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Hammondia hammondi
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quantidade suficiente para
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imunoglobulina G
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DA SILVA, R.C. Caracterizagao genotipica de amostras de Toxoplasma
gondii isoladas de ovinos de abatedouro. Botucatu, 2009. 156p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Toxoplasma gondii é um parasito de grande importancia no contexto de
producdo animal e saude publica, sendo importante patdégeno oportunista em
pacientes imunocomprometidos. Este estudo objetivou determinar a
soroprevaléncia de toxoplasmose em ovinos de abatedouros do estado de S&o
Paulo, e a variabilidade genotipica dos isolamentos obtidos. A presencga de
anticorpos para T. gondii foi pesquisada em 602 amostras de soro pela reagéo
de imunofluorescéncia indireta (RIFI), aglutinacdo direta modificada (MAT),
com antigeno fixado pelo metanol (AM) e formalina (AF). Bioensaio em
camundongos e pesquisa do DNA do parasito pela reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) do gene 529 pares de bases (pb), repetitivo 300 vezes no
genoma do parasito, foi realizado com cérebro, pulmdo e musculo (“pool” de
diafragma e corag&o) dos ovinos soropositivos. Das amostras positivas a PCR
realizou-se a genotipagem pelas técnicas de multilocus-, nested-PCR e
polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restrigdo (RFLP-PCR) em 12
loci (SAG1, 5’SAG2, 3'SAG2, alt-SAG2, SAG3, BTUB, GRAG, c22-8, c29-2,
L358, PK1, Apico, CS3), adicionado de ROP18Del e ROP18UPS, além da
confirmacéo do parasito pelo locus 18S rRNA, diferenciando de Hammondia
hammondi, Neospora caninum, Sarcocystis neurona, S. moulei, S.
miescheriana, S. hominis, S. capracanis e S. tenella. 66/602 (11,0%) amostras
de soro foram positivas para algum teste sorolégico, com maior sensibilidade
da MAT-AF, utilizado como teste de triagem. Amostras teciduais de 20/66
(30,3%) animais foram positivas ao isolamento, sendo detectados cistos em 12,
taquizoitos em quatro e somente sorologia positiva em outras quatro. Detectou-
se o DNA do parasito em amostras de 22/66 (33,3%) animais. O gendtipo
completo foi obtido em somente 13/22 (59,1%). Dez gendtipos diferentes foram
identificados, sendo seis novos genotipos. Duas amostras apresentaram tipo |l,

e foram isoladas da raga Polwarth (Ideal) com criacdo extensiva em Santana
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do Livramento e Uruguaiana, RS. Outras duas amostras das mesmas cidades
apresentaram co-infecgdo por Sarcocystis tenella, determinado a partir do
sequenciamento do produto da nested-PCR do gene 18S rRNA, e desafiado a
base de dados do GenBank (numero de acesso L24.383-1). Estes resultados
confirmam a variabilidade genotipica do parasito no Brasil, primeiro registro e
co-infecgdo S. tenella e T. gondii em ovinos no Brasil, e indicam o primeiro
registro do tipo Il clonal de T. gondii na América do Sul, principal responsavel

pela ocorréncia da doenga em humanos imunocomprometidos.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; ovinos; abatedouro; genotipagem;

técnicas moleculares.
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DA SILVA, R.C. Genotypic characterization of Toxoplasma gondii samples
from sheep from slaughterhouse. Botucatu, 2009. 156p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a parasite with high importance to the animal production
and public health, being important opportunistic pathogen in
immunocompromised patients. This study was aimed to determine the
seroprevalence of toxoplasmosis in ovines in slaughterhouses from State of de
Sao Paulo, and the genotypic variability of the obtained isolates. T. gondii
antibodies were researched in 602 serum samples by indirect fluorescent
antibody test (IFAT) and modified agglutination test (MAT), with methanol- (AM)
and formalin-fixed antigen (AF). Bioassay in mice and the research of DNA by
polymerase chain reaction (PCR) of gene 529 base pairs (bp), 300 times
repetitive in parasite genome, was assayed with brain, lung and muscle (“pool”
of diaphragm and heart) from seropositive ovines. Genotyping of the PCR
positive samples was performed by multilocus-, nested-PCR and restriction
fragment lenght polymorphism (RFLP-PCR) in 12 loci (SAG1, 5’SAG2, 3'SAG2,
alt-SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1, Apico and CS3),
added of ROP18Del and ROP18UPS, beyond the confirmation by 18S rRNA
locus, to differentiate Hammondia hammondi, Neospora caninum, Sarcocystis
neurona, S. moulei, S. miescheriana, S. hominis, S. capracanis and S. tenella.
66/602 (11.0%) serum samples were positive to, at least, one serological test
with high sensitivity to MAT-AF, used as screening test. Tissue samples of
20/66 (30.3%) animals were positive to the isolation, being detected cysts in 12,
tachyzoites in four and in other four only positive result to the serology. DNA of
the parasite was detected in samples of 22/66 (33.3%) animals. The complete
genotype was detected in only 13/22 (59.1%). Ten different genotypes were
identified, with six new genotypes. Two samples presented type Il, isolated from
Polwarth (Ideal) breed, bred extensively in Santana do Livramento and
Uruguaiana, RS. Two other samples, from the same cities, presented co-
infection with Sarcocystis tenella, detected by sequencing of nested-PCR
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product of 18S rRNA gene, blasted to GenBank database (access number
L24.383-1). These results confirmed the genotypic variability of T. gondii in
Brazil, the first register and co-infection of S. tenella and T. gondii in sheep in
Brazil, and indicate the diagnosis by the first time of clonal type Il of the parasite
in South America, main responsible for the occurrence of the disease in

immunocompromised humans.

Keywords: Toxoplasma gondii; sheep; slaughterhouse; genotyping; molecular

techniques.
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I. INTRODUCAO

Toxoplasma gondii (T. gondii) € um protozoario, parasito intracelular
obrigatério, amplamente distribuido, capaz de infectar grande variedade de
hospedeiros. Classificado no filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse
Coccidia, familia Sarcocystidae, € o causador da toxoplasmose, podendo
infectar todos os animais homeotérmicos, inclusive humanos. A toxoplasmose
€ uma das zoonoses parasitarias mais comuns, causando também perdas
econdmicas significativas a pecuaria, principalmente para a ovinocultura. O seu
ciclo de vida é facultativamente heteroxeno apresentando como hospedeiros
definitivos os gatos e outros felideos e, como hospedeiros intermediarios, os
demais animais homeotérmicos, como os de producdo. E responsavel por altos
indices de abortamentos, principalmente em ovinos. Apresenta consideravel
relevancia quanto aos aspectos de produgéo animal, bem como para a saude
publica, pela transmisséo pelos alimentos provenientes de animais infectados,
sendo ainda uma zoonose oportunista em pacientes positivos para o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) ou que apresentam imunodeficiéncia severa
(TENTER et al., 2000).

Por estas razdes, a toxoplasmose é considerada uma das
parasitoses de maior importancia médica e veterinaria, com necessidade do
aprimoramento de técnicas diagnésticas de maior eficacia e precisdo temporal
da infecgdo. A grande maioria dos animais infectados por T. gondii resiste a
infeccdo, tornando-se portadores, de modo que a toxoplasmose-infeccao €
muito difundida (CORREA & CORREA, 1992) e uma das mais comuns nos
humanos, em todo o mundo (DUBEY et al., 1998; TENTER et al., 2000). A
toxoplasmose-doenca € mais rara, apesar de sua distribuicdo mundial.

A infeccdo pelo T. gondii constitui uma das zoonoses mais
difundidas no mundo. Estima-se que até 500 milhdes de pessoas estejam
infectadas (DUBEY, 1996). Em todos os paises, grande parte da populacdo
humana e animal (mais de 300 espécies de animais entre mamiferos e aves —
domésticos ou silvestres) apresentam parasitismo pelo T. gondii. Ha estimativa
de custos de US$ 369-8.756 milhdes em relacdo a toxoplasmose congénita
(ROBERTS e FRENKEL, 1990). Nos mais variados climas e condigbes sociais
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chega a apresentar uma percentagem de individuos positivos que varia de 20 a
83% (1 a 2 bilhdes de pessoas) da populagéo.

Em algumas regides, 40 a 70% de humanos adultos, aparentemente
sadios, apresentam-se sorologicamente positivos. O numero de pessoas com
sorologia positiva para T. gondii é enorme sendo, talvez, o protozoario mais
difundido entre a populagédo humana e animal, incluindo as aves e excetuando-
se 0s animais de sangue frio, como os répteis (DUBEY et al., 1998; TENTER et
al., 2000). Nos Estados Unidos da América, pela analise dos dados de nove
sistemas nacionais de notificagdo em saude e dados publicados em periddicos
especializados, estimam-se 1.500.000 infecgbes anuais, sendo cerca de 15%
sintomaticas (MEAD et al., 1999).

A genotipagem em varios loci € necessaria para revelar gendétipos
recombinantes e alelos atipicos, mais frequentemente encontrados em
isolamentos obtidos em areas remotas ou ambiente selvagem, avaliar a
diversidade genética da populagéo de T. gondii, encontrar os fatores genéticos
que podem influenciar a viruléncia, entender eventuais mecanismos de sele¢éo
de genodtipos de acordo com a espécie hospedeira e tentar encontrar relagdes

entre o genotipo e a doenga em humanos (DARDE, 2004; 2008).
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II. REVISAO DE LITERATURA

Os humanos e os animais podem infectar-se pelas trés formas do
ciclo de vida do parasito: (1) via oral pela ingestdo de oocistos eliminados nas
fezes de felideos e infectantes apds esporulagdo no ambiente, (2) pela
ingestao de cistos em tecidos de hospedeiros intermediarios, e (3) via uterina
pela transmissao transplacentaria de taquizoitos. Pode ainda, ser transmitido a
partir de produtos sanguineos, nos transplantes de érgéos, ou pela ingestdo de
taquizoitos em leite caprino ndo submetido ao tratamento térmico pelo calor
(TENTER et al., 2000; KIJLSTRA e JONGERT, 2009).

O taquizoito € a forma encontrada durante a fase aguda da infecgéo,
dentro de vacuolos parasitéforos de diferentes tipos de células, como nas do
sistema fagocitico mononuclear, células hepaticas, pulmonares, nervosas,
submucosas e musculares. Os bradizoitos sdo encontrados em cistos teciduais
localizados predominantemente no sistema nervoso central (SNC), globo
ocular, bem como nos musculos esquelético e cardiaco. O oocisto € a forma de
resisténcia que possui uma parede dupla bastante resistente as condigbes
ambientais, produzidos nas células intestinais de felideos ndo imunes, e
eliminados imaturos junto com as fezes, caracterizando o estagio
enteroepitelial (TENTER et al., 2000).

Apds o nascimento, os humanos infectam-se, na maioria das vezes,
pela ingestdo de oocistos esporulados encontrados no meio-ambiente, ou pela
ingestédo de cistos teciduais em carne crua ou mal cozida de hospedeiros
intermediarios. A variacdo da prevaléncia parece ser devida a fatores
climaticos, geograficos, habitos alimentares, tipo de trabalho e habitos culturais,
indicando que os mecanismos de transmissao devem ocorrer de varias formas
do parasito (TENTER, 2009; DUBEY et al., 2005b).

Estimativas atuais indicam que 1/50 da populagéo norte-americana
sofre de algum grau de imunodeficiéncia, o que pode contribuir para uma maior
susceptibilidade a doencas oportunistas. Nesta populacao incluem-se mulheres
gravidas, pessoas com mais de 65 anos de idade, pacientes sob tratamento
para cancer, transplantados e portadores do HIV. O estado imunodeficiente
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destes individuos pode coloca-los em risco de contrair toxoplasmose ou de
reativacao de infecgdes cronicas (TENTER et al., 2000; TENTER, 2009).

A toxoplasmose em humanos € na maioria das vezes benigna e
assintomatica em 60% dos casos (SAWADOGO et al., 2005). Entre 15 e 85%
da populacdo humana adulta é cronicamente infectada com T. gondii,
dependendo da localizacao geografica (DUBEY e BEATTIE, 1988). Nos
Estados Unidos, a toxoplasmose foi responsavel por cerca de 5.000
hospitalizagdes entre 1992 e 1996, com pelo menos 2.500 casos de origem
alimentar, representando 4,1% das interna¢cdes causadas por infeccdes
alimentares. Foram registrados 750 o&bitos por toxoplasmose, com cerca de
50% de infec¢des adquiridas pelo consumo de alimentos contaminados, o que
representa 20,7% das mortes associadas as infecgbes de origem alimentar,
inferior somente de Salmonella (30,6%) e de Listeria monocytogenes (27,6%).
O desenvolvimento de casos cronicos da doenga, como nos casos de infecgédo
pela via congénita, com desenvolvimento de corrioretinite e os casos de
pacientes infectados pelo HIV, é estimado em 4.700 a 12.100 casos anuais
(MEAD et al., 1999; DUBEY et al., 2005b).

Quanto aos animais, T. gondii tem sido relatado como importante
agente causador de abortamentos na espécie ovina desde 1954, considerado
uma das maiores causas de problemas reprodutivos nesta espécie. A avaliacao
dos dados de literatura aponta a toxoplasmose como a causa primaria de
perdas em 10 a 20% dos rebanhos com problemas de abortamento, absorgéo
fetal e natimortos, com incidéncia anual de 1 a 2% (MASALA et al., 2003).
Freyre et al. (1997) registraram taxas de abortamento no Uruguai variando de
28,7% a 38,5% em 2,5 anos de estudo, indicando taxa de 9,8% de incidéncia
no periodo, com perdas reprodutivas variando de 1,4 a 3,9% e prejuizo anual
de US$ 1,4-4,7 milhdes.

Além de causar prejuizos a pecuaria, a toxoplasmose ovina tem
impacto também na saude humana, pois o animal infectado pode manter cistos
teciduais durante longos periodos (BUXTON, 1990), e o consumo de sua carne
pode levar a infecgdo humana. Por outro lado, placentas e fetos infectados com
cistos de T. gondii servem como fontes de infeccdo para roedores, aves e

gatos. A ingestado de roedores e passaros infectados por gatos pode levar a
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excrecao de grande numero de oocistos de T. gondii, favorecendo a
disseminacgao e persisténcia do agente na natureza (TENTER et al., 2000).

Estre os animais de producé&o, os ovinos e caprinos apresentam-se
mais suscetiveis a infecgédo toxoplasmica, quando comparados aos bovinos. De
acordo com varios estudos, a soroprevaléncia € variavel de 22,5% a 55,7%.
Sawadogo et al. (2005) obtiveram 27,6% animais soropositivos em Marrocos,
comparado a Oncel e Vural (2006) e Sevgili et al. (2005) na Turquia, que
obtiveram 56/181 (31%) e 167/300 (55,66%), e a Hamzavi et al. (2007),
detectando 54/240 (22,5%) ovinos no Ira.

Ducanson et al. (2001) verificaram que a transmissdo congénita é
capaz de explicar a manutencao do parasito em popula¢des de ovinos sem a
necessidade de reinfec¢bes frequentes por oocistos excretados por gatos,
obtendo 94% de tecidos fetais e 42% de tecidos placentarios positivos a reagéo
em cadeia pela polimerase (PCR). A ocorréncia da transmissao vertical, o grau
de viruléncia e a severidade da doenca dependem de fatores como genétipo do
parasito, hospedeiro, forma parasitaria, dose infectante e via de infeccao, além
da duracgao da infecgédo antes da prenhez (DUBEY et al., 2002).

Dumeétre et al. (2006) verificaram na Franga que 65,6% dos animais
soropositivos eram adultos (mais de um ano de idade). Klun et al. (2006), na
Seérvia, observaram o mesmo fato em 70 a 90% dos ovinos, e Clementino et al.
(2007), em Lages, Brasil, em 51,85%. Vesco et al. (2007) observaram que
39,7% dos animais soropositivos tinham idade inferior a um més de idade, e
57,5% superior a 36 meses.

Quando se analisa a idade e o grau de imunidade em ruminantes,
deve-se considerar que as IgM ndo sao transmitidas pelo colostro, somente as
IgG. Além disso, as IgG maternas séo transferidas aos cordeiros pelo colostro
somente até trés meses de idade (DUMETRE et al., 2006). Animais com idade
inferior a trés meses, soropositivos para IgG, podem ser interpretados como
protecdo conferida pelos anticorpos maternos como também pela propria
imunidade desenvolvida pelo cordeiro ainda no utero, e a presenca de IgM
indica resposta imunolégica ativa do hospedeiro, de carater agudo.

Referente ao sexo, as fémeas s&o mais predispostas a infeccao
(SEVGILI et al., 2005; DUMETRE et al., 2006; CLEMENTINO et al., 2007;
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ROMANELLI et al., 2007) e a manifestacao clinica é mais intensa durante a
gestacédo, além da possibilidade de abortamentos.

Os ovinos sdo muitas vezes criados em ambientes contaminados
com oocistos, e a infeccdo ocorre apds a ingestdo de agua e/ou alimentos
contaminados. As pastagens adubadas com esterco e restos de cama de locais
frequentados pelos felideos sao as principais vias de transmissao. Desta forma,
os felideos sdo os maiores responsaveis, por terem facilidade de acesso aos
abrigos dos ovinos e ao alimento estocado, onde defecam em alimentos, como
feno e grdos, com consideravel risco de contaminagado para os animais (KLUN
et al., 2006).

Os ovinos sao altamente susceptiveis a infecgéo pelo T. gondii e a
prevaléncia de anticorpos entre eles é geralmente maior que em outros
herbivoros domésticos. A despeito da importancia dos levantamentos de
anticorpos séricos como instrumento de vigilancia epidemioldgica, apenas o
isolamento de parasitos viaveis de produtos carneos permite avaliar o fator de
risco para a saude publica (ASPINALL et al., 2002).

