestavel

TBE Tris Borato EDTA

TG Tumores de Tiredide (Sarcoma epitelioide)

A Exemplificacdo da placa utilizada com fundo em

ponta



LISTA DE SIMBOLOS




°C
mL
mm

mM

pm

IA

ML
%

2-ME

LISTA DE SIMBOLOS

graus centigrados
mililitro

milimetro
milimolar

molar

peso molar
unidade

menor ou igual que
maior que
microlitro
porcentagem

2-mercaptoetanol



LISTA DE QUADROS




LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Categorias, ordens, nome cientifico, nome popular e nimero de
amostras coletadas para pesquisa de Toxoplasma gondii em primatas nao

humanos pertencentes ao Zooldgico Municipal de Bauru, SP. Botucatu, SP,



LISTA DE TABELAS




LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Andlise univariada de fatores de risco para a soroprevaléncia de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii, em primatas ndao humanos do Parque
Zoolégico Municipal de Bauru, SP. Botucatu, SP, 2016................cceeee. . 32

Tabela 2. Soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii e analise
univariada pelas técnicas de MAD e RIFI em primatas ndo humanos
procedentes do Parque Zoolégico Municipal de Bauru, SP. Botucatu, SP,



LISTA DE FIGURAS




Vi

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mapa de localizacdo dos primatas africanos do Novo e Velho Mundo

no Parque Zool6gico Municipal de Bauru, SP ........cccccccvvvvvviiiiiiiiiiiieinns o 20

Figura 2. Frutas fornecidas pelo Zoologico aos animais (A). Areia recolocada
nos recintos dos primatas africanos do Velho Mundo, locados no Parque

Zoolégico Municipal de Bauru, SP. (B). .....ccoovvviiiiiiiiieeeeeeeeeiie e 22

Figura 3. Técnica de Aglutinacdo Direta Modificada (MAD), para deteccdo de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii IgG, em amostras de soro de primatas

nao humanos. Reacdao positiva (A) e negativa (B).........cccovvvvviiiiiiieeeennns o 27

Figura 4.Técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), para
deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii IgG, em amostras de soro

de primatas ndo humanos. Reacao positiva (A) e negativa (B) ................ 28



SUMARIO




vii

SUMARIO
Resumo
Abstract

Pagina

1. INTRODUGAO . ...ttt ettt eee s 1

2. REVISAO DE LITERATURA . .....cooitieeeeeeeeeeee et e 4

2.1. Mecanismos de tranSMISSE0 .......cccvvevrurriniiieeeeeeeeeeiiiine e e e e e eeeeaeneen s 4

2.2. Toxoplasmose €M NUMANOS ........uuiiiiieeeiiiiieiiie e ee e e e e e 5

2.2.1. IMUNOCOMPETENTES. .. .iiviiiiiieeiii e e e eaa ee 6

2.2.2. IMUNOJETICIENTES ...uveiii e eeeee oe 7

2.2.3. ToxXoplasmose CONGENITA .........ccevviviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 8

2.3.  ToxoplasmosSe €m aniMaUS........cceieeeeeeeiiiiiiiiiiie e eeee e e e e e e eeanaaen 9

2.3.1. ANIMaIS dOMESLICOS .....ccevviiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeeee et o 9
2.3.2. ANIMAIS SIVESIIES ....uiii e e e eeee oo 10
2.3.3. PrMALAS.....ccciiieeeeiiii e eee 1a 12
2.3.4. Primatas do Velho Mundo e NeotropiCaiS ............cccevvvvuciieieeeneens o 12
2.4. ANIMais de ZOOIOGICO. ........ccuvueiiii e, 13
2.5.  Avaliagc8o DiagnOSHICaA ......uuuereieeeieiiiiiiiiieeee e e 15
3. JUSTIFICATIVA Lo sssaansnessnsnnsnsnnnnnnnnnns oo 17
4. OBUJETIVOS ...t o 19
g O = - | 19
4.2, ESPECITICOS ... e 19
5. MATERIAL E METODOS .......ooiiieiee et ane oo 20
5.1. Animais e local de eStUO .........ciiie i 20
5.2. Autorizacdo do Zoologico Municipal de Bauru, SP ...........ccccccvviinnns o 22