A maioria dos surtos de toxoplasmose em humanos tem sido
atribuida ao consumo de carne crua ou mal cozida (KIJLSTRA e JONGERT,
2009), e em pelo menos um deles, ficou bem determinado que a via de
transmissédo de seis de sete membros de uma familia acometida de
toxoplasmose aguda foi a carne de cordeiro mal cozida. Bonametti et al. (1997)
relataram, no Brasil, surto de toxoplasmose aguda em 17 individuos,
sintomaticos, apds o consumo de carne crua de carneiro, na forma de quibe.

Entre os trés estagios infecciosos de T. gondii, os oocistos sdo mais
virulentos do que os taquizoitos ou bradizoitos para hospedeiros nio felinos
(DUBEY e BEATTIE, 1988). Os oocistos ndo sao patogénicos para gatos
(DUBEY, 2006). Tem-se verificado que os isolados da América do Sul, em
comparacao as da Europa e América do Norte, sdo mais virulentas quando
avaliadas pelo bioensaio em camundongos (DUBEY et al., 2006c; 2007a;
CAVALCANTE et al., 2007).

Fatores de risco podem predispor os animais de produgédo. Os
principais descritos na literatura s&o a presenga de gatos na criagéo, pois eles
mantém a eliminacdo dos oocistos no solo, principalmente quando jovens,

contaminando o solo, fontes de agua de superficie e pastagens com alta carga
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parasitaria, aumentando a soroprevaléncia em animais ndo carnivoros (ONCEL
e VURAL, 2006; VESCO et al., 2007; ROMANELLI et al., 2007).

Masala et al. (2003) observaram que a disseminacao de oocistos por
gatos, em Sardinia, Italia, foi o fator responsavel por 11% dos abortamentos
ovinos. Vesco et al. (2007) identificaram 937/1876 (49,9%) ovinos soropositivos
ao ELISA, na Sicilia, ltalia, e 54/62 (87%) das propriedades estudadas
apresentavam pelo menos um animal soropositivo, € a presenca de gatos e
aguas de superficie.

As provas sorologicas possibilitam a deteccdo da resposta do
hospedeiro, frente a infeccao, diferenciando seu estagio. Thulliez et al. (1986)
definiram a importancia da técnica de aglutinacéo utilizando taquizoitos
inativados pelo metanol (MAT-AM) e formalina (MAT-AF), para quantificar os
niveis de IgG de diferentes estagios da infeccéo, permitindo distinguir a fase
aguda da fase crbnica da infecgdo. A MAT nao permite detectar a agdo da IgM,
que é uma imunoglobulina inespecifica. Pode ser utilizada para testar soros de
qualquer espécie animal sem a necessidade de conjugado espécie-especifico.
Muitos inquéritos sado realizados utilizando-se a MAT em diversas espécies
animais, como em ovinos, com 24,2% de soropositividade entre 495 amostras
no Brasil (RAGOZO et al., 2008).

T. gondii possui estrutura populacional altamente clonal (HOWE e
SIBLEY, 1995), que consiste predominantemente de trés linhagens,
designadas |, Il e lll, indicando que sua propagag¢do na natureza ocorre
principalmente pela replicagdo assexuada ou por cruzamentos uniparenterais.

As cepas tipo | de T. gondii ocorrem predominantemente em casos
de toxoplasmose aguda, enquanto que as cepas do tipo |l sdo prevalentes em
pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida — Aids e na
toxoplasmose congénita em humanos (HOWE e SIBLEY, 1995; FUENTES et
al., 2001). As cepas tipo Il tém sido identificadas como o gendtipo prevalente
tanto em animais como nos humanos (HOWE e SIBLEY, 1995; HONORE et al.,
2000).

Segundo o estudo de Howe e Sibley (1995), a frequéncia das cepas
tipo Il € maior em animais do que em humanos, devendo-se considerar que,

em geral, as amostras de T. gondii provenientes de casos humanos causam
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doenca clinica, enquanto que a maioria das amostras provenientes de animais
é de infecgdes cronicas e subclinicas.

De acordo com Lehmann et al. (2000) variantes podem estar melhor
adaptadas a diferentes hospedeiros intermediarios. E importante a analise de
maior numero de amostras, originarias de multiplas fontes de infec¢ao, para
avaliacao de possiveis associagdes entre gendtipos e a doenga nos humanos e
animais (OWEN e TREES, 1999).

Literak et al. (1998) analisaram 20 cepas de T. gondii isoladas de
animais na Republica Tcheca, a partir do polimorfismo no comprimento dos
fragmentos de restricdo pela reacdo em cadeia pela polimerase (RFLP-PCR)
do DNA gendmico, e constataram que nove pertenciam a um gendtipo néo
virulento e somente uma a um gendtipo virulento. Owen e Trees (1999)
determinaram que os tecidos naturalmente infectados pelo parasito, em 13
fetos ovinos, dois roedores selvagens e dois camundongos inoculados com
material de cordeiros infectados, pertenciam ao gendtipo Il, indicando que os
ovinos podem ser fontes potenciais de infecgéo para estes individuos. Dubey et
al. (2002) isolaram 16 cepas do tipo | e nove do tipo Ill a partir de 82 galinhas
assintomaticas no estado de S&o Paulo, e Dubey et al. (2003) isolaram sete
cepas do tipo | e seis do tipo Il a partir de 40 galinhas no estado do Parana.

A possibilidade de que o gendtipo do parasito tenha influéncia sobre
a severidade da doenga humana tem suporte nas diferengas de viruléncia das
cepas em modelos experimentais animais, em trabalhos realizados nos EUA e
Europa. As cepas do tipo Il e lll levam a infecg&o crbnica e producgao de cistos
teciduais em camundongos, enquanto que as cepas do tipo | sao
extremamente virulentas para camundongos, causando niveis significativos de
parasitemia, aumentando o risco de transmissdo transplacentaria ou
severidade de infeccao fetal (HOWE e SIBLEY, 1995).

Em Botucatu, SP, foram analisadas nove cepas de T. gondii isoladas
de amostras cerebrais oriundos de 111 cdes com sinais neurolégicos, dos
quais quatro classificadas como gendétipo | e cinco como gendtipo I, pela
RFLP-PCR do gene SAG2. Todas foram virulentas para camundongos (DA
SILVA et al., 2005).

Helmick et al. (2002), no Reino Unido, identificaram 39,5% (167/660)

de soropositividade pelo teste de aglutinacdo em latex (LAT) em ovinos que
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haviam abortado. Em Sardinia, Italia, Masala et al. (2003) observaram que a
disseminacgao de oocistos por gatos, em Sardinia, Italia, foi o fator responsavel
por 11% dos abortamentos ovinos. Estes autores, identificaram 2.048 (28,4%)
ovinos soropositivos para RIFI-IgG e 652 (9%) para RIFI-IgM, entre as 7.194
amostras de soro ovino examinadas. Dentre 2.471 amostras ovinas, a PCR da
placenta apresentou a maior positividade. Os dados sorolégicos foram
semelhantes aos observados por Pereira-Bueno et al. (2004), na Espanha, com
23,1% (40/173) fetos soropositivos na RIFI, ELISA, histologia e/ou nested-PCR.
Assim, verifica-se variacao de soroprevaléncia de 4 a 92%, na Europa
(TENTER et al., 2000). No Brasil, a prevaléncia de anticorpos IgG na
populacdo humana varia de 54% na Regido Centro-Oeste a 75% na Regiao
Norte do pais. No estado do Rio de Janeiro 77,1% das gestantes sao
soropositivas para IgG, no estado de Pernambuco, 69,4%, e no estado do Rio
Grande do Sul, 74,5% (GALISTEU et al., 2007).

A detecc&o molecular do DNA de T. gondii n&o substitui os métodos
soroldgicos tradicionais no diagnostico da doenca. Assim, a associagado destes
dois métodos pode revelar a infecgao e estabelecer o seu estagio (KOMPALIC-
CRISTO et al., 2004). E importante a deteccdo molecular mais detalhada do
agente, permitindo caracterizar a estrutura populacional clonal. A
caracterizacao fenotipica da infecgdo estara intimamente ligada as variagdes
ocorridas dentro desta estrutura populacional.

T. gondii era considerado clonal antigamente e com baixa
variabilidade genética. Contudo, a maior parte das informagdes foi derivada de
isolamentos da Europa e América do Norte. Utilizando novos marcadores
moleculares para a caracterizagdo genética de cepas isoladas no Brasil e
Guiana Francesa, verificou-se maior variabilidade genética em comparacao as
ja registradas (AJZENBERG et al., 2004).

A analise das sequéncias polimorficas determina a cepa (SWITAJ et
al., 2005). A maioria dos estudos de genotipagem de T. gondii € baseada na
andlise da RFLP-PCR do gene SAG2, porém este apresenta problemas
técnicos, como a sua amplificacdo incompleta (FUENTES et al., 2001) e
digestdo incompleta do DNA pelas enzimas de restricdo (LEHMANN et al.,
2000), que séao limitantes na reprodutibilidade. Ha limitagdes na genotipagem
de cepas baseada somente em um ou dois loci (LEHMANN et al., 2000;
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AJZENBERG et al., 2002), pois exclui a possibilidade de identificacdo de
genodtipos recombinantes. Em contrapartida, a analise multilocus permite
detectar eventos recombinantes e alelos atipicos, propiciando o melhor
entendimento da estrutura populacional do T. gondii, para se estabelecer a
relacao do gendtipo com a doenga clinica (AJZENBERG et al., 2005).

Atualmente, a analise do perfil genotipico das amostras e cepas de
T. gondii ttm se baseado, principalmente, na analise de alelos recombinantes
comuns no Brasil (PENA et al., 2008). Antigamente a avaliagdo baseada no
locus SAG2 permitia a caracterizagdo dos trés gendtipos baseados em
isolamentos obtidos na Europa e América do Norte. Entretanto, verificou-se que
as amostras comportavam-se fenotipicamente diferentes, com os mesmos
gendtipos. A andlise em multilocus € importante para a avaliagdo desta
diversidade em varias regides do DNA do parasito (KHAN et al., 2005; DUBEY
et al., 2006b; SU et al., 2006; FAZAELI| e EBRAHIMZADEH, 2007).

Dubey et al. (2005a), utilizando frangos da Colémbia, obtiveram
soroprevaléncia de 44,4%, isolando-se o agente em 24 amostras. A analise
pelo locus SAG2 revelou sete isolamentos tipo | e 17 tipo lll, similares aos
obtidos no Brasil, porém diferentes da América do Norte e Europa. Em
contraste, Dumétre et al. (2006), pesquisando o parasito em ovinos de
abatedouro na Franga, isolaram oito amostras do coragdo, todas
caracterizadas pelos loci TUB2, TgM-A, W35, B17 e B18, como tipo Il, comum
nos paises europeus e considerado avirulento para camundongos. Utilizando
0s mesmos marcadores, Zia-Ali et al. (2007) identificaram dois gendétipos (tipos
Il e Ill) em quatro isolamentos de 24/105 (22%) ovinos soropositivos pela LAT
no Ira, sem a presenca de infec¢cdes mistas.

Os gendtipos recombinantes ou genoétipos com alelos atipicos
representam somente 5 a 10% na maior parte das colecbes de isolamentos
(HOWE e SILBEY, 1995), mas eles sao mais frequentes entre as amostras de
isolamentos de espécies hospedeiras exdticas ou de areas remotas
geograficamente ou de pacientes com apresentacao clinica incomum. Além
disso, as cepas recombinantes e cepas atipicas séo resultados de pressodes
seletivas sobre a mais antiga cepa ancestral (tipo Ill), com forte influéncia sobre
a viruléncia (KHAN et al., 2009). A tipificagdo genética baseada em um ou dois

loci € muito limitada para detectar cepas recombinantes e atipicas,
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caracterizadas por alelos incomuns em outros loci. Estudos baseados na
genotipagem somente do locus SAG2 devem ser reconsiderados (DARDE,
2004; SU et al., 2006).

Dubey et al. (2006a) encontraram 47/85 (55,39%) frangos
soropositivos pela MAT no Chile e isolaram o agente de 22 animais. Ao se
analisar o polimorfismo nos Jloci SAG1, SAG2, SAG3, BTUB e GRAG,
detectaram trés gendtipos. Destes, 17 isolamentos tinham alelos tipo I, quatro
alelos tipo Ill, e um tinha combinacéo de alelos tipo | e lll. Genotipicamente e
fenotipicamente, os isolamentos obtidos no Chile em frangos se comportaram
de forma similar aos da América do Norte, e diferentemente aos do Brasil e
Colémbia, onde nao ha registro de isolamento de alelo tipo Il. Em comparacéo,
Dubey et al. (2006b) obtiveram 47 isolamentos de 85,70% frangos
soropositivos, na Nicaragua, onde pela analise nos mesmos /oci citados acima,
oito gendtipos foram caracterizados, apresentando os trés genotipos classicos
de T. gondii obtidos no Velho Mundo, dois isolamentos com infec¢des mistas e
27 isolamentos com recombinagdes de alelos do tipo | e lll, perfazendo quatro
novos genotipos. Deste modo, se reconhece atualmente a presenca de
gendtipos recombinantes, principalmente nos paises da América do Sul
(DUBEY et al., 2007a).

O estudo conduzido por Ferreira et al. (2006) permitiu, pela RFLP-
PCR em oito /loci, a constatacdo que 20 isolados de T. gondii oriundos de
humanos e animais no Brasil, tinham gendtipos recombinantes, com alelos
caracteristicos dos tipos I, Il e lll, justificado pela formagédo de recombinantes a
partir do cruzamento entre membros de linhagens clonais. Este € o primeiro
relato de cepas recombinantes de T. gondii no Brasil em hospedeiros
diferentes. Isto sugere que combinagbes diferentes de alelos em varios loci
podem ser responsaveis pela heterogeneidade observada na viruléncia das
cepas de T. gondii (Sibley et al., 2002).

Varios estudos tém ilustrado a alta frequéncia de cepas tipo I e lll, e
a auséncia de cepas tipo Il (DUBEY et al.,, 2002; 2003). Contudo nestes
estudos a analise em somente um ou dois /oci ndo identificou as cepas
brasileiras como hibridos.

Para permitir melhor avaliagdo da diversidade, Su et al. (2006) e

Dubey et al. (2007e) padronizaram a utilizacdo de mais seis marcadores
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moleculares, totalizando 11 (SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG, c22-8, c29-2,
L358, PK1, alt-SAG2, Apico), que permitem melhor avaliacdo da diversidade
genética nas populacdes de T. gondii.

Su et al. (2006) verificaram pela RFLP-PCR em nove loci, que
amostras de T. gondii de diferentes fontes, podem ser distinguidas e revelar a
diversidade genética dos parasitos, com a limitagdo de nao distinguir
isolamentos de uma mesma linhagem clonal. Para resolver esta limitagéo, a
andlise de microssatélites pode ser utilizada em combinacdo com os
marcadores de RFLP-PCR, o que é facilitado pela utilizagdo da multiplex-PCR
de microssatélites, desenvolvida para a tipagem de T. gondii (AJZENBERG et
al., 2005).

A analise em multiplex-PCR é mais indicada que a RFLP-PCR, pois
nem todo polimorfismo de comprimento pode ser devido a um polimorfismo de
comprimento de regides microssatélites, mas de raras inser¢gées ou dele¢des
de sequéncias, que sao detectadas pela multiplex-PCR, com cinco marcadores
(AJZENBERG et al., 2005).

Cavalcante et al. (2007), estudando seis loci génicos do T. gondii
(SAG2, SAG3, GRAG, L363, cS10-A6, cB21-4) em cabras, obtiveram 10/169
(5,9%) animais soropositivos, no estado do Ceara, Brasil, com somente dois
isolamentos do parasito apresentando gendétipos recombinantes, diferentes dos
tipos I, Il e lll originalmente isolados no Velho Mundo.

Dubey et al. (2006c) identificaram 15 isolamentos de 45,2% gatos
soropositivos na Colémbia. A presenca dos gendtipos tipo | e Il, e 11
isolamentos com alelos tipo | e Il e alguns loci, caracterizando trés novos perfis
de gendtipos, e infecgdo mista em um gato. Assim, salienta-se a possibilidade
da ocorréncia da mesma, e a possibilidade de identificacdo quando analisado
por mais loci, ao invés de somente o SAG2. Com isso, verifica-se que na
América do Sul, multiplos genétipos de T. gondii estao circulantes, permitindo a
ocorréncia de infecgdes mistas.

Diversos autores tem confirmado a alta diversidade genética do
parasito na América do Sul sendo isolado de diversas espécies animais como
cabras no Ceara, Brasil (CAVALCANTE et al., 2007), em caes (DUBEY et al.,
2007c) e gatos, na Colémbia (DUBEY et al., 2006c), e em frangos na
Nicaragua (DUBEY et al., 2006b) e no Brasil (DUBEY et al., 2007¢).
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Dubey et al. (2007c) obtiveram 20 isolamentos de 52/309 (16,8%)
cées soropositivos na Colédmbia, com dez gendtipos expressos, sendo todos
diferentes geneticamente como relatado por Dubey et al. (2005a) e Dubey et al.
(2007e), com alta diversidade e populacdo parasitaria distinta. Dubey et al.
(2007d) identificaram dois gendtipos a partir de 17 isolamentos em gatos na
China, confirmando a circulagdo de poucos gendtipos nos paises asiaticos. Por
outro lado, no Brasil, Dubey et al. (2007¢) obtiveram de frangos nos estados do
Para e Rio Grande do Sul, 11 e sete gendtipos, respectivamente, a partir de 34
isolamentos (15 no PA; 19 no RS). Ndo houve infecgbes mistas, porém
verificou-se que no Para estavam presentes diversas combinagdes dos alelos |,
Il e Ill, enquanto no Rio Grande do Sul prevaleceram os gendtipos tipo | ou .

Baseado no estudo dos 11 novos marcadores moleculares, Dubey et
al. (2007a), a partir de 8/21 (38%) isolamentos de 21/42 (50%) de cées
saudaveis soropositivos do Vietna, obtiveram dois gendtipos distintos, o que
permitiu caracteriza-los como originarios de regides com alta diversidade
genética, como Coldmbia e outros paises da América do Sul (DUBEY et al.,
2007c). Em outro estudo, Dubey et al. (2007b) obtiveram quatro gendtipos a
partir de 23 isolamentos positivos em caes do Sri Lanka, sendo trés, tipo Il
(#1), e os demais com recombina¢des em diferentes loci (#2), ou alelos unicos
em determinados loci. Dos quatro gendétipos obtidos, dois foram considerados
unicos, comparados aos isolados em caes (DUBEY et al., 2007c), gatos (SU et
al., 2006; DUBEY et al., 2007d) e frangos (DUBEY et al., 2007¢e; 2008b), € o
ultimo foi o mesmo obtido nos outros estudos, o que poderia indicar a
disseminacgao do parasito.

Recentemente, os estudos de genotipagem tém sido embasados na
pesquisa em 12 Joci génicos (SAG1, 5+3'SAG2, SAG3, alt-SAG2, BTUB,
GRAG, c22-8, c29-2, L358. PK1, Apico e CS3), como descrito por Pena et al.
(2008), confirmando haver uma populacéo clonal de T. gondii muito variada.
Deste modo, o encontro de infeccdo mista em hospedeiros intermediarios
levara a maior diversidade genética entre diferentes linhagens do parasito a
medida que os hospedeiros intermediarios sdo presas dos hospedeiros
definitivos, o que facilitara a evolugao do T. gondii (DUBEY et al., 2006b; PENA
et al., 2008; DARDE et al., 2008; KHAN et al., 2009).
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Considerando a necessidade de identificacdo dos genotipos, alelos e
recombinacdo em linhagens de T. gondii no Brasil, que contribuiram no
esclarecimento da viruléncia do parasito, na epidemiologia da infecgéo e nos
reflexos em saude publica, o presente estudo objetivou determinar o perfil de
anticorpos para T. gondii em ovinos destinados ao abate, ilsolar o parasito de
amostras teciduais dos ovinos soropositivos, caracterizar e analisar os
gendtipos das amostras isoladas, pela RFLP-PCR para 12 diferentes

sequéncias génicas, e analisar o perfil genotipico dos isolados.
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111, OsjeTIvOS

Objetivos Gerais

Os objetivos deste trabalho foram estudar a prevaléncia da

toxoplasmose em ovinos destinados ao abate em abatedouros do estado de

Sao Paulo, pela presenca de anticorpos especificos, isolar o parasito, realizar a

caracterizagdo genotipica e fenotipica dos isolamentos de T. gondii, e

comparar com aqueles ja descritos na literatura nacional.

Objetivos Especificos

1.

Isolar T. gondii a partir de amostras de cérebro, pulmédo e musculo (“pool”
de coragéo e diafragma) de ovinos abatidos para consumo humano;
Comparar os titulos de anticorpos obtidos em trés provas sorolbgicas,
permitindo determinar o estagio da infecgdo do animal no momento do
abate;

Comparar a sensibilidade da PCR frente ao bioensaio positivo e negativo,
na detecc¢do do parasito em animais soropositivos;

Caracterizar os gendtipos das amostras isoladas, pela RFLP-PCR para 12
diferentes sequéncias génicas;

Comparar o perfil genotipico dos isolados obtios de ovinos com os

gendtipos ja isolados no Brasil.
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I7. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento experimental

As colheitas foram realizadas em dois abatedouros localizados na
regido de Botucatu, SP. As provas sorolbgicas, bioensaio e genotipagem foram
realizados nos laboratérios do Nucleo de Pesquisas em Zoonoses - NUPEZO,
Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu, SP. Nova genotipagem foi
realizada no Laboratério de Biologia Molecular e Patogénese, da Universidade
do Tennessee, Knoxville, TN, nos Estados Unidos da América, para
confirmacéao dos resultados, assim como o sequenciamento do DNA.

Utilizou-se o programa Epi Info 3.5.1 (CDC, 2002) para se
determinar o calculo do numero de amostras (n). Utilizando-se como referéncia
uma freqiiéncia observada de 7,7%, segundo Da Silva e Langoni (2001), nivel
de significancia o = 1%, nivel de confiangca de 99% e margem de erro de 3%,
encontrou-se um “n” de 523 animais, ajustando-se para 602 animais. Amostras
de sangue, cérebro, pulméo, e musculo (“pool” de diafragma e coragéo) de
ovinos foram colhidas em dois abatedouros da regido de Botucatu, SP (“A” e
“B”), os quais recebem animais dos estados da regido Sudeste e Sul. Durante
as colheitas, obtiveram-se dados sobre idade, sexo e procedéncia dos animais
(estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul).

Dos animais positivos as provas sorologicas para anticorpos anti-T.
gondii, os oOrgéos e tecidos respectivos, devidamente identificados, foram
submetidos a digestdo acida por pepsina e, a seguir, inoculados em
camundongos para isolamento do parasito. As amostras, cujo parasito foi
isolado no bioensaio ou fora detectado seu DNA na PCR convencional, foram
submetidas ao protocolo de RFLP-PCR no Brasil (FMVZ-UNESP, Botucatu,
SP) e Estados Unidos da América (Universidade do Tennessee, Knoxville, TN),
para determinacéo do perfil genotipico de cada amostra em 12 /oci génicos e,
porteriormente, sequenciadas.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal, FMVZ, UNESP, Campus de Botucatu, SP, protocolo #
65/2006-CEEA (Apéndice A).
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4.2. Colheita das amostras

As amostras de sangue foram colhidas, no momento da sangria
(Figura 1), sendo acondicionadas em tubos de ensaio com tampa de borracha,
esterilizados, devidamente identificados por numero de protocolo. Apods a
colheita, os tubos foram imediatamente colocados em posi¢ao inclinada para

acelerar o processo de dessora.

Figura 1. Colheita de sangue de ovinos em abatedouro. Botucatu, 2009.

No momento da limpeza da carcaga, as cabegas dos animais foram
identificadas de acordo com o numero de protocolo, referente as amostras de
sangue (Figura 2). Metade do diafragma, dois lobos pulmonares, e o coragéo
inteiro (Figuras 3A, 3B e 3C, respectivamente) foram imediatamente
acondicionados individualmente em sacos plasticos, devidamente identificados,
e armazenados em caixa térmica, sob refrigeracdo, e encaminhadas ao
laboratorio para processamento, juntamente com as cabegas acondicionadas
em sacos plasticos de 100 litros. No laboratério, os 6rgédos e tecidos, e as
cabecas foram mantidas sob temperatura de refrigeracdo até o momento da
retirada do cérebro, que se deu ap6s a obtencdo dos resultados das provas

soroldgicas, no periodo maximo de 24 horas.

R.C. Silva— 2009



39

Figura 2. |dentificagdo das cabecas segundo protocolo numérico utilizado no
dia da colheita. Botucatu, 2009.

Figura 3. Diafragma (A), pulmédo (B), e coracédo (C) de ovinos abatidos.
Botucatu, 2009.

4.3. Cepas de T. gondii

Foram utilizadas as cepas RH, genétipo tipo |, isolada por Sabin em
1939 de uma crianga nos Estados Unidos (SABIN, 1941) para a producao de
antigeno para as provas soroldgicas, e como controle na prova de biologia
molecular.

A cepa RH é mantida por inoculagdo intraperitoneal semanal de
camundongos Swiss, albinos, com 30 dias de idade, com 30 a 40g, com 1mL
de exsudato peritoneal obtido de camundongos previamente inoculados. Todos
os camundongos utilizados neste projeto foram obtidos no Biotério Central da
UNESP.
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Amostras referéncia de DNA de T. gondii, GT1, PTG, CTG, MAS,
TgCgCa1, TgCatBr5, TgCatBr64 e TgToucan, foram gentiimente cedidas pelo

Prof. Chunlei Su, para controle de amplificagdo e padrdes de genotipagem.

4.4. Produgao de antigeno

Foram inoculados 20 camundongos, via intraperitoneal, com 1mL
das suspensdes da cepa RH, previamente selecionadas. Apds trés dias, os
animais foram eutanasiados e foi colhido o exsudato peritoneal, inoculando-se
10mL de solugdo fisiolégica 0,9% estéril, por animal, e aspirando-se em
seguida. Foram avaliados ao microscopio e, aqueles ricos em parasitos e livres
de contaminacdo bacteriana, hemacias e leucécitos, misturou-se, volume a
volume, com liquido ascitico tumoral (células de sarcoma murino TG180,
derivadas do sarcoma ATCC - CCRFS-180 Il, em 1958), previamente diluido a
1/10 em solucao fisiolégica 0,9% estéril, para se obter volume final de 120mL
de suspensdo. Com esta suspensao de taquizoitos e células tumorais,
devidamente homogeneizada, e mantida em gelo, 60 camundongos Swiss,
com 30 dias de idade, foram inoculados com 2mL da suspensdo, via
intraperitoneal. Dois dias apo6s a inoculagéo, realizou-se o lavado peritoneal,
com 10mL de solucgao fisiolégica 0,9% estéril (DESMONTS e REMINGTON,
1980; SILVA, 2006). Cada lavado foi acondicionado separadamente em tubo
de ensaio esterilizado, com tampa de borracha, e mantido em repouso por uma
hora.

Todos os lavados foram avaliados microscopicamente quanto a
presenca de células inflamatoérias, sanguineas, sarcomatosas e bacterianas.
Os ricos em parasitos e livres de contaminagcdo bacteriana, hemacias e
leucécitos, foram transferidos por inversao dos tubos em recipiente apropriado,
homogeneizando-se cuidadosamente, procedendo-se a seguir a centrifugacéo

em diferentes rotagdes, de acordo com Silva (2006).

4.4.1. Preparacgao de antigeno inativado pela formalina (MAT-AF)
Adicionou-se (volume/volume) formalina-12%' (formaldeido-6%),

diluida em SST 0,01M pH7,2 a suspensdao com parasitos, incubando-a

' Formaldeido PA - Synth®, S&o Paulo, Brasil
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“overnight” a temperatura ambiente. No dia seguinte, centrifugou-se a 600 x g
durante 10 minutos e ressuspendeu-se o sedimento em 50mL de SST 0,01M
pH7,2. Esse processo foi repetido por mais trés vezes, para remover os restos
celulares e o formaldeido. Finalmente, ressuspendeu-se o sedimento em
solugdo tampéo borato pH8,7, ajustando-se a suspensdo final para 2x10*
parasitos por uL, e acondicionada a 4°C até o momento da sua utilizagéo
(DESMONTS e REMINGTON, 1980).

4.4.2. Preparagao de antigeno inativado pelo metanol (MAT-AM)

Centrifugou-se a suspenséao de antigenos a 700 x g por 10 minutos,
ressuspendendo-se o sedimento em 150mL de SST 0,01M pH7,2, contendo
3mL de tripsina 2,5%2 e 4000U de heparina sédica®, incubando-se em estufa a
37°C sob agitacéo constante por 30 minutos. A seguir, centrifugou-se a 1500 x
g por 15 minutos e, lavou-se o sedimento obtido duas vezes em SST 0,01M
pH7,2 contendo albumina bovina 1%*, centrifugando-se novamente a 700 x g
por 15 minutos. Ressuspendeu-se o sedimento em 120mL SST 0,01M pH7,2
contendo albumina bovina 1%, mantendo-se sob agitagdo constante, em
temperatura ambiente por 10 minutos. A seguir, adicionou-se 40mL de
metanol’, de modo que a concentracdo final fosse de 25% de metanol,
mantendo sob agitacdo constante por 15 minutos, sob temperatura ambiente. A
seguir, incubou-se a solugdo sob repouso a 4°C por 36 horas. Ao final, a
solucéo foi homogeneizada e centrifugada a 4000 x g por 30 minutos, lavando-
se o sedimento duas vezes, com 10mL de SST 0,01M pH7,2 contendo
albumina bovina 1%, centrifugando-se novamente a 4000 x g por 10 minutos.
Por fim, ressuspendeu-se o sedimento final em 20 a 30mL de SST 0,01M
pH7,2 contendo albumina bovina 1% e azida sédica 0,15% (NaN3), estocando-
se a 4°C até o momento da utilizacdo. Somente previamente a sua utilizacédo
como antigeno, ajustou-se a concentracdo de taquizoitos fixados em metanol

para 1,5 a 2x10* parasitos por L em tampao borato pH 8,95.

Tripsina 1:250 - Difco®, Estados Unidos

Heparina s6dica 5000U/mL - Ariston®, Sao Paulo, Brasil

Albumina bovina fragéo V, segundo Cohn, lote 824.759 - Inlab®, Sao Paulo, Brasil
Metanol PA - Synth™, S&o Paulo, Brasil
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4.4.3. Inativacao e sensibilizacao de laminas para a reagcao de
imunofluorescéncia indireta — RIFI

Ao exsudato peritoneal rico em taquizoitos misturou-se igual volume
de solugéo formalina 2%, obtendo-se uma suspensédo de exsudato-formol a
1%. Esta foi transferida para um tubo de centrifuga e incubada em estufa
bacteriolégica a 37°C por 30 minutos, agitando-a por inverséo delicada do tubo,
a cada 10 minutos. A seguir, centrifugou-se a 1600 x g por cinco minutos,
desprezando-se o sobrenadante, e ressuspendeu-se o sedimento obtido em
2mL de solugdo salina 0,85%, centrifugando-se a 1600 x g por 10 minutos.
Novamente desprezou-se o sobrenadante, ressuspendendo-se o sedimento em
solugdo salina 0,85% até se obter de 20 a 30 parasitos por campo
microscopico, colocando-se 50uL da suspensdo final entre a lamina e a
laminula 24x60mm, utilizando-se o aumento de 40 vezes para a realizagao da
leitura, para a observagao e contagem dos taquizoitos.

A fixagdo do antigeno na lamina foi procedida transferindo-se 10uL
da solugao antigénica, sobre os orificios de lamina especial de vidro para a
RIFI®, aspirando-se a seguir o excesso, restando somente uma fina pelicula
sobre cada orificio, apds secagem a temperatura ambiente. As laminas assim
preparadas foram mantidas em caixas de madeira e laminarios a -20°C, até o
momento de uso, mantendo-se em estoque por periodo maximo de dois

meses.

4.5. Exames sorolégicos

As amostras de sangue foram centrifugadas a 1600 x g por 10
minutos, para obtencdo do soro sanguineo, que foram imediatamente
acondicionados em microtubos plasticos devidamente identificados com o

numero de protocolo e processadas de acordo com a técnica utilizada.

4.5.1. Aglutinacao direta modificada (MAT-AF/MAT-AM)
Nas técnicas de aglutinacdo direta modificada utilizou-se um dos

dois antigenos segundo o proposto por Desmonts e Remington (1980), para

6 Perfecta®, S&o Paulo, Brasil
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MAT-AF utilizando formalina, e por Thulliez et al. (1986) e Silva (2006), para
MAT-AM utilizando metanol.

As amostras de soro foram diluidas em microplacas de fundo chato’,
adicionando-se 150uL de SST 0,01M pH7,2 na primeira cavidade e 50uL em
todas as demais utilizadas. Na primeira delas, adicionou-se 10uL de soro
(diluicao 1:16) e, apdés homogeneizagdo com auxilio de micropipeta, transferiu-
se 50uL para a cavidade seguinte, equivalendo a diluicdo 1:64, procedendo-se
assim até a diluicdo 1:16384. A seguir, dependendo da prova sorolégica
realizada, 25uL (MAT-AF) e 50uL (MAT-AM) de cada diluigdo do soro foram
transferidos para as respectivas cavidades de microplacas com fundo em “V"°.
Posteriormente, adicionou-se 25uL de 2-mercaptoetanol 0,2M, diluido em SST
0,01M pH7,2 (MAT-AF) e 50uL de 2ME em solucdo tampao borato pH8,97
(MAT-AM), e finalmente a adicdo de 50uL do antigeno, diluido em solugao
tampao borato pH8,7 (MAT-AF) e pH8,97 (MAT-AM).

Em provas separadas, as amostras de soro foram testadas frente
aos antigenos inativados pela formalina e pelo metanol. As placas foram
seladas com filme plastico, homogeneizadas por um minuto e incubadas em
estufa de 37°C por seis a 12 horas (MAT-AF e MAT-AM), procedendo se a
leitura com interpretagdo dos resultados. Consideraram-se positivas as
diluicdes onde houve a formagao de uma pelicula cobrindo pelo menos metade
do fundo da cavidade, e negativo quando ocorreu a formagéo de “botdo ou anel

no fundo” (Figura 4).

Figura 4. Técnica de aglutinagao direta modificada (MAT). Reacéo positiva (A)
e negativa (B). Botucatu, 2009.

" MaxiSorp™, Estados Unidos
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Baseados na comparacao entre os resultados da MAT-AM e MAT-
AF determinou-se o perfil sorolégico dos animais infectados, no momento do
abate. Tal comparacdo e determinacdo foram realizadas baseadas no

protocolo descrito por Montoya et al. (2007), apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Protocolo para determinacdo do perfil sorolégico da infecgédo por
Toxoplasma gondii pela comparacao dos resultados da MAT-AM e MAT-AF,
adaptado de Montoya et al. (2007). Botucatu, 20009.

4.5.2. Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

A reagdao de imunofluorescéncia indireta foi realizada segundo
Camargo (1974), utilizando-se conjugado comercial anti-IgG de ovinos®, diluido
1:100, para deteccéo de anticorpos anti-T. gondii. Os soros foram diluidos em
SST 0,01M pH7,2, a partir da diluigdo 1:16, duplicando-se até a obtengao do

titulo final.

Greiner Bio-One®, Estados Unidos
Sheep IgG (h&l) antibody FITC conjugated, cat. A130-101F - Bethyl laboratories Inc.®,

Estados Unidos
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A leitura das laminas foi realizada em objetiva de 40x, em
microscopio de fluorescéncia'®, com sistema de filtros para fluorescéncia e
lampada de mercurio de 100V, considerando-se positiva a diluicgdo onde os
taquizoitos apresentaram uma clara fluorescéncia verde na membrana celular,
contra o fundo vermelho das formas coradas pelo Azul de Evans. O titulo final
foi obtido como a maior diluicdo do soro em que ainda houve fluorescéncia
completa na borda de pelo menos 50% dos taquizoitos. A auséncia de
fluorescéncia ou apenas na extremidade dos parasitos, conhecida como

fluorescéncia polar, foi considerada como reacao negativa.