5.3. Autorizagdo para Realizagdo da Pesquisa com animais silvestres -
IS 157 =1 [ RPN 23



viii

5.4. Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), FMVZ — UNESP,

BOMUCATU, SP.....iiiiiii e 23
5.5. Coleta de SANQUE.......ccceiiiieeiece e, 23
5.6. Local de realizaGao d0OS EXaMES...........uuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieen e 23
5.7. ProduGao de antigen0........coooiiuuuiiiiiiiiiee e e 24
5.7.1. Preparacéo de antigeno inativado pela formalina (MAD)............... ... 24

5.7.2. Inativacdo e sensibilizacdo de laminas para a Reacdo de

Imunofluorescéncia Indireta — (RIFI) ......ooiiiiiiiiiiiiieee e e 25

5.8. TESLES SOIOIOQICOS .....evviiiieeeiiiiiiiiieiiee e e e et e e e e e e e e e e e e e 25
5.8.1. Aglutinacdo Direta Modificada ..............ccceeeeieeiiiiiiiiiiie e 26
5.8.2. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta............cccccvvveeeiieeeereeeiiinnnn oo 27

6. EXAMES MOLECULARES ... .o e e 28
6.1. Extracdo do DNA para pesquisa de Toxoplasma gondii..................... ... 28
6.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase para Toxoplasma gondii .............. ... 29
B.3. CONIIOIES ... 29
6.4. Eletroforese em gel de agaroSe ...........ceeeeeeeeeiiiiiiiiiie e 29
7. ANALISE ESTATISTICA ....ociiiiet et e 30
8. RESULTADOS ... et e e e e e et e e e ean e oas 31
8.1. Provas SOrOIOQICAS .........uuiiiieeeeieeeeiiie e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e eees oa 31

8.1.1. Aglutinacéo Direta Modificada e Reac¢do de Imunofluorescéncia Indireta

8.1.2. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) para Toxoplasma gondii. ... 34
9. DISCUSSAD .....ccuiiitieiieeet ettt e 35
10. CONCLUSAOD .....ootiiiiiciieeiee ettt s 40

1. REFERENCIAS ... oottt 41



RESUMO




viii

DA SILVA, D.B. Diagnéstico soroldgico e molecular de Toxoplasma gondii
em primatas ndo humanos em Parque Zooldgico. Botucatu, 2016. 110p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A participacdo dos animais selvagens como reservatorios ou portadores de
zoonoses na natureza e em cativeiro é uma preocupacao emergente devido ao
potencial de transmisséo de agentes zoondticos. Dentre os animais de cativeiro
estdo aqueles alojados em zooldgicos, em particular os primatas de diferentes
espécies. Este estudo teve como objetivo pesquisar a infeccéo por T. gondii em
primatas ndo humanos em Parque Zoolégico Municipal. Anticorpos anti-T. gondii
foram avaliados pelos métodos soroldgicos de Aglutinacdo Direta Modificada
(MAD) e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), bem como a técnica
molecular de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em amostras de sangue
de 43 primatas africanos, pertencentes as categorias do Velho Mundo e Novo
Mundo (Neotropicais). Dos animais estudados, 16/43 (37,2%) apresentaram
anticorpos anti-T. gondii & técnica de MAD e 10/43 (23,3%) a técnica de RIFI. A
prova de PCR todas as amostras foram negativas. Nenhuma diferenca
significativa (P< 0,001) foi observada com relacéo as variaveis sexo, idade e as
categorias Velho Mundo e Neotropicais. Os resultados demonstraram alta
prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em primatas de Parque Zooldgico,
necessitando-se, portanto de um monitoramento constante para a infeccao, pela
realizacdo periodica de testes soroldgicos, bem como os cuidados relacionados
aos fatores de risco, como a procedéncia da areia utilizada nos recintos e dos
alimentos oferecidos aos animais, bem como, a higienizacdo adequada das
frutas e verduras fornecidas aos animais. Assim, a toxoplasmose deve ser
monitorada em ambientes de zooldgicos, principalmente pela orientacdo de seus
funcionérios e tratadores, pela modificacdo de habitos no manejo sanitario dos
animais, como forma de prevencao da infeccdo para os funcionarios bem como
para o publico visitante.