4.6. Bioensaio em camundongos (isolamento)

As amostras de cérebro, pulméo, e musculo de todos os animais
soropositivos para MAT-AF e/ou RIFI-IgG foram inoculadas em camundongos
Swiss, com 30 a 40 dias de idade, para tentativa de isolamento do parasito.
Inicialmente as amostras de cada tecido foram pesadas (20g de cada tecido —
cérebro, pulméao e “pool” de diafragma e coragéo), e homogeneizadas 1:5 (p/v)
em solugdo de cloreto de sbédio 0,18%, adicionada de penicilina11
(500.000U/mL) e estreptomicina’® (100mg/mL) (SSA). Apds, cada orgdo foi
macerado isoladamente e submetido ao protocolo de digestdo em solugéo
acida de pepsina (DUBEY, 1998). Realizou-se também o bioensaio de
amostras de 20 animais soronegativos aleatoriamente selecionados para se
obter controle para especificidade e sensibilidade da prova bioldgica, assim

como das provas soroldgicas.

4.6.1. Digestao em solugao acida de pepsina

Para a digestdo em solucéo acida de pepsina13, as suspensdes de
cada tecido foram transferidas para um béquer e aquecidas a 37°C,
adicionando-se ent&o igual volume de solugao acida de pepsina pré-aquecida a
37°C. A seguir, incubou-se sob agitacao constante por 60 minutos a 37°C, e
filtrou-se em gaze estéril, centrifugando-se a 1200 x g por 10 minutos.

Desprezou-se o sobrenadante, homogeneizando-se o sedimento em 20mL de

10 Microscopio Zeiss SH250 - Carl Zeiss®, Alemanha
" Penicilina G potassica - Prodotti®, S3&o Paulo, Brasil
12 Estreptomicina - Farmavet®, S3&o Paulo, Brasil
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SST, adicionando-se 10mL de solugédo de bicarbonato de sédio 6%,
centrifugando-se a 1200 x g por dez minutos. Desprezou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o sedimento em 5mL de SSA. A seguir, foram inoculados
quatro camundongos por amostra digerida, pela via subcutanea, com 1mL da
suspensao obtida.

Trés aliquotas de 1mL da suspensao final de cada 6rgdo dos
animais soropositivos foram armazenadas a —80°C, para posterior realizagéo
da PCR, além do bioensaio. Independentemente do resultado do bioensaio
todas as amostras de cérebro, pulmdo e musculo de animais soropositivos

foram submetidas a pesquisa de DNA.

4.6.2. Manutengao e observagao dos animais inoculados

Os animais inoculados foram mantidos em observagéo por periodo
de no maximo 60 dias, em caixas de propileno, em estante ventilada
ALESCO™, com no-break, recebendo agua e racao comercial ad libitum. Os
animais que morreram durante o periodo de observagao foram examinados na
busca de taquizoitos de T. gondii no liquido peritoneal. Dos animais que
sobreviveram ao periodo de observagéao, foi colhido o sangue pela pung¢ao do
seio retro-orbital, e ap6s separagao do soro, realizada a MAT-AF para detecc¢éo
de anticorpos para T. gondii. Foram consideradas positivas aquelas amostras
em que foram observadas formas parasitarias, no liquido peritoneal ou cérebro,
ou nos animais soropositivos a MAT-AF (DUBEY e BEATTIE, 1988).

4.7. Genotipagem das amostras de T. gondii

As amostras de T. gondii isoladas foram genotipadas pela
combinagao das técnicas de multilocus-, nested-PCR e analise do polimorfismo
no comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP-PCR) dos genes SAG1,
5SAG2, 3'SAG2, alt-SAG2, SAG3, BTUB, GRAG, c22-8, c29-2, L358, PK1,
Apico e CS3, conforme descrito por Su et al. (2006), Ferreira et al. (2006) e
Pena et al. (2008). Adicionalmente, analisou-se os marcadores ROP18Del e
ROP18UPS (KHAN et al., 2009), e 18S rRNA.

13 Pepsina - Nuclear®, S3&o0 Paulo, Brasil
4 Estante ventilada ALESCO - modelo ALE99002-001 - ALESCO®, Sao Paulo, Brasil
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Medidas para evitar a contaminag&o entre amostras foram utilizadas
em todas as fases do protocolo experimental, desde a colheita das mesmas,
pela utilizacdo de materiais individuais e estéreis, bem como para as etapas
caracteristicas da PCR, seguindo as recomendacgbes de Kwok (1990), tais
como utilizagdo de salas diferentes para a extragdo de DNA, preparagédo de
reagentes, amplificacdo e analise das amostras, troca frequente de luvas,
material plastico individual e descartavel, e utilizacdo de controles dos

reagentes de extracdo e amplificacao.

4.7.1. Extragao de DNA

Para a extracdo de DNA foram utilizadas amostras dos parasitos
presentes nos tecidos ovinos e também aqueles isolados e mantidos em
camundongos, seja na forma de taquizoitos obtidos do liquido peritoneal, seja
na forma de bradizoitos obtidos de fragmentos de cérebro. A extracdo e
purificacdo de DNA das amostras teciduais foi realizada utilizando-se kit de
extracdo, lllustra Tissue and cells genomic Prep Mini spin kit (GE Healthcare
Life Sciences do Brasil Ltda®, Brasil), com algumas alteragdes, conforme
instrucédo do fabricante. Foi realizada a extracdo de todos os isolamentos
positivos, assim como de todos os tecidos ovinos de animais soropositivos,
positivos e negativos ao bioensaio, e de 20 tecidos ovinos soronegativos,

também negativos ao isolamento.

4.7.2. Determinagao do limiar de deteccao

Para a determinagéo do limiar de detecgédo da PCR para o gene de
T. gondii analisado, uma suspensdo de 10’ taquizoitos por mL de T. gondii,
contados em camara de Neubauer foi diluida em 900uL de agua ultrapura a fim
de se obter diluices sucessivas de 10°%, 10", 10% 103 10% 10° e 10° parasitos
por mL. A mesma suspensao foi diluida em 225uL de uma suspensao de
cérebro, de pulmao e de musculo de ovino soronegativo a 20% em tampé&o
TRIS-EDTA pH 8,5 (TE), a fim de se obter diluicdes sucessivas de 10°, 10" e
102 parasitos por mL de suspensdo de cada tecido. A mesma concentragao
determinada foi também utilizada para contaminar amostras de tecidos

cerebral, pulmonar e muscular, de ovinos soronegativos e negativos ao
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isolamento, diluidos a 20%, determinando-se as concentracdes 10°, 10", 10% e

10° parasitos por mL.

4.7.3. PCR convencional de amostras soropositivas

Para a confirmagédo da negatividade e positividade ao bioensaio, as
amostras teciduais dos ovinos soropositivos, negativos e positivos ao
bioensaio, foram submetidas a extracdo de DNA, ja descrita anteriormente, e a
PCR, utilizando-se 0s oligonucleotideos TOX4
(5'CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG3I) e TOX5
(5’CGCTGCAGACACGTGCATCTGGATTZY’), segundo descrito por Homan et
al. (2000), amplificando uma regido de 529 pares de base (pb). Cada microtubo
de reacao de 0,2mL recebeu 2,5uL tampao de PCR 10x, sem magnésio (50mM
KCI, 10mM Tris-HCI), 0,75uL MgCl, (1,5mM), 0,25uL de solugao de
deoxinucleotideos (1,25mM), Tag DNA polimerase (0,15U)", 5uL de cada
oligonucleotideo (10uM)'®, 10uL de amostra, e 17,35uL agua ultrapura (q.s.p.).
Todas as amplificagdes foram realizadas em termociclador MasterCycler EP

gradient'’

, utilizando-se uma incubacéo inicial de 7 minutos a 94°C, seguida de
35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C e 1 minuto a 72°C, com

incubacao final de 10 minutos a 72°C.

4.7.4. Eletroforese em gel de agarose

Aliguotas de 10uL das amostras amplificadas foram
homogeneizadas com 3uL de solu¢cdo de azul de bromofenol e submetidas a
eletroforese horizontal em gel de agarose 2% em tampao tris-borato-EDTA
(TBE) 0,5x, adicionado de 2uL de brometo de etidio. A corrida foi realizada
inicialmente a 80V por 60 minutos. Apds a corrida, o produto da amplificagao foi
visualizado em sistema de fotodocumentacéo digital, Sistema Gel-Doc it'® e

fotografado.

15 Invitrogen®, Sao Paulo, Brasil
'® Prodimol Ltda.®, Sao Paulo, Brasil
7 Eppendorf®, S3&o Paulo, Brasil
'8 UVP®, California, Estados Unidos
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4.7.5. Genotipagem

A principio, os DNAs alvo foram amplificados em protocolo de PCR
em varios loci utilizando os oligonucleotideos iniciadores externos (Quadro 1)
para todos os 12 genes, segundo descrito por Su et al. (2006), Ferreira et al.
(2006) e Pena et al. (2008). Utilizaram-se as amostras de referéncias GT1,
PTG, CTG, TgCgCal, MAS, TgCatBr5, TgCatBr64 e TgToucan, gentilmente
cedidas pelo Prof. Ass. Chunlei Su'®, como controle para os cortes das
enzimas. Para a multilocus-PCR (oligonucleotideos externos), utilizou-se o
protocolo descrito pelo Prof. Dr. Chunlei Su, onde cada tubo de reacdo de
0,2mL recebeu 2,5uL de tampdo de PCR 10x, sem magnésio (50mM KCI,
10mM Tris-HCI), 2,0uL de MgCl, (25mM), 2,0uL de cada deoxinucleotideos
(2,5mM), 0,2uL de Taq DNA polimerase (5U/uL), 0,15uL de mix de
oligonucleotideos (25uM), 16,5uL de agua ultrapura, atingindo volume final de
23,5uL, e 1,5uL de amostra. As amplificagbes foram realizadas nas seguintes
condi¢gbes: denaturacao inicial de 95°C por 4 minutos, 30 ciclos de denaturagéo
a 94°C por 30 segundos, pareamento a 55°C por 1 minuto, extensédo a 72°C
por 2 minutos. Aos produtos da PCR foi adicionado 25uL de agua ultrapura
para diluir o produto da PCR (protocolo original — A). Os produtos foram
armazenados a 4°C. Quando a carga parasitaria foi insuficiente para amplificar
os produtos na multilocus- e nested-PCR, realizou-se uma adaptacdo no
protocolo, ndo se adicionando os 25uL de agua ultrapura ao produto da
multilocus-PCR (protocolo adaptado — B).

Para a nested-PCR (oligonucleotideos internos) cada tubo de reagao
de 0,2mL recebeu a mesma quantidade e concentracao de reagentes utilizados
na multilocus-PCR, com excec¢éo da concentracao dos oligonucleotideos, onde
cada regidao do DNA foi amplificada separadamente com 0,15uL de cada
oligonucleotideo (50uM)'™®. As amplificacdes foram realizadas nas seguintes
condi¢des: denaturagao inicial de 95°C por 4 minutos, 35 ciclos de denaturagao
a 94°C por 30 segundos, pareamento a 60°C por 1 minuto, extensédo a 72°C
por 2 minutos. Para confirmacgao da amplificagcéo, pipetou-se 5uL do produto da

nested-PCR, homogeneizou-se em 2uL de tamp&o de “loading” 5x*° e foram

"9 Prof. Ass. Chunlei Su. Department of Microbiology. The University of Tennessee. Knoxville,
TN, Estados Unidos
2 Uniscience do Brasil®, S&o0 Paulo, Brasil
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examinados em eletroforese de gel de agarose 1,5% com 0,3uL/mL de
brometo de etidio em tamp&o TBE 1x, inicialmente a 80V por 60 minutos. Apds
a corrida, o produto da amplificacdo foi visualizado em sistema de

t'® sob luz ultravioleta.

fotodocumentacao digital, Sistema Gel-Doc i

Apds a obtencdo dos produtos finais de reagéo, procedeu-se a
RFLP-PCR em um microtubo de 0,5mL, onde 3uL dos mesmos foram
homogeneizados a uma mistura de 2,0uL de tampao NEB 10x especifico,
0,2uL de albumina sérica bovina (BSA) 100x, 0,1uL da(s) enzima(s) de
restricdo apropriada(s) (Quadro 1)%°, e 14,6uL agua ultrapura, totalizando 20uL
e incubando-se as amostras por periodo e em temperatura apropriada para
cada enzima ou enzimas utilizadas, de acordo com o fabricante.

Apds a digestdo, homogeneizou-se 4uL do produto da RFLP-PCR,
em 2uL de tampao de “loading” 5x e foram examinados em eletroforese de gel
de agarose 2,5% (3,0% para o gene Apico) com 0,3uL/mL de brometo de etidio
em tampao TBE 1x, inicialmente a 80V por 60 minutos. Ap6s a corrida, o
produto da amplificacdo foi visualizado em sistema de fotodocumentacao
digital, Sistema Gel-Doc it, sob luz ultravioleta e em computador especifico.
Fotos foram obtidas para posterior analise dos cortes das enzimas.

As provas de genotipagem foram realizadas em duplicata no Brasil e
nos Estados Unidos para confirmacéo dos resultados, analise em programas
especificos e sequeciamento das amostras positivas a genotipagem.

Os perfis de cortes das amostras foram comparados aos das cepas
referéncias e aos padrdes também gentiimente fornecidos pelo Prof. Ass.
Chunlei Su.

4.7.6. Confirmagao do parasito

A nested- e RFLP-PCR no locus 18S rRNA foram realizadas devido
a esta regiao apresentar numero de 200 repeticbes no genoma do parasito e,
portanto, alta sensibilidade analitica, além de diferenciar o produto amplificado
em T. gondii, H. hammondi, N. caninum (Nc-Liv), S. miescheriana, S.
capracanis, S. moulei, S. gigantea, S. hominis, S. tenella e S. neurona, pela
RFLP-PCR. Os protocolos para a PCR, oligonucleotideos externos e internos,
assim como a RFLP-PCR seguem como descritos no item 3.7.5.
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4.7.7. Purificagao e sequenciamento

Os produtos da nested PCR no locus 18S rRNA foram purificados
utilizando-se o kit de purificagdo Montage® PCR Centrifugal Filter Devices,
P36461 (Millipore, EUA) e o DNA quantificado utilizando-se Hoefer fluorometer
DNA Quantitation DQ200 (Hoefer, EUA).

O sequenciamento direto dos produtos purificados da nested PCR
foi realizado nos laboratérios do Departamento de Microbiologia, Universidade
do Tennessee (UTK), Knoxville, TN, EUA, utilizando-se 5uL dos
oligonucleotideos internos utilizados na nested PCR (Tg18s58F and
Tg18s348R) e aproximadamente 50ng/uL de produto de DNA purificado. O
sequenciamento foi realizado em 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems,
EUA). O produto de 18S rRNA sequenciado foi editado no programa BioEdit e
submetido ao BLAST na base de dados do GenBank no website do NCBI.

4.8. Analise filogenética

Os padrées de bandas da eletroforese (dados genotipicos de
polimorfismos de restricdo) obtidas pelos cortes das enzimas na RFLP-PCR
dos isolamentos foram transformados em dados binarios (“0”, auséncia de
banda; “1”, presenca de banda) e tabulados, de acordo com o marcador, em
programa especifico de reconstrugéo filogenética, SplitsTree (HUSON, 1998;
MORRISON, 2005; HUSON e BRYANT, 2006), a fim de se obter a relagcéo
filogenética entre os gendtipos obtidos no estudo e os ja isolados no Brasil,

descritos por Pena et al. (2008) (Apéndice B).
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4.9. Analise dos dados

A associagdo entre os resultados da RIFI-IgG, MAT-AM e MAT-AF
foi verificada pelo teste de McNemar. As amostras positivas em uma ou outra
técnica foram consideradas como positivas para a presenga de anticorpos para
T. gondii.

As associagbes entre a presenca de anticorpos para T. gondii,
independente do teste e as variaveis epidemiologicas, foram verificadas pelos
testes de Qui-quadrado com corregcao de Yates, teste Exato de Fischer ou teste
G com correcao de Yates, de acordo com a distribuicdo dos resultados. Da
mesma forma, as frequéncias das variaveis relacionadas ao bioensaio em
camundongos ou a PCR nas amostras dos ovinos, foram comparadas com os
titulos de anticorpos a MAT-AF pelo teste G com corregao de Yates.

As correlagdes entre os titulos de anticorpos nos testes soroldgicos,
e as correlagdes entre os titulos de anticorpos e as variaveis relacionadas a
deteccao de T. gondii nas amostras, foram verificadas pelo teste de Spearman.

O tratamento estatistico realcionado a performance dos resultados
obtidos pelo bioensaio e pela PCR foram calculados tendo a deteccdo de
anticorpos como padrao-ouro, utilizando-se a planilha descrita por Mackinnon
(2000). Para as outras analises estatisticas foram utilizados os programas Epi
Info 3.5.1 e BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007).
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V. RESULTADOS

5.1. Sorologias

Das 602 amostras de soro colhidas, 66 (11,0%; 1C95% 8,6-13,8)
foram positivas para a pesquisa de anticorpos para T. gondii em pelo menos
uma das provas soroldgicas utilizadas. No abatedouro A, somente 4/92 (4,4%)
amostras foram positivas, comparadas a 62/510 (12,2%) amostras colhidas no
abatedouro B (Tabela 1).

Dos animais soropositivos, independente da prova utilizada, tentou-
se o isolamento do agente. A maioria dos animais apresentou titulos
soroldgicos para MAT-AF, onde somente uma amostra foi positiva na RIFI-IgG.
Das demais amostras, 27 nédo apresentaram titulos na MAT-AM e cinco na
RIFI-IgG. A ocorréncia de anticorpos foi baseada nos resultados da MAT-AF, e
da RIFI-lgG, em um caso. Todos os titulos das demais provas sorologicas
foram iguais ou inferiores a MAT-AF.