Palavras chaves: toxoplasmose, diagndstico, zoonose, primatas de cativeiro
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DA SILVA, D.B. Serological and Molecular Diagnosis of Toxoplasma gondii
in non-human primates at Zoo. Botucatu, SP, 2016. 110p. Mestrado —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The participation of wildlife as reservoirs or carriers of zoonoses in the wild and
in captivity is an emerging concern because of the potential transmission of
zoonotic agents. Among the captive animals housed in zoos, there are
particularly primates of different species. This study aimed to investigate the T.
gondii infection in non-human primates from Municipal Zoological Park. IgG
anti-T. gondii antibodies were evaluated by the serological methods Modified
Agglutination Test (MAT) and Imunofluorescence Antibody Test (IFAT), and the
molecular technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) in 43 blood samples
of Africans primates, belonging to the categories of the Old World and New World
(Neotropical). Among the 43 samples analyzed, 16 (37.2%) were reactive to 1gG
anti-T. gondii antibodies, according to the IFAT assay and 10 (23.3%) were
reactive to the MAT assay. All samples were negative to PCR test. Risk factors
analyses showed that no significant difference (P <0.001) was observed related
to gender, age and Old World and Neotropical categories. The results showed a
high prevalence of anti-T. gondii antibodies in primates from Municipal Zoo Park,
aiming therefore a constant monitoring for infection by periodic serological tests,
as well as care related to risk factors, such as the origin of the sand used in the
enclosures and the food offered to the animals, as well the proper cleaning of
fruits and vegetables supplied to them. Thus, toxoplasmosis should be monitored
in zoos environments, especially for the guidance of its employees and
attendants by modifying handling sanitary habits of animals as a way to prevent
infection for employees as well as the visiting public.

Key-words: toxoplasmosis, diagnosis, zoonosis, captive primate
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1. INTRODUCAO

Toxoplasma gondii (T. gondii) é um dos patégenos mais bem
sucedidos tanto em nimero de hospedeiros quanto em porcentagem de animais
infectados pelo mundo (SU et al.,, 2010). Aproximadamente um ter¢co da
populacdo mundial encontra-se infectada em fase cronica pela toxoplasmose
(PENG et al., 2011). T. gondii é conhecido como um dos parasitos mais
estudados entre os coccideos. No entanto, sua importancia médica e veterinaria
faz com que muitos aspectos da biologia e da epidemiologia continuem a serem
pesquisados (DUBEY, 2010).

Pertence ao Filo Apicomplexa, Classe Conoidasida, Subclasse
Coccidia, Ordem Eucoccidiia e a Sub-familia Toxoplasmatinae (LEVINE, 1988).
Dentro do género Toxoplasma, este protozoario € a Unica espécie representante.
Os primeiros relatos de identificacdo deste parasito foram realizados em 1908
na Tunisia por Nicolle e Manceaux em roedores silvestres africanos. A espécie
foi descrita posteriormente com base na morfologia (Toxo = arco; Plasma =
vida) e no hospedeiro em que foi encontrado (Ctenodactylus gundi) (TENTER et
al., 2000; DUBEY, 2010).

A toxoplasmose é uma parasitose de alta prevaléncia com ocorréncia
mundial, que acomete os animais homeotérmicos, causada por um coccidio
intracelular obrigatério com distribuicdo cosmopolita (LANGONI et al., 2006;
IZASA, 2007; DUBEY, 2010).

Apesar de varios estudos terem sido realizados desde o inicio do
século XX, somente na década de 1960 o ciclo biolégico de T. gondii foi
elucidado. Isto ocorreu apés a demonstracao de estagios infecciosos do parasito
nas fezes de felideos que possibilitariam a transmissao a outros hospedeiros
(TENTER etal., 2000; DUBEY, 2010). Durante a evolu¢do T. gondii desenvolveu
ampla variedade de vias de transmissao, tendo como hospedeiros intermediarios
provavelmente todos os animais homeotérmicos e como hospedeiros definitivos
0s membros da familia Felidae (TENTER et al., 2000).

T. gondii possui trés linhagens predominantes, designadas I, 1l e lll.

As cepas tipo | ocorrem predominantemente em casos de toxoplasmose aguda,



enquanto que as cepas do tipo Il sdo prevalentes em pacientes com sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (Aids) e na toxoplasmose congénita (FUENTES,
2001). As cepas tipo Il tem sido identificadas como genatipo prevalente tanto em
animais como em humanos (HONORE et al., 2000). A cepa tipo Il € mais
frequente em animais do que humanos (HOWE e SIBLEY, 1995).

Embora seja um parasito com pouca especificidade quanto a
hospedeiros, os membros da familia Felidae (domésticos e silvestres), sdo os
Unicos hospedeiros nos quais se completa o ciclo enteroepitelial (fase sexual) do
parasito (DUBEY, 1994).

Em seus hospedeiros intermediarios, o parasito passa por duas fases
de desenvolvimento assexuado, a de taquizoito (de multiplicacdo rapida em
diferentes tipos celulares) e a de bradizoito (de multiplicagcéo lenta, responsavel
pela formacdo de cistos teciduais). Nos hospedeiros definitivos ocorre a
formacdo de oocistos que sao liberados ainda ndo esporulados nas fezes
(TENTER et al., 2000; DUBEY, 2004; HILL et al., 2004). A esporulacédo ocorre
no ambiente entre um a cinco dias, dependendo das condi¢cdes de temperatura
e umidade. Oocistos esporulados contém dois esporocistos com quatro
esporozoitos cada (DUBEY, 2004; HILL et al., 2011).

Camundongos foram utilizados como modelo experimental e
observou-se que, apds a ingestdo de oocistos, 0s esporozoitos sdo encistados
passando pelos enterécitos e células caliciformes do epitélio intestinal. Desse
local, os parasitos podem infectar todos os tipos celulares do hospedeiro, com
excecdo das hemacias. A multiplicacdo celular propicia a formacdo de
taquizoitos, as quais multiplicam-se assexuadamente de forma intensa (HILL et
al., 2004; DUBEY, 2010).

Infeccdes com T. gondii ocorrem em animais domesticos e silvestres
em todo mundo. A toxoplasmose € uma doenca zoonética que abrange muitas
espécies de animais, incluindo os primatas ndo humanos. As alteracfes dos seus
habitats naturais e a maior frequéncia de pessoas que visitam zooldgicos
propiciam uma maior proximidade destes com os humanos. Desta forma, esta
proximidade tende a afetar a ecologia das doencas, aumentando a possibilidade

de transmissédo de zoonoses para 0os humanos e entre este grupo de animais.



Portanto, primatas podem ser considerados animais sentinelas para enfermidades
de interesse em saude publica, como a toxoplasmose (COOK e KARESH, 2008;
GILLESPIE e CHAPMAN, 2008; ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2013; MOLINA et
al., 2014).
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10. CONCLUSOES

- Os primatas ndo humanos foram reagentes ao teste de Aglutinacao
Direta Modificada (MAD) e a prova de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI), indicando infeccdo com Toxoplasma gondii, provavelmente a partir da
ingestdo de agua e alimentos ou contato com a areia dos recintos;

- Todos os animais foram negativos a prova de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), sugerindo que os animais estudados ndo apresentavam
infecgdo aguda no momento da coleta de amostra de sangue;

- Os resultados revelam a necessidade do constante monitoramento
sorologico para toxoplasmose nos primatas, bem como a andlise de suas
provaveis fontes de infeccdo, possivelmente relacionados a alimentacdo
fornecida aos animais, bem como a presenca de animais sinantropicos, além da
provavel reutilizacdo de areia de recintos de outras espécies animais, cComo 0s

felideos.
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