Observou-se que a MAT-AF foi mais sensivel quando comparada a
RIFI-IgG. Os titulos obtidos na MAT-AF foram superiores as demais provas,
oscilando de 16 a 1024, em contrapartida a uma variagdo de 64 a 256 para a
RIFI-IgG, e de 16 a 4096 e 16 a 1024 para MAT-AF e RIFI-IgG,

respectivamente, no abatedouro B (Tabelas 1 a 4).

Tabela 1. Frequéncia de resultados dos exames sorolégicos dos ovinos
provenientes dos abatedouros A e B, pela RIFI-IgG, MAT-AF e MAT-AM.
Botucatu, 2009.

Abatedouro A (n;=92) Abatedouro B (ng=510)

Positivo (%) Negativo (%) Positivo (%)

Negativo (%)

Total (n=602)

positivos/n; (%)

MAT-AM 1(0,4) 91 (98,9) 33 ( 6,9) 477 (93,5) 34/602 ( 5,6)

MAT-AF 4 (4,4) 88 (95,6) 61 (12,0) 449 (88,0) 65/602 (10,8)

RIFI-IgG 3(3,3) 89 (96,7) 58 (11,4) 452 (88,6) 61/602 (10,1)

Frequéncia 4 (4,4) 88 (95,6) 62 (12,2) 448 (87,8) 66/602 (11,0)
Legenda: n = numero de amostras; n; = numero total de amostras
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Tabela 2. Frequéncia de resultados dos exames sorolégicos dos ovinos
provenientes dos abatedouros A e B, pela RIFI-IgG, MAT-AF e MAT-AM,

segundo os titulos de anticorpos. Botucatu, 2009.

Provas sorolégicas (n=602)

Titulos MAT-AM (%; 1C95%) MAT-AF (%; IC95%)  RIFI-IgG (%; 1C95%)
Negativo 568 (94,4; 92,2-95,9) 537 (89,2; 86,5-91,4) 541 (89,9; 87,2-92,0)
16 25 (4,2; 2,8-6,1) 4(0,7;0,3-1,7) 13 (2,2; 1,3-3,7)

64 9 (1,5; 0,8-2,8) 4(0,7;0,3-1,7) 32 (5,3; 3,8-7,4)

256 - 22 (3,6; 2,4-5,5) 13 (2,2; 1,3-3,7)
1024 - 30 (5,0; 3,5-7,0) 2(0,3; 0,1-1,2)
4096 - 5(0,8; 0,4-1,9) 1(0,2; 0,0-0,9)
Total 602 (100,0; -) 602 (100,0; -) 602 (100,0; -)

Legenda: n = numero de amostras; IC95% = intervalo de confianga 95%

No abatedouro A (Tabela 3), duas amostras apresentaram titulos

256 e 1024 na MAT-AF, enquanto somente uma amostra com titulo 256 foi

observada na RIFI-IgG, e duas amostras reagiram com titulo 64. Ao se analisar

os resultados do abatedouro B (Tabela 4), esta diferenca de sensibilidade entre

as provas pode ser melhor observada, pois somente uma amostra reagiu para

o titulo 16, na MAT-AF, e cinco, dez e duas amostras para os titulos 256, 1024

e 4096, respectivamente, enquanto que na RIFI-IgG, cinco e dez amostras

reagiram para os titulos 16 e 64, e somente duas e uma para 256 e 1024,

respectivamente.
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Tabela 3. Frequéncia de resultados dos exames sorolégicos dos ovinos
provenientes do abatedouro A, pela RIFI-IgG, MAT-AF e MAT-AM, segundo os

titulos de anticorpos. Botucatu, 2009.

Provas sorolégicas (n=92)

Titulos MAT-AM (%; IC95%)  MAT-AF (%; IC95%)  RIFI-IgG (%; IC95%)
16 - 1(25,0; 5,3-71,6) -
64 1(100,0; -) 1(25,0; 5,3-71,6) 2 (66,7; 19,4-93,2)
256 - 1(25,0; 5,3-71,6) 1(33,3; 6,8-80,6)
1024 - 1(25,0; 5,3-71,6) -
Total 1(100,0; -) 4 (100,0; -) 3 (100,0; -)

Legenda: n = numero de amostras; IC95% = intervalo de confianga 95%

Tabela 4. Frequéncia de resultados dos exames sorolégicos dos ovinos
provenientes do abatedouro B, pela RIFI-IgG, MAT-AF e MAT-AM, segundo

titulos de anticorpos. Botucatu, 2009.

Provas sorolégicas (n=510)

Titulos MAT-AM (%; IC95%) MAT-AF (%; IC95%) RIFI-IgG (%; 1C95%)
16 25 (75,8) 3 (4,9) 13 (22,4)
64 8 (24,2) 3 (4,9) 30 (51,7)
256 - 21 (34,4) 12 (20,7)
1024 - 29 (47,5) 2 (3,4)
4096 - 5 (8,2) 1(1,7)
Total 33 (100,0%) 61 (100,) 58 (100,0)

Legenda: n = nimero de amostras; IC95% = intervalo de confianga 95%

Nas tabelas abaixo podem ser observadas a distribuicdo dos
animais, frequéncias e respectivas porcentagens de ovinos soropositivos ao
abate de acordo com sexo, idade, municipio de procedéncia, estado de
procedéncia, sistema de criacdo (Tabela 5) e raca (Tabela 6). 59/66 (89,39%)
animais infectados eram fémeas, 49/66 (74,24%) tinham até 2 anos, 52/66
(78,78%) eram oriundos do estado do Rio Grande do Sul, sendo 40/52
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(76,92%) de Santana do Livramento, onde o sistema de criagdo €
predominantemente extensivo, que neste estudo apresentou 95,45% (63/66
animais) de prevaléncia, com as ragas merinas [ldeal (Polwarth) — 32/66,
48,48% — e Corriedale — 10/66, 15,15%] sendo as mais acometidas.

A MAT-AF apresentou alta sensibilidade (98,4%) e especificidade
(99,1%) e uma concordancia quase perfeita (kx = 0,9468) (Tabela 7) e
correlagao forte (r = 0,7942) (Tabelas 8 e 9; Figura 6), com os resultados da
RIFI-IgG, considerada padrdo-ouro, onde ambas detectaram 60 amostras
positivas. Na Tabela 9 € apresentada a associagao entre os titulos sorolégicos
obtidos na MAT-AF e na RIFI-IgG, apresentando diferenca significativa entre os
titulos (P < 0,0001), verificando-se maior sensibilidade na RIFI-IgG. Tanto a
MAT-AF como a RIFI-IgG apresentaram correlagéo regular (Tabela 10) quando
comparados a MAT-AM, teste soroldgico que detectou somente baixos titulos

soroldgicos (até 64) e em poucas amostras (Tabelas 10 e 11; Figuras 7 e 8).

R.C. Silva— 2009



58

Tabela 5. Frequéncia de ovinos soropositivos para T. gondii pela MAT-AF

e/ou RIFI-IgG, de acordo com o sexo, idade, procedéncia e sistema de criagao.
Botucatu, 20009.

Variaveis N MAT-AF® Variavel (%); IC95%° OR (IC95%)° P°
Sexo Macho 247 7 2,8;1,4-5,7
6,8 (3,1-15,2) <0,0001"
Fémea 355 59 16,6; 13,1-20,8
Idade animal (anos)  0-1 112 7 6,3; 3,1-12,3
1-2 412 42 10,2; 7,6-13,5 - 0,0258°
>2 78 17 21,8; 14,1-32,2
Procedéncia SP 172 14 8,1;4,9-13,2
(Estado) 1,6 (0,8-2,9) 0,1021"
RS 430 52 12,1; 9,3-15,5
Procedéncia Avaré (SP) 17 3 17,6; 6,4-41,4
(Municipio)
Uruguaiana (RS) 75 12 16,0; 9,4-25,9
Duartina (SP) 27 1 3,6; 0,8-18,3
Holambra (SP) 1 0 0,0; 0,0-0,0
Itapira (SP) 3 0 0,0; 0,6-60,2
- 0,1157°
Manduri (SP) 27 2 7.4;2,3-23,5
Ourinhos (SP) 15 2 13,3; 4,0-38,3
Pirajui (SP) 30 6 20,0; 9,6-37,5
Santana do .
Liviamento (RS) 354 40 11,3; 8,4-15,0
Sao Manuel (SP) 53 0 0,0; 0,0-6,6
Sistema de criagdo Intensivo 45 2 4,4;1,3-14,8
Semi-intensivo 62 1 1,6; 0,4-8,5 - 0,0061°
Extensivo 495 63 12,7; 10,0-15,9

Legenda: ® Titulo = 16; P Frequéncia de positivos baseada na variavel estudada, com intervalo
de confianga de 95%; ° OR: Odds ratio ;d P: valor de P para a = 5; ° Teste de Qui-Quadrado; f
Teste Exato de Fisher; ° Teste-G
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Tabela 6. Frequéncia de ovinos soropositivos para T. gondii pela MAT-AF

e/ou RIFI-IgG, de acordo com a raga. Botucatu, 2009.

Variavel N MAT-AF? Variavel (%); IC95%" OR (IC95%)° P°
Ragas Mestico 156 11 7,1;4,0-12,2

Corriedale 104 10 9,6; 5,4-16,8

Santa Inés 38 6 15,8; 7,5-30,5

Bergamacia 3 0 0,0; 0,0-0,0 - 0,0061°

Polwarth ou Ideal 178 32 18,0; 13,0-24,3

llle de France 106 4 3,8; 1,5-9,3

Hampshire Down 17 3 17,6; 6,4-41,4

Legenda: ? Titulo = 16; ° Frequéncia de positivos baseada na variavel estudada, com intervalo
de confianca de 95%; ° OR: Odds ratio ;° P: valor de P para o = 5; ® Teste-G

Tabela 7. Associacado entre MAT-AF e RIFI-IgG na pesquisa de anticorpos

para T. gondii nos ovinos examinados. Botucatu, 2009.

MAT-AF
RIFI-lgG
Negativo Positivo Total
Negativo 536 05 541
Positivo 01 60 61
Total 537 65 602

Estatistica: Teste de McNemar; X2 =1,50; valor de P = 0,2207; x = 0,9468 (0,9045-0,9891)
S=98,4; E=99,1%; VPP=92,3%; VPN=99,8%

Tabela 8. Correlagbes entre os titulos de anticorpos nos testes de MAT-AF,
MAT-AM e RIFI. Botucatu, 2009.

Pares de variaveis Coeficiente r Valor de P Interpretacao
MAT-AM x MAT-AF 0,3714 0,0004 Correlacéao regular
MAT-AM x RIFI-IgG 0,3686 0,0005 Correlacao regular
MAT-AF x RIFI-IgG 0,7942 < 0,0001 Correlacao forte

Estatisticas: valores de P menores que 0,05 indicam correlagéo significativa entre os pares de
variaveis, pelo teste de Spearman.
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Tabela 9. Comparagéao entre os titulos de MAT-AF e RIFI-IgG. Botucatu, 2009.

MAT-AF
RIFIHgG

Negativo (%) 16 (%) 64 (%) 256 (%) 1024 (%) 4096 (%)  Total (%)
Negativo 376(98,9) 2(05) 2(05  0(00)  0(00)  0(00) 380(86.2)
16 1(71) 1(71) 0(0,0) 7(5000 5(37,5)  0(0,0) 14 (2,9)
64 0(0,0) 0(0,0) 2(63) 12(375) 17(531)  1(3.1) 32 (7,3)
256 0(00) 0(0,0)0 0(00) 3(231) 8(61,5) 2(154) 13 (2,9)
1024 0(00) 0(0,0) 0(0)  0(00)  0(00) 2(100,0) 2(0,5)
Total 377 (855) 3(0,7) 4(0,9) 22(50) 30(68)  5(1,1) 441(100,0)

Estatistica: Teste-G = 112,88; valor de P < 0,0001.
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Figura 6. Correlagdo entre os titulos da MAT-AF e RIFI-IgG. Botucatu, 2009.
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Tabela 10. Comparacao entre os titulos de MAT-AM e MAT-AF. Botucatu,
2009.

MAT-AM
MAT-AF
Negativo (%) 16 (%) 64 (%) Total (%)
Negativo 93 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 93 (69,4)
16 1 (50,0) 1 (50,0) 0 (0,0) 2 (1,5)
64 0 (0,0) 2 (100,0) 0 (0,0) 2 (1,5)
256 0 (0,0) 8 (61,5) 5 (38,5) 13 (9,7)
1024 5 (26,3) 10 (52,6) 4 (21,1) 19 (14,2)
4096 1 (20,0) 4 (80,0) 0 (0,0) 5 (3,7)
Total 100 (74,6) 25 (18,7) 9 (6,7) 134 (100,0)
Estatistica: Teste-G = 95,95; valor de P < 0,0001.
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Figura 7. Correlacéo entre os titulos da MAT-AF e MAT-AM. Botucatu, 2009.
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Tabela11. Comparacao entre os titulos de MAT-AM e RIFI-IgG. Botucatu,
2009.

MAT-AM
RIFI-IgG
Negativo (%) 16 (%) 64 (%) Total (%)
Negativo 90 (98,9) 1(1,1) 0 (0,0) 91 (70,0)
16 1(11,1) 8 (88,8) 0 (0,0) 9 (6,2)
64 4 (18,2) 11 (50,0) 7 (31,8) 22 (16,9)
256 1(16,7) 3 (50,0) 2 (33,3) 6 (4,6)
1024 0 (0,0) 2 (100,0) 0 (0,0) 2 (1,5)
Total 96 (73,8) 25 (19,2) 9(6,9) 130 (100,0)
Estatistica: Teste-G = 85,06; valor de P < 0,0001.
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Figura 8. Correlagao entre os titulos da MAT-AM e RIFI-IgG. Botucatu, 2009.
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5.2. Bioensaio em camundongos

Todos os isolamentos foram obtidos de animais apresentando
anticorpos caracteristicos de estagio cronico, e com predilecdo pelo tecido
cerebral (Tabela 12), em detrimento do pulmao (Tabela 13) e musculo (Tabela
14).

Tabela 12. Frequéncia de resultados de bioensaio de cérebro de ovinos

soropositivos, de acordo com o estagio da infec¢do. Botucatu, 2009.

Bioensaio (cérebro)

Estagio sorolégico

Negativo Positivo Total
Agudo 00 00 00
Crbnico 44 17 61
Indeterminado 05 00 05
Total 49 17 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,2134)

Tabela 13. Frequéncia de resultados de bioensaio de pulmdo de ovinos

soropositivos, de acordo com o estagio da infec¢do. Botucatu, 2009.

Bioensaio (pulmao)

Estagio sorolégico

Negativo Positivo Total
Agudo 00 00 00
Crbnico 57 04 61
Indeterminado 05 00 05
Total 62 04 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,7241)
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Tabela 14. Frequéncia de resultados de bioensaio de musculo de ovinos

soropositivos, de acordo com o estagio da infec¢do. Botucatu, 2009.

Bioensaio (musculo)

Estagio sorolégico

Negativo Positivo Total
Agudo 00 00 00
Cronico 54 07 61
Indeterminado 05 00 05
Total 59 07 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,5602)

Nas Tabelas 15 e 17 pode-se observar que com os 66 bioensaios
realizados obteve-se o isolamento em 20/66 (30,3%), referente aos animais
B052, BO76, B081, B082, B105, B180, B183, B185, B193, B198, B251, B252,
B271, B298, B303, B377, B439, B465, B496 e B510, com uma especificidade
de 100% e concordancia com a sorologia de 0,17. A especificidade analitica
dos testes utilizados pode ser conferida na Tabela 16, onde 20 animais
soronegativos foram negativos ao bioensaio e a PCR, conferindo a
confiabilidade dos testes.

Do total de 66 bioensaios realizados, 61 (92,4%) se caracterizaram
por estagio cronico e cinco (7,6%) estagio indeterminado, pois seria necessaria
a realizacdo de sorologia pareada para se ter conhecimento real do status

imunoldgico.
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Tabela 17. Frequéncia de resultados do bioensaio e sorologia, independente
do tecido analisado e método soroldgico utilizado. Botucatu, 2009.

Sorologia
Resultado do Bioensaio
Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (30,3) 46 (69,7) 66 (76,7)
Positivo 0 (0,0) 20 (30,3) 20 (23,3)
Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0)

Estatistica: x2 (McNemar) = 44,02 (valor de P < 0,0001); x = 0,17 £ 0,05 (0,08-0,26)
S$=30,30%; E=100%; VPP=100; VPN=30,30%

Diferenga significativa pode ser observada entre a MAT-AF e o
bioensaio, independente do tecido analisado (Tabela 18). Quanto maiores os
titulos maior chance de isolamento, como observado na Figura 9. Com excec¢ao
de uma amostra isolada com titulo 16, 19 amostras foram isoladas de animais
com titulos mais elevados.

Cistos teciduais foram verificados em 12/20 (60%; 1C95% 38,4-
78,2%) isolamentos de amostras cerebral, pulmonar e/ou muscular, 8/12
(66,7%; 1C95% 38,6-86,1%) foram virulentos para alguns ou todos
camundongos. Enquanto isso, 4/20 (20%; 1C95% 8,2-41,9%) observou-se
estruturas semelhantes a taquizoitos no liquido peritoneal de animais que
morreram, e em 4/20 (20%; 1C95% 8,2-41,9%) nao se identificou taquizoitos
e/ou cistos, resultando somente soroconversdo apos o periodo de 60 dias de

avaliagéo (Tabelas 19 e 20; Figuras 10).
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Tabela 18.
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Frequéncia relativa de isolamentos, independente do tecido

analisado, segundo o titulo de anticorpos obtidos pela MAT-AF. Botucatu,

2009

MAT-AF (titulos)

Bioensaio

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 20 (23,5)
16 3 (75,0) 1(25,0) 4 (4,7)
64 4 (100,0) 0 (0,0) 4(4,7)
256 18 (81,8) 4(18,2) 22 (25,9)
1024 17 (56,7) 13 (43,3) 30 (35,3)
4096 3 (60,0) 2 (40,0) 5 (5,9)
Total 65 (76,5) 20 (23,5) 85 (100,0)
Estatistica: Teste-G = 17,44; valor de P = 0,0037
100%
90%
80%
é 70%
:
g 60%
E 50%
5 m Positivo
E 40% u Negativo
g',' 30%
20%
10%
0% : : : : : |
Negativo 16 64 256 1024 4096

Titulo ao MAT-AF

Figura 9. Frequéncia relativa de isolamentos segundo o titulo de anticorpos
obtido na MAT-AF. Botucatu, 2009.
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Tabela 19. Frequéncia de isolamentos de acordo com os

72

resultados

sorolégicos, independente do método soroldgico utilizado. Botucatu, 2009.

Sorologia

Resultado do isolamento

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (30,3) 46 (69,7) 66 (76,7)
Cisto 0 (0,0) 12 (100,0) 12 (14,0)
Taquizoitos 0 (0,0) 4 (100,0) 4 (4,7)
Sorologia 0 (0,0) 4 (100,0) 4(4,7)
Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0)

Estatistica: Teste-G = 10,71; valor de P = 0,0134.

Na Figura 10 observa-se a frequéncia realtiva de isolamento, de

acordo com o resultado do bioensaio e o titulo obtido na MAT-AF.

Em todos os bioensaios com isolamento e identificacdo de cistos

teciduais, de um a quatro camundongos apresentaram o parasito, com a

localizagdo no cérebro ou musculo, e raramente no pulmao. Os materiais que

resultaram isolamento com formacéao de cistos foram provenientes dos animais
B052, B076, B082, B183, B185, B252, B271, B298, B377, B465, B496 e B510.
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Tabela 20.
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Frequéncia relativa de isolamentos, independente do tecido

analisado, segundo o “tipo” de isolamento e titulos obtidos pela MAT-AF.

Botucatu,

2009.

MAT-AF (titulos)

Tipo de isolamento

30%

20%

10%

0%

Negativo (%) Cistos (%) Taquizoito (%) Sorologia (%) Total (%)
Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 20 (23,5)
16 3 (75,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(25,0) 4 (4,7)
64 4 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (4,7)
256 18 (81,8) 2 (9,1) 0 (0,0) 2(9,1) 22 (25,9)
1024 17 (56,7) 9 (30,0) 3(10,0) 1(3,3) 30(35,3)
4096 3 (60,0) 1(20,0) 1(20,0) 0 (0,0) 5 (5,9)
Total 65 (76,5) 12 (14,1) 4(4,7) 4(4,7) 85(100,0)
Estatistica: Teste-G = 19,79; valor de P = 0,1802
100%
90%
» 80%
L
S 70%
£
&8
E 60%
B
S 50% ® Sorologia
.E " Taquizoitos
% 40% u Cistos
2 = Negativo
o
| | 64 | 256

Negative 16

Tituloao MAT-AF

1024

4096

Figura 10. Frequéncia relativa de isolamentos, de acordo com o resultado do

bioensaio, segundo o titulo de anticorpos obtido na MAT-AF. Botucatu, 2009.
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No bioensaio referente ao ovino B052, somente trés de quatro
(75,0%) dos camundongos inoculados com material cerebral morreram no 19°,
20° e 26° dia pés-inoculagao (p.i.), e o outro sobreviveu durante o periodo de
observacédo de 60 dias, revelando soroconversao. Procedendo-se a pesquisa
citologica de cistos teciduais no material cerebral, de coragdo e de pulmao
deste camundongo, observou-se de trés (pulmao, e coragao — Figura 11) a sete
(cérebro — Figura 12) cistos em 25uL, de um volume de 0,5mL de cada

suspensao, com valor aproximado de 60 a 140 cistos/0,5mL.

Figura 11. Cisto tecidual de T. gondii identificado no coragdo de camundongo

sorologicamente positivo para MAT-AF, inoculado com material cerebral do
ovino B052. Microscépio 6ptico JENAMED (400x). Botucatu, 2009.

Com o material do ovino B0O76, todos os animais sobreviveram aos
60 dias, e somente dois camundongos, inoculados com material cerebral,
soroconverteram, e foram positivos na pesquisa de cistos teciduais, com média
de 240 cistos/0,5mL.
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Referente ao material do ovino B082, dois camundongos, inoculados
com material cerebral morreram aos 21 e 29 dias p.i., apresentando estruturas
semelhantes a taquizoitos no liquido peritoneal. Além destes, ap6s 60 dias p.i.
um camundongo soroconverteu, e outro n&o. Outros trés camundongos
inoculados com material pulmonar também soroconverteram, com identificagéo
de cistos cerebrais (200 cistos/0,5mL). Todos os demais, incluindo o bioensaio

do musculo, foram negativos sorologicamente.

Figura 12. Cisto tecidual de T. gondii identificado no material cerebral de

camundongo sorologicamente positivo para MAT-AF, inoculado com material
cerebral do ovino B052. Microscépio 6ptico JENAMED (1000x). Botucatu, 2009.

Dos materiais dos animais B185, B252 e B271, os camundongos
inoculados com suspensao cerebral vieram a o6bito (24, 13 e 12 dias p.i.,
respectivamente), com producdo de cistos no cérebro. Além disso, foram
observados também nos outros camundongos, como no caso do B185 (um
camundongo inoculado com material cerebral — 14 dias p.i. — Figura 13), B252

(trés camundongos inoculados com material cerebral — 12 dias p.i.) e B271 (um
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camundongo inoculado com material cerebral — 11 dias p.i.). Nos demais
bioensaios com isolamento do agente, os camundongos sobreviveram aos 60
dias de bioensaio, e apresentaram soroconversao. Revelaram ainda cistos em
material cerebral e, em alguns casos, taquizoitos no liquido peritoneal.

Com relagdo ao material do B185, encontrou-se uma média de 770
cistos/0,5mL em material cerebral; 200cistos/0,5mL do B252, também no
cérebro, e 200 cistos/0,5mL do B271, em cérebro, pulmao e musculo. Os cistos
isolados no B185 foram obtidos a partir de camundongo que morreu 24 dias p.i.
e 60 dias p.i. (Figura 14). No caso do B252, de animal que morreu 13 dias p.i.,
e quanto ao B271, obtido do cérebro 12 dias p.i., de pulm&o 24 dias p.i., €
musculo 16 e 60 dias p.i. No ultimo caso, verificou-se um numero muito maior
de cistos nos animais que sobreviveram até o final do periodo de observacéo
(500 cistos/0,5mL) comparado aos que morreram no inicio do bioensaio (40 a
60 cistos/0,5mL). No bioensaio do material do ovino B252, o camundongo
positivo 13 dias p.i., com cistos cerebrais, apresentou também estruturas

semelhantes a taquizoitos.
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Figura 13. Taquizoito de T. gondii identificado no material cerebral de

camundongo sorologicamente positivo para MAT-AF, inoculado com material
cerebral do ovino B185. Microscépio 6ptico JENAMED (1000x). Botucatu, 2009.
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Figura 14. Cisto tecidual de T. gondii identificado no material cerebral de

camundongo sorologicamente positivo para MAT-AF, inoculado com material
cerebral do ovino B185. Microscopio éptico JENAMED (400x). Botucatu, 2009.

Nos demais bioensaios com detec¢do de cistos teciduais (B183,
B298, B377, B465, B496, B510), todos os isolamentos foram obtidos ao final do
periodo de observacao, sendo caracterizadas como amostras avirulentas para
camundongos. Nos bioensaios B183, B496 e B510 (Figura 15), todos os
camundongos inoculados somente com material cerebral foram soropositivos,
detectando-se em média 1120 cistos/0,5mL, 1280 cistos/0,5mL e 720
cistos/0,5mL, respectivamente. Enquanto isso, no B465, somente trés
camundongos inoculados com material cerebral soroconverteram,
apresentando uma média de 360 cistos/0,5mL. Os animais do bioensaio para
todos os demais tecidos ndo soroconverteram. No B298 todos os
camundongos inoculados com material cerebral e somente dois camundongos
inoculados com material muscular soroconverteram, apresentando uma média

de 480 cistos/0,5mL para cada tecido inoculado. No B377, ao final do periodo
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de observacdo somente um animal inoculado com material cerebral

soroconverteu, apresentando 820cistos/0,5mL no cérebro (Figura 16).

Figura 15. Cisto tecidual de T. gondii identificado no material cerebral de

camundongo sorologicamente positivo para MAT-AF, inoculado com material
cerebral do ovino B510. Microscopio éptico JENAMED (400x). Botucatu, 2009.
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Figura 16. Cisto tecidual de T. gondii identificado no material cerebral de

camundongo sorologicamente positivo para MAT-AF, inoculado com material
cerebral do ovino B377. Microscopio éptico JENAMED (1000x). Botucatu, 2009.

Referente aos bioensaios B081, B105, B180 e B251, detectou-se
somente estruturas semelhantes a taquizoitos no liquido peritoneal de todos os
camundongos que morreram durante o experimento, porém nenhum animal
soroconverteu, e tampouco apresentou cistos cerebrais.

No bioensaio do ovino B081, os quatro camundongos inoculados
com material cerebral morreram 13, 22, 25 e 30 dias p.i., enquanto somente um
inoculado com pulmdo, morreu 23 dias p.i. Observaram-se estruturas
semelhantes a taquizoitos no lavado peritoneal de dois camundongos
inoculados com cérebro, e com pulmao. Em um dos animais inoculados com
suspensao cerebral nao foi possivel obter o lavado peritoneal pela intensa
reacgdo inflamatoria no tecido subcutaneo. No bioensaio dos ovinos B105, B180
e B251, também se detectou somente estruturas semelhantes a taquizoitos no
liquido peritoneal em um camundongo morto, inoculado com material muscular

(11 dias p.i. — B105; 14 dias p.i. — B251), e em outro inoculado com material

R.C. Silva— 2009



81

cerebral (21 dias p.i. — B180). Ainda neste ultimo bioensaio, um camundongo
inoculado com material muscular morreu 37 dias p.i., porém devido a intensa
reacao inflamatéria no tecido subcuténeo, ndo foi possivel a obtencdo de
liquido peritoneal. Ainda referente ao B251, um camundongo inoculado com
material cerebral e trés inoculados com material muscular morreram entre 14 a
19 dias p.i., sendo negativos para a pesquisa de taquizoitos e/ou cistos
cerebrais.

Por outro lado, em alguns bioensaios nao foram detectados
taquizoitos ou cistos teciduais, porém os animais ao final do experimento
soroconverteram, como no caso dos bioensaios dos animais B193 (inoculados
com material cerebral), B198 (inoculados com material cerebral e um com
material muscular), B303 (inoculados com material muscular) e B439 (um
camundongo inoculado com material muscular). Desta forma, foram
considerados positivos devido a soroconverséo.

Todos os demais camundongos inoculados, referente aos ovinos
com isolamento positivo, foram negativos sorologicamente ao final do periodo
de observagdo. Verifica-se assim, que o parasito pode estar presente em
determinados tecidos ou 6rgaos, com carga parasitaria insuficiente para induzir
a doenga, ou sensibilizar o sistema imunoldgico.

Nos bioensaios B433, B439, B443, B451, B453 e B455 nao foi
realizada a inoculagdo de material pulmonar em virtude do numero limitado de
camundongos fornecido pelo Biotério Central, e, portanto, foi dada preferéncia
para a inoculacdo de material cerebral e muscular. Mesmo assim, o material
pulmonar foi processado assim como os demais tecidos, e aliquotado para a
PCR.

Ja no bioensaio B471, todos os camundongos inoculados com
material cerebral morreram 2 dias p.i. Procedeu-se nova inoculagdo, mas o
resultado foi o mesmo, fato que ocorreu provavelmente por contaminagéo da
amostra. Separou-se aliquota para a PCR para confirmagédo da infecgéo
toxoplasmica. Com os demais tecidos 0 mesmo n&o ocorreu.

Pode-se observar nas Tabelas 21 a 23 que houve diferenca
significativa (P < 0,05) entre os bioensaios realizados dos diferentes tecidos
ovinos, com maior positividade para o tecido cerebral, e igual positividade com

pulm&o e musculo quando analisados em conjunto.
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Tabela 21. Associacao entre os resultados do bioensaio de material cerebral e
do pulmao. Botucatu, 2009.

Cérebro
Pulmao
Negativo Positivo Total
Negativo 49 13 62
Positivo 00 04 04
Total 49 17 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,0033)

Tabela 22. Associacao entre os resultados do bioensaio de material cerebral e

do musculo. Botucatu, 2009.

Cérebro
Musculo
Negativo Positivo Total
Negativo 46 13 59
Positivo 03 04 07
Total 49 17 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,0664); OR =4,7179 (0,9350-23,8075)

Tabela 23. Associagao entre os resultados do bioensaio de material muscular

e do pulmao. Botucatu, 2009.

Mdusculo
Pulmao
Negativo Positivo Total
Negativo 56 06 62
Positivo 03 01 04
Total 59 07 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,3685); OR = 3,1111 (0,2781-34,8038)

5.3. Biologia molecular
5.3.1. Limiar de detecgao
A PCR para a detecgédo da sequéncia repetida de 529pb detectou

10° taquizoito/mL em agua (Figura 17), 10" taquizoitos/mL em suspensdes de
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tecido cerebral e muscular, e 10? taquizoitos/mL em suspensdo de tecido
pulmonar (Figura 18).

10 11 PM

Figura 17. Deteccao de DNA de Toxoplasma gondii pela PCR, em agua

contaminada experimentalmente. Botucatu, 2009.

Legenda: 1) 10° taquizoitos da cepa RH / mL de agua; 2) 10° taquizoitos da cepa RH / mL de
agua; 3) 10* taquizoitos da cepa RH / mL de agua; 4) 10° taquizoitos da cepa RH /
mL de agua; 5) 10? taquizoitos da cepa RH / mL de agua; 6) 10" taquizoitos da cepa
RH / mL de agua; 7) 10° taquizoitos da cepa RH / mL de agua; 8) agua ultrapura
(controle negativo da extragdo); 9) controle positivo; 10) agua ultrapura (controle
negativo da extragc&o); 11) agua ultrapura (controle negativo da PCR); PM) padréo de
peso molecular 100 pares de bases (pb), Invitrogen®.
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10 11 PM

Figura 18. Deteccao de DNA de Toxoplasma gondii pela PCR, em amostras

teciduais de ovinos, contaminadas experimentalmente. Botucatu, 2009.

Legenda: 1) 10° taquizoitos da cepa RH / mL de cérebro; 2) 10’ taquizoitos da cepa RH / mL de
cérebro; 3) 10° taquizoitos da cepa RH / mL de cérebro; 4) 10? taquizoitos da cepa
RH / mL de pulméao; 5) 10" taquizoitos da cepa RH / mL de pulméao; 6) 10° taquizoitos
da cepa RH / mL de pulmé&o; 7) 10? taquizoitos da cepa RH / mL de musculo; 8) 10"
taquizoitos da cepa RH / mL de musculo; 9) 10° taquizoitos da cepa RH / mL de
musculo; 10) agua ultrapura (controle negativo da extragdo); 11) agua ultrapura
(controle negativo da PCR); PM) padrédo de peso molecular 100 pares de bases (pb),
Invitrogen®.

5.3.2. PCR das amostras ovinas

A PCR detectou o DNA de T. gondii em 21/66 (31,8%) ovinos
soropositivos (Tabela 24), com uma sensibilidade de 31,8%, especificidade de
100%, e concordancia de 0,18 com a MAT-AF, apresentando uma associa¢ao
significativa quando analisados os resultados da PCR com os titulos de
anticorpos da MAT-AF, onde quanto maior a titulagcdo, maiores as chances de
se obter um resultado positivo na PCR (Tabela 25; Figura 19). Em um ovino,
detectou-se DNA a partir do cérebro de camundongos do bioensaio com
cérebro do ovino B465, com 360 cistos/0,5mL, constituindo-se, portanto, 22/66
(33,3%) amostras positivas de ovinos para a pesquisa de DNA de T. gondii

para a caracterizag&do genotipica.
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Tabela 24. Frequéncia de animais positivos a sorologia em relagao a PCR dos

ovinos, independente do teste e tecido analisado. Botucatu, 2009.

Sorologia
PCR (ovino)
Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (30,8) 45 (69,2) 65 (75,6)
Positivo 0 (0,0) 21 (100,0) 21 (24,4)
Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0)

Estatistica: x2 (McNemar) = 43,02 (valor de P < 0,0001); x = 0,18 £+ 0,04 (0,08-0,27)
S=31,8%; E=100%; VPP=100%; VPN=30,8%

Houve predilecéo pelo tecido cerebral (Tabela 26), em relacdo ao
pulméo (Tabela 27) e musculo (Tabela 28). Destes, 14 apresentaram também
isolamento do parasito. 28 amostras teciduais foram positivas a PCR, sendo 17
cérebros, dois pulmdes e nove musculos (Tabela 15). Dos resultados positivos
a PCR e ao isolamento, em 11 foram identificados cistos e em trés
observaram-se estruturas semelhantes a taquizoitos. Concomitantemente,
realizou-se também a PCR de animais controle sorologicamente negativos,
para a confirmacdo da especificidade da técnica, ndo se detectando DNA do
parasito a partir de amostras teciduais de ovinos sorologicamente negativos,
também negativos ao isolamento (Tabela 16).

Animais com titulos iguais ou superiores a 256 na MAT do bioensaio
apresentaram cistos, principalmente no cérebro, permitindo um direcionamento
quanto ao 6rgao de eleicdo na localizagdo do parasito na epidemiologia da

infeccéao.

R.C. Silva— 2009



Tabela 25. Frequéncia relativa de resultados da PCR dos
independente do tecido analisado, segundo o titulo de anticorpos pela MAT-AF.

86

ovinos,

Botucatu, 2009.
PCR (ovino)

MAT-AF (titulos)

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 20 (23,5)
16 3 (75,0) 1 (25,0) 4(4,7)
64 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7)
256 17 (77,3) 5(22,7) 22 (25,9)
1024 18 (60,0) 12 (40,0) 30 (35,3)
4096 2 (40,0) 3 (60,0) 5(5,9)
Total 64 (75,3) 21 (24,7) 85 (100,0)
Estatistica: Teste-G = 17,74; valor de P = 0,0033
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Figura 19. Frequéncia relativa de resultados da PCR dos ovinos, segundo o

titulo de anticorpos obtido na MAT-AF. Botucatu, 2009.
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Analisando-se cada tecido separadamente, a PCR direta do cérebro
ovino apresentou maior sensibilidade 25,8%, comparada a do musculo (13,6%)
e pulméo (7,6%) (Tabelas 26 a 28). Porém, ao se analisar os titulos de
anticorpos, somente a PCR de cérebro apresentou associacao significativa (P
< 0,05) com a sorologia, onde quanto maiores os titulos, maiores as chances
de detecgdo de resultado positivo a PCR (Tabela 29; Figura 20). O mesmo
resultado foi observado para musculo (Tabela 30; Figura 21) e pulmao (Tabela

31; Figura 22), porém sem associacao significativa.

Tabela 26. Frequéncia de animais positivos a sorologia, independente do teste

sorolégico utilizado, em relagédo a PCR de cérebro dos ovinos. Botucatu, 2009.

Sorologia
PCR (cérebro:ovino)
Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (20,9) 49 (71,0) 69 (80,2)
Positivo 0 (0,0) 17 (100,0) 17 (19,8)
Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0)

Estatistica: x2 (McNemar) = 47,02 (valor de P < 0,0001); x = 0,14 £ 0,04 (0,06-0,22)
S=25,8%; E=100%; VPP=100%; VPN=29,0%

Tabela 27. Frequéncia de animais positivos a sorologia, independente do teste

utilizado, em relacédo a PCR de pulmao dos ovinos. Botucatu, 2009.

Sorologia
PCR (pulmao:ovino)
Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (24,7) 61 (75,3) 81 (94,2)
Positivo 0 (0,0) 5(100,0) 5(5,8)
Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0)

Estatistica: x (McNemar) = 59,02 (valor de P < 0,0001); x = 0,04 + 0,02 (0,00-0,07)
S=7,6%; E=100%; VPP=100%; VPN=24,5%
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Tabela 28. Frequéncia de animais positivos a sorologia, independente do teste
utilizado, em relagédo a PCR de musculo dos ovinos. Botucatu, 2009.

Sorologia
PCR (musculo:ovino)
Negativo (%)  Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (26,0) 57 (74,0) 77 (89,5)
Positivo 0(0,0) 9 (100,0) 9 (10,5)
Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0)

Estatistica: x2 (McNemar) = 55,02 (valor de P < 0,0001); x = 0,07 £ 0,03 (0,02-0,12)
S=13,6%; E=100%; VPP=100%; VPN=26,0%

Somente dois ovinos apresentaram PCR positiva de cérebro em
estagio intermediario de infeccdo. Porém, o isolamento do parasito resultou
negativo, fato que comprometeu a genotipagem pela baixa carga parasitaria
(Tabelas 32 a 34). Associagao significativa ndo foi observada entre a PCR dos

tecidos e os estagios de infeccdo no momento do abate.

Tabela 29. Frequéncia relativa de resultados da PCR de cérebro dos ovinos,

segundo o titulo de anticorpos pela MAT-AF. Botucatu, 2009.

PCR (cérebro:ovino)

MAT-AF (titulos)

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 20 (23,5)
16 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7)
64 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7)
256 17 (77,3) 5(22,7) 22 (25,9)
1024 20 (66,7) 10 (33,3) 30 (35,3)
4096 3 (60,0) 2 (40,0) 5(5,9)
Total 68 (80,0) 17 (20,0) 85 (100,0)

Estatistica: Teste-G = 14,49; valor de P =0,0128
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Frequéncia relativa dos resultados da PCR
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Figura 20. Frequéncia relativa de resultados da PCR de cérebro dos ovinos,

segundo o titulo de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009.

Tabela 30. Frequéncia relativa de resultados da PCR de pulmé&o dos ovinos,

segundo o titulo de anticorpos pela MAT-AF. Botucatu, 2009.

PCR (pulméo:ovino)

MAT-AF (titulos)

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (100,0) 0(0,0) 20 (23,5)
16 3 (75,0) 1(25,0) 4 (4,7)
64 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7)
256 22 (100,0) 0 (0,0) 22 (25,9)
1024 27 (90,0) 3(10,0) 30 (35,3)
4096 4 (80,0) 1 (20,0) 5(5,9)
Total 80 (94,1) 5(5,9) 85 (100,0)

Estatistica: Teste-G = 6,16; valor de P = 0,2908
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Frequéncia relativa dos resultados da PCR
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Figura 21. Frequéncia relativa de resultados da PCR de pulm&o dos ovinos,

segundo o titulo de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009.

Tabela 31. Frequéncia relativa de resultados da PCR de musculo dos ovinos,

segundo o titulo de anticorpos pela MAT-AF. Botucatu, 2009.

PCR (musculo:ovino)

MAT-AF (titulos)

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (100,0) 0(0,0) 20 (23,5)
16 3 (75,0) 1(25,0) 4 (4,7)
64 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7)
256 21 (95,5) 1(4,5) 22 (25,9)
1024 25 (83,3) 5(16,7) 30 (35,3)
4096 3 (60,0) 2 (40,0) 5(5,9)
Total 76 (89,4) 9(10,6) 85 (100,0)

Estatistica: Teste-G = 8,75; valorde P =0,1194
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Frequéncia relativa dos resultados da PCR
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Figura 22. Frequéncia relativa de resultados da PCR de musculo dos ovinos,

segundo o titulo de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009.

Tabela 32. Frequéncia de resultados da PCR de cérebro dos ovinos em

relacédo o estagio da infecgao, independente do teste. Botucatu, 2009.

Estagio sorolégico

PCR (cérebro:ovino)

Negativo Positivo Total
Agudo 00 00 00
Crbnico 46 15 61
Indeterminado 03 02 05
Total 49 17 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,3836); OR = 2,0444 (0,3114-13,4216)

R.C. Silva— 2009




92

Tabela 33. Frequéncia de resultados da PCR de pulm&o dos ovinos em
relacéo o estagio da infecgao, independente do teste. Botucatu, 2009.

PCR (pulmao:ovino)

Estagio de infecgao

Negativo Positivo Total
Agudo 00 00 00
Cronico 59 02 61
Indeterminado 05 00 05
Total 64 02 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,8531)

Tabela 34. Frequéncia de resultados da PCR de musculo dos ovinos de

acordo com o estagio da infecgéo, independente do teste. Botucatu, 2009.

PCR (musculo:ovino)

Estagio soroldgico

Negativo Positivo Total
Agudo 00 00 00
Cronico 52 09 61
Indeterminado 05 00 05
Total 57 09 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,4685)

Pode-se observar nas Tabelas 35 a 37 que houve diferenca
significativa (P < 0,05) somente entre as PCRs realizadas a partir de cérebro e
de musculo (Tabela 36), com seis amostras positivas para ambas as técnicas.
Por outro lado, as associagbes entre PCR de cérebro e pulméo (Tabela 35), e
musculo e pulméo (Tabela 37) ndo apresentaram diferenca significativa, com
nenhuma e uma amostra positiva detectada pelas associacoes,

respectivamente.
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Tabela 35. Associacdo entre os resultados da PCR de cérebro e pulméo.
Botucatu, 2009.

Cérebro
Pulmao
Negativo Positivo Total
Negativo 47 17 64
Positivo 02 00 02
Total 49 17 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,5482)

Tabela 36. Associacdo entre os resultados da PCR de cérebro e musculo.
Botucatu, 2009.

Cérebro
Musculo
Negativo Positivo Total
Negativo 46 11 57
Positivo 03 06 09
Total 49 17 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,0068); OR = 8,3636 (1,8036-38,7845)

Tabela 37. Associacdo entre os resultados da PCR de musculo e pulméo.
Botucatu, 2009.

Mdusculo
Pulmao
Negativo Positivo Total
Negativo 56 08 64
Positivo 01 01 02
Total 57 09 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,2559; OR = 7,0000 (0,3972-123,3538)

Dos 20 isolamentos obtidos, sete animais apresentaram a infecgao
em dois tecidos, sendo seis no cérebro e musculo, e somente um no tecido
pulmonar e musculo (Tabelas 38 a 40). Na Tabela 38, pode-se observar que a

PCR e o bioensaio de cérebro apresentaram sensibilidade idénticas, visto que
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ambas detectaram um numero elevado (12) de amostras verdadeiramente
positivas e cinco falso-positivas. Em contrapartida, na Tabela 39, o bioensaio
de pulméao detectou quatro animais com a presenca de estruturas semelhantes
a taquizoitos, nao confirmadas na PCR. Enquanto isso, a Tabela 40 expressa a
diferenca significativa (P < 0,05) entre o bioensaio e a PCR de musculo, com
apenas trés amostras detectadas simultaneamente.

Observou-se uma sensibilidade maior do bioensaio, na detecg¢ao do
DNA do parasito em amostras de pulmao (ovinos B82, B185, B252 e B271),
porém para musculo e cérebro, a PCR apresentou melhor resultado (B52,
B139, B185, B252, B471 e B496), comparado ao bioensaio (B105, B198, B303
e B439), de acordo com a Tabela 15. Na mesma tabela as amostras M040,
C079, C388 e M388 foram relacionadas, pois apesar de soropositivas e
apresentarem resultado negativo ao bioensaio, apresentaram fraco produto ou
resultado negativo a PCR, impossibilitando a genotipagem completa da

amostra.

Tabela 38. Frequéncia de resultados da PCR de cérebro dos ovinos em

relagéo ao bioensaio, independente do tecido analisado. Botucatu, 2009.

PCR (cérebro)
Bioensaio
Negativo Positivo Total
Negativo 44 05 49
Positivo 05 12 17
Total 49 17 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,0000); OR = 21,1200 (5,2379-85,1593)
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Tabela 39. Frequéncia de resultados da PCR de pulm&o dos ovinos em
relagéo ao bioensaio, independente do tecido analisado. Botucatu, 2009.

PCR (pulmao)

Bioensaio

Negativo Positivo Total
Negativo 60 02 62
Positivo 04 00 04
Total 64 02 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,8815)

Tabela 40. Frequéncia de resultados da PCR de musculo dos ovinos em

relacao ao bioensaio, independente do tecido analisado. Botucatu, 2009.

PCR (musculo)

Bioensaio

Negativo Positivo Total
Negativo 53 06 59
Positivo 04 03 07
Total 57 09 66

Estatistica: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,0476); OR = 6,6250 (1,1879-36,9468)

5.3.3. PCR das amostras do bioensaio

As associagdes da PCR do bioensaio com os resultados da
sorologia sao apresentados nas Tabelas 41 a 43. Independente do tecido
obtido dos camundongos, a PCR do bioensaio apresentou sensibilidade de
22,7%, especificidade de 100% e concordancia de 0,12 com a sorologia.
Dentre os dois tecidos testados, o cérebro (Tabela 42) foi mais sensivel em
relacgo ao musculo (Tabela 43), porém ambos apresentaram maior
positividade a PCR em animais com titulos altos. No cérebro, a detecgéo foi a
partir do titulo 256 (Tabela 44; Figura 23), enquanto no musculo a partir de
1024 (Tabela 45; Figura 24).
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Tabela 41. Frequéncia de ovinos soropositivos, independente do teste, em

relacdo a PCR do bioensaio por grupo, independente do tecido analisado.

Botucatu, 2009.

Sorologia

PCR (bioensaio/grupo)

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (28,2) 51 (71,8) 71 (82,6)
Positivo 0 (0,0) 15 (22,7) 15 (17,4)
Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0)

Estatistica: x2 (McNemar) = 49,02 (valor de P < 0,0001); x = 0,12 £ 0,04 (0,05 - 0,19)

S=22,7%; E=100%; VPP=100%; VPN=28,2%

Tabela 42. Frequéncia de ovinos soropositivos, independente do teste, em

relacao a PCR do bioensaio de cérebro, por grupo. Botucatu, 2009.

Sorologia

PCR (bioensaio/cérebro)

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (27,8) 52 (72,2) 72 (83,7)
Positivo 0 (0,0) 14 (100,0) 14 (16,3)
Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0)

Estatistica: x2 (McNemar) = 50,02 (valor de P < 0,0001); x = 0,11 £ 0,04 (0,04 — 0,18)

S=21,2%; E=100%; VPP=100%; VPN=27,8%

Tabela 43. Frequéncia de ovinos soropositivos, independente do teste, em

relacédo a PCR do bioensaio de musculo, por grupo. Botucatu, 2009.

Sorologia

PCR (bioensaio/musculo)

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (25,0) 60 (75,0) 80 (93,0)
Positivo 0 (0,0) 6 (100,0) 6 (7,0)
Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0)

Estatistica: xz (McNemar) = 58,02 (valor de P < 0,0001); x = 0,04 £ 0,02 (0,01 — 0,08)

S5=9,1%; E=100%; VPP=100%; VPN=25%
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Tabela 44. Frequéncia relativa de resultados da PCR do bioensaio de cérebro

por grupo, segundo o titulo de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009.

MAT-AF (titulos)

PCR (bioensaio:cérebro)

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 20 (23,5)
16 4 (100,0) 0 (0,0) 4(4,7)
64 4 (100,0) 0 (0,0) 4(4,7)
256 20 (90,9) 2(9,1) 22 (25,9)
1024 20 (66,7) 10 (33,3) 30 (35,3)
4096 3 (60,0) 2 (40,0) 5 (5,9)
Total 71 (83,5) 14 (16,5) 85 (100,0)
Estatistica: Teste-G = 15,15; valor de P = 0,0098
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Figura 23. Frequéncia relativa de resultados da PCR de bioensaio de cérebro

por grupo, segundo o titulo de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009.
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Tabela 45. Frequéncia relativa de resultados da PCR do bioensaio de musculo

por grupo, segundo o titulo de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009.

MAT-AF (titulos)

PCR (bioensaio:musculo)

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 20 (23,5)
16 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7)
64 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7)
256 22 (100,0) 0 (0,0) 22 (25,9)
1024 25 (83,3) 5(16,7) 30 (35,3)
4096 4 (80,0) 1(20,0) 5 (5,9)
Total 79 (92,9) 6 (7,1) 85 (100,0)
Estatistica: Teste-G = 8,17; valor de P = 0,1471
100%
90%
» 80%
=
g 70%
E (2]
&
2 0%
T
£ 50%
® H Positive
% 40% E Negativo
2
< 30%
g
b 20%
10%
0% . : : ‘
Negativo 16 64 256 1024 4096

Titulo ao MAT-AF

Figura 24. Frequéncia relativa de resultados da PCR de bioensaio de musculo

por grupo, segundo o titulo de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009.
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Correlagcéo regular foi obtida entre a MAT-AF e a maioria dos

resultados para o bioensaio (Tabela 46; Figuras 25 a 35).

Tabela 46. Correlagbes entre os titulos de anticorpos no teste de MAT-AF e

variaveis relacionadas a deteccéo de T. gondii. Botucatu, 2009.

Pares de variaveis Coeficiente r Valor de P Interpretacao
MAT-AF x FIP 0,4466 < 0,0001 Correlagéao regular
MAT-AF x FIC 0,3357 0,0016 Correlagéo regular
MAT-AF x FIT 0,3852 0,0002 Correlacgéao regular
MAT-AF x FIS -0,0044 0,9681 Nao significativa
MAT-AF x Sobrevida (Geral) -0,3099 0,0037 Correlagéao regular
MAT-AF x Sobrevida (Cérebro) -0,3478 0,0010 Correlagéo regular
MAT-AF x Sobrevida (Pulmé&o) -0,2141 0,0477 Correlacéo fraca
MAT-AF x Sobrevida (Musculo) -0,3048 0,0043 Correlagéo regular
MAT-AF x PCMC 0,2044 0,0589 N&o significativa
MAT-AF x PCR-PCC 0,3966 0,0002 Correlagéao regular
MAT-AF x PCR-PCM 0,2973 0,0054 Correlacéo fraca

Estatistica:  valores de P menores que 0,05 indicam correlagdo significativa entre os pares de
variaveis, pelo teste de Spearman.

Legenda: FIP: frequéncia de isolamento por grupo;

FIC: frequéncia relativa de camundongos com cistos teciduais por grupo;

FIT: frequéncia relativa de camundongos com taquizoitos por grupo;

FIS: frequéncia relativa de camundongos soropositivos por grupo;

PCMC: frequéncia relativa de camundongos com cistos inoculados com

amostras de musculo;

PCR-PCC: frequéncia relativa de resultados positivos a PCR em camundongos
inoculados com amostras de cérebro;
PCR-PCM: frequéncia relativa de resultados positivos a PCR em camundongos
inoculados com amostras de musculo.
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Figura 25. Correlagéo entre os titulos da MAT-AF e a frequéncia relativa de

isolamentos por grupo. Botucatu, 2009.
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Figura 26. Correlacao entre os titulos da MAT-AF e a frequéncia relativa de

camundongos com cistos teciduais por grupo. Botucatu, 2009.
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Figura 27. Correlagéo entre os titulos da MAT-AF e a frequéncia relativa de

camundongos com taquizoitos por grupo. Botucatu, 2009.
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Figura 28. Correlacao entre os titulos da MAT-AF e a frequéncia relativa de

camundongos soropositivos por grupo. Botucatu, 2009.
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Figura 29. Correlagéo entre os titulos da MAT-AF e a média de sobrevida dos

camundongos. Botucatu, 2009.
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Figura 30. Correlacao entre os titulos da MAT-AF e a média de sobrevida dos

camundongos inoculados com amostras de cérebro. Botucatu, 2009.
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Figura 31. Correlagéo entre os titulos da MAT-AF e a média de sobrevida dos

camundongos inoculados com amostras de pulmao. Botucatu, 2009.
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Figura 32. Correlagéo entre os titulos da MAT-AF e a média de sobrevida dos

camundongos inoculados com amostras de musculo. Botucatu, 2009.
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5.3.4. Genotipagem

Alta variabilidade genotipica foi observada, detectando-se dez
gendtipos diferentes, sendo seis deles atipicos, e outros trés comuns no Brasil
(Figuras 36 e 37). O primeiro gendtipo atipico foi o isolamento TgOvBr 3, o
segundo, TgOvBr7 e 8, o terceiro, TgOvBr9, o quarto, TgOvBr10, o quinto,
TgOvBr11, e o sexto, TgOvBr13 (Tabelas 47 e 48).
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Das 22 amostras detectadas na PCR convencional, em nove nao foi
possivel a genotipagem completa em funcdo da limitagcdo pela baixa carga
parasitaria, associada ao menor numero de repeticbes de cada locus no
genoma, visto que os genes abordados para a genotipagem possuem
repeticdes em numero muito menor em relagdo a regiao utilizada por Homan et
al. (2000), repetido de 200 a 300 vezes no genoma, sendo que alguns deles
apresentam apenas uma uUnica repeticdo. Desta forma, se na PCR
convencional o produto amplificado foi fracamente detectado, a genotipagem
em Joci que apresentava menor numero de repeticbes ficou limitada. A
adaptacéo do protocolo original (A) para o protocolo adaptado (B) melhorou a
deteccéo de apenas 10% das amostras (TgOvBr13), nao sendo 100% eficiente,
como expresso na Tabelas 47 e 48.

Dos isolamentos genotipados (genotipagem completa ou
incompleta), oito foram virulentos em camundongos [TgOvBr1 (19 dias p.i.),
TgOvBr3 (14 dias p.i.), TgOvBr4 (11,75 dias p.i.), TgOvBr9 (22,5 dias p.i.);
TgOvBr11 (12 dias p.i.), TgOvBr13 (22 dias p.i.), TgOvBr18 (14 dias p.i.),
TgOvBr19 (18 dias p.i.) e TgOvBr22 (21 dias p.i.)] (Tabela 48). Somente 6/13
(46,15%) amostras apresentaram genotipagem completa, duas delas (TgOvBr4
e TgOvBr11), com periodo de sobrevida mais curtos que as médias dos
demais. Duas amostras avirulentas apresentaram alelos tipo Il em 11 loci, e
tipo | em um unico locus, Apico, indicando a existéncia e primeiro registro da
linhagem clonal tipo Il na América do Sul. Ambos isolamentos de T. gondii
foram de ovelhas, 2 anos de idade, raca Ideal (Polwarth), criagdo extensiva em
duas diferentes cidades da regido Sul brasileira, Santana do Livramento
(TgOvBr5) e Uruguaiana (TgOvBr2), RS (Figura 38). Ambas amostras de T.
gondii foram isoladas de tecidos cerebral e muscular, apresentando uma média

de 480 cistos/cérebro de camundongo ao bioensaio.
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Figura 38. Mapa referente a localizagdo dos municipios de Santana do
Livramento e Uruguaiana, RS, onde os animais positivos com genétipo tipo |l
eram criados. Botucatu, 2009.

Fonte: Fonte: Adaptado de Wikimedia Commons (http://commons.wikimedia.org)
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5.3.5. Co-infecgcdo Toxoplasma gondii X Sarcocystis tenella

Dois ovinos, TgOvBr21 (#1), fémea, dois anos de idade, racga
Polwarth (ldeal), criagdo extensiva em Santana do Livramento, RS, e
TgOvBr20 (#2), macho, um ano, raca Corriedale, criagdo extensiva em Pirajui,
SP, além de apresentarem titulos de anticorpos para T. gondii e resultado
positivo na PCR 529pb repetitiva 300 vezes, foram negativos ao bioensaio em
camundongo (Tabela 47). Na genotipagem nos 12 loci, ambos apresentaram
resultados positivos somente para alguns marcadores. As duas amostras
apresentaram na nested-PCR (aproximadamente 310bp; Figura 39) e RFLP-
PCR do gene 18S rRNA um perfil unico diferente das amostras referéncias de
T. gondii, idéntico a S. tenella (Figuras 40 e 41), confirmando a co-infec¢do a
partir do sequenciamento do produto amplificado da nested-PCR do gene 18S
rRNA PCR e desafiado a base de dados do GenBank no NCBI, o que resultou
em sequéncia idéntica ao gene 18S rRNA de S. tenella (numero de acesso do
GenBank L24383-1) para ambas as amostras. Este foi também o primeiro
registro de S. tenella e co-infeccdo com T. gondii no Brasil em ovinos

naturalmente infectados.

MW S.mie S.mou S.hom S.neu H2 H.ham MW
S.cap S.gig S.ten 1. o N.cAn T.gon

766 ' : i é ; “ ra—
g S— h‘ * VoAd b l ‘ L . el e o C—
B .y
200 T -
150 —— rs
o — b
- £
50 e -

25

Figura 39. Nested-PCR do gene 18S rRNA. Botucatu, 2009.

Legenda: MW: baixo peso molecular (New England Biolabs, USA); S.mie: Sarcocystis
miescheriana; S.cap: S. capracanis; S.mou: S. moulei; S.gig: S. gigantea; S.hom: S.
hominis; S.ten: S. tenella; S.neu: S. neurona; #1: Polwarth sheep; #2: Corriedale
sheep; N.can: Neospora caninum; H.ham: Hammondia hammondi; T.gon:
Toxoplasma gondii.
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Figura 40. RFLP-PCR do gene 18S rRNA para cepas referéncias digeridas
pelas enzimas de restricdo Alul e Hhal. Botucatu, 2009.

Legenda: MW: baixo peso molecular (New England Biolabs, USA); S.mie: Sarcocystis
miescheriana; S.cap: S. capracanis; S.mou: S. moulei; S.gig: S. gigantea; S.hom: S.
hominis; S.ten: S. tenella; S.neu: S. neurona; #1: Polwarth sheep; #2: Corriedale

sheep; N.can: Neospora caninum; H.ham: Hammondia hammondi; T.gon:
Toxoplasma gondii.
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Figura 41. RFLP-PCR do gene 18S rRNA para cepas referéncias digeridas
pelas enzimas de restricdo Ddel, Mspl e Hpy188lll. Botucatu, 2009.

Legenda: MW: baixo peso molecular (New England Biolabs, USA); S.mie: Sarcocystis
miescheriana; S.cap: S. capracanis; S.mou: S. moulei; S.gig: S. gigantea; S.hom: S.
hominis; S.ten: S. tenella; S.neu: S. neurona; #1: Polwarth sheep; #2: Corriedale

sheep; N.can: Neospora caninum; H.ham: Hammondia hammondi, T.gon:
Toxoplasma gondii.

R.C. Silva— 2009



114

VI, DiscussAo

A toxoplasmose ovina apresenta prevaléncia mundial variavel. Neste
trabalho verificou-se soroprevaléncia de 11,0% em ovinos destinados ao abate,
oriundos de dois estados brasileiros, Sao Paulo e Rio Grande do Sul,
considerada baixa quando comparada aos estudos de Dubey et al. (2008a)
(104/383; 27,1%) nos Estados Unidos, Masala et al. (2003) (2048/9639; 28,4%)
na ltalia, Ragozo et al. (2008) (120/495; 24,2%) e Romanelli et al. (2007)
(157/305; 51,5%) no estado de Sao Paulo, Pita Gondim et al. (1999), (18,8%)
no estado da Bahia, e Clementino et al. (2007) (30/102; 29,4%) no estado do
Rio Grande do Norte, Brasil, porém maior que a obtida por Da Silva e Langoni
(2001) (40/522; 7,7%) em SP, Brasil.

As fémeas apresentaram 6,8 vezes mais chances de se infectarem
(P < 0,0001), porém informacdes sobre o manejo sdo necessarias para inferir
possiveis riscos e consequéncias aos quais estes animais estdo expostos.
Além disso, 63/66 (12,7%) ovinos soropositivos eram criados extensivamente.

As criagbes de rebanhos ovinos comerciais no Brasil s&o
controladas em algumas areas, porém em outros casos, 0s animais possuem
estreito relacionamento com outros animais, de criagdo ou errantes,
principalmente gatos, permitindo a infeccdo de ovelhas gestantes e a
transmissao vertical para cordeiros (DUCANSON et al., 2001).

Problema sério de saude publica € referenciado por Aspinall et al.
(2002), pois tecidos de animais infectados e nao infectados s&o misturados nos
processos de confecgdo de salsichas, patés, entre outros, aumentando a
concentracédo do parasita e risco de infeccdo para a populagéo, fato que néo
ocorreria se houvesse adequado controle sanitario de todo o rebanho, uma vez
que na linha de abate, ndo podem ser identificadas lesbes ou o proprio
parasito, e com isso, ndo ha a condenagéo ou tratamento da carcaga.

No estudo realizado por Da Silva e Langoni (2001), os animais foram
destinados ao consumo humano, e dependendo do grau de informagédo da
populacdo no tocante a educagao sanitaria, a populacdo esta suscetivel a

infeccéo, principalmente gestantes, criancas e pacientes imunocomprometidos.
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A MAT é um teste sorologico bastante sensivel e especifico,
baseado em reacéo direta antigeno-anticorpo, adicionado de 2-mercaptoetanol,
que destroi as pontes de dissulfeto presentes na cadeia J de IgM e IgA
secretora, limitando assim a ocorréncia de reacdes inespecificas (WILSON et
al., 1990). A MAT utilizada por Thulliez et al. (1986), adaptada por Desmonts e
Remington (1980) e, mais tarde, por Montoya et al. (2007), permite a
diferenciacao entre os estagios da infec¢cdo, aconselhando-se a utilizagdo de
amostras pareadas. Tal avaliacdo € baseada na comparacao entre os testes
MAT-AF e MAT-AM. Segundo Thulliez et al. (1986) a formalina atua sobre os
marcadores de superficie (epitopos) da membrana citoplasmatica do parasito,
permitindo que os epitopos de fase aguda e fase crbénica sejam expressos. Por
outro lado, a acetona ou o metanol utilizado na MAT-AM atuam da mesma
forma que a formalina, porém permitindo a expressdo somente dos epitopos de
fase aguda. Deste modo, a diferenca entre os titulos de anticorpos entre os
testes permite caracterizar o estagio da infeccao.

Segundo Montoya et al. (2007), tanto os testes como o protocolo
referente a determinagéo do estagio, permitem o acompanhamento sorolégico,
muitas vezes com a evolugéo clinica, o que permite ao clinico intervir no inicio
da doencga, e até mesmo na transmissao vertical. Mesmo se tratando de um
protocolo utilizado em humanos, Montoya et al. (2007) relataram a utilizacao
para outras espécies, adequando as prevaléncias para estas e regiao.

Observou-se concordancia quase perfeita entre MAT-AF e RIFI-IgG
(x = 0,9468), com sensibilidade da MAT-AF de 98,4% e especificidade de
99,1%, quando se considerou a RIFI-IgG como padrao-ouro. O titulo de corte
(cut-off) utilizado foi de 16, porém poderiam ser utilizados titulos menores como
5 ou até mesmo 10, a exemplo dos trabalhos utilizando animais com habitos
teluricos, como galinhas e até mesmo gatos (DUBEY et al., 2002; 2003; 2005b;
2006a;b;c; 2007d;e), o que poderia aumentar o numero de bioensaios
realizados e chances de isolamentos.

A MAT-AM nao se mostrou uma técnica boa para ser utilizada como
triagem, apresentando uma correlagao positiva regular tanto com MAT-AF (r =
0,3714) como com RIFI-IgG (r = 0,3686). Assim, a MAT-AM & um teste que

deve ser utilizado quando a MAT-AF for positiva para comparacao e obtencéo
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do titulo sorolégico. Além disso, os titulos foram sempre inferiores aos demais
testes, variando entre 16 e 64.

Outra opcédo € a determinacado do estagio de infeccdo pela RIFI,
pesquisando-se IgG e IgM. A RIFI-IgG detecta ambos os anticorpos IgG de
fase aguda e crénica, assemelhando-se a MAT-AF, porém sem diferencia-las.
Pela comparacédo da MAT-AM e MAT-AF, as reacgbes sorolégicas dependem
unica e exclusivamente de IgG, com uma resposta mais especifica.

No presente estudo, somente 5/66 animais soropositivos (7,6%)
foram identificados como estagio indeterminado da infeccao. Todos os demais
se encontravam no estagio crénico da infecgdo. Este fato foi confirmado pelo
isolamento de cistos teciduais grandes em 12 animais. MAT e ELISA sao testes
acurados e que se associados ao bioensaio, permitem resultados mais
especificos (GARDNER et al., 2009).

A frequéncia de isolamentos (30,3%) em pelo menos um tecido
analisado foi maior que a detectada por Dumétre et al. (2006) (26,6%) na
Franca e Ragozo et al. (2008) (19,5%) no Brasil, porém menor que Da Silva e
Langoni (2001) (34/39; 87,2%). As amostras dos tecidos de animais
soronegativos analisadas resultaram negativas, confirmando a especificidade e
confiabilidade do bioensaio e sorologia. Com 20 isolamentos positivos, obteve-
se concordancia de 0,17 (P < 0,0001) entre o bioensaio e a sorologia, onde
somente 30,3% foram positivos para ambas as provas, e 46 (69,7%) foram
negativas ao bioensaio. Normalmente quando se trabalha com animais de
médio e grande porte, o parasito se encontra disseminado em varios tecidos,
mas a amostragem de tecido de um animal de grande porte é diferente de
outro de pequeno porte. Consequentemente, a amostra de 20g utilizada neste
estudo foi obtida de regibes que apresentavam carga parasitaria alta. Por outro
lado, € possivel que os 46 animais negativos no bioensaio e 44 negativos na
PCR apresentavam carga parasitaria baixa nas amostras teciduais utilizadas
ou que o parasito estivesse presente em regides diferentes dos oOrgaos
utilizados.

O cisto foi a forma parasitaria mais isolada, apresentando correlagéo
positiva regular com a MAT-AF (r = 0,3357), o que em se tratando de
toxoplasmose €& esperado, principalmente pela infecgdo cronica. Em relagao
aos taquizoitos, correlagéo positiva regular (r = 0,3852) também foi observada
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com a MAT-AF. A presenga de cistos teciduais esta mais relacionada com
presenca de altos titulos de anticorpos (Figura 10). A detecgéo do parasito, em
qualquer uma de suas formas ocorreu a partir de titulos 256 na MAT-AF, ou
seja, titulos elevados, com titulo maximo de 1024, mesmo dado observado com
as provas biomoleculares. Os animais com titulos baixos podem apresentar
infeccdo leve, com baixa carga parasitaria, ou até mesmo infeccdo em seu
estagio inicial. A toxoplasmose apresenta resposta intensa por longos periodos,
porém como a partir do momento em que a resposta imune especifica se
estabelece, a formagéo de cistos inicia-se e, com isso, a sua multiplicacédo é
mais lenta, porém constante (FERREIRA-DA-SILVA et al., 2009). Deste modo,
nao se verificou diferenca significativa entre os resultados dos bioensaios e os
estagios da infeccdo, pois todos os animais com bioensaio positivo se
encontraram no estagio crénico da infeccao.

T. gondii tem a habilidade de atravessar ativamente barreiras
bioldgicas como epitélios intestinais e placentarios sob a forma taquizoitica pela
transmigracédo paracelular. Pode ainda invadir células sanguineas nucleadas
circulantes, como macrofagos e células dendriticas, e nestas conseguem
atravessar a barreira hematoencefalica, atingindo o cérebro e formando cistos
teciduais (SUZUKI, 2002; CARRUTHERS e SUZUKI, 2007).

O cérebro e o musculo sdo os tecidos mais importantes no
parasitismo por T. gondii. A localizagdo predominante dos cistos no cérebro e
musculos poderia refletir a longevidade dos neurdnios e células musculares ou
a eficiéncia da resposta imunologica nestes tecidos que asseguraria a
persisténcia da infecgcédo latente. Estas células proporcionariam um ambiente
apropriado que permite o desenvolvimento do cisto tecidual (FERREIRA-DA-
SILVA et al., 2008).

Os bioensaios de cérebro e musculo ndo diferiram
significativamente, apesar de 13 casos serem positivos somente para o cérebro
e em trés somente para musculo. No bioensaio de dois ovinos, identificou-se
taquizoitos no liquido peritoneal e cistos cerebrais, com aproximadamente 100
cistos cerebrais em cada situacdo. Em um bioensaio (TgOvBr3), de animal
criado semi-intensivamente em Ourinhos, SP, o periodo de sobrevida foi de 24
dias p.i. (100 cistos) e 14 dias p.i. (taquizoitos) com utilizacdo de material

cerebral, indicando que mesmo na fase aguda da doencga, onde os taquizoitos
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sdo as formas parasitarias importantes, os cistos ja estavam em formacdo. A
formacao cistica precoce pode ser induzida por fatores imunolédgicos. A
presenca das duas formas infectantes é indicativa de transicdo da fase aguda
para a fase crbnica, pois foram observados poucos e pequenos cistos no
cérebro, e rarissimos taquizoitos no liquido peritoneal. No bioensaio do outro
ovino (TgOvBr11), criado extensivamente em Santana do Livramento, RS,
apresentou média de 12,5 dias p.i. (100, 60 e 100 cistos) e 11 dias p.i.
(taquizoitos) pela inoculagédo com material cerebral; 16 dias p.i. (80 cistos) com
musculo; e 24 dias p.i. (120 cistos) com pulmao. O tempo de conversdo de
estagio do agente de TgOvBr11 foi curto quando comparado ao obtido por
Dubey (1997) que detectaram o parasita em varios tecidos de camundongos
entre 15 e 49 dias p.i. Naturalmente, os oocistos de T. gondii sdo considerados
mais virulentos que os taquizoitos e bradizoitos em hospedeiros nao felideos,
porém o estado imunitario e a carga parasitaria infectante devem ser sempre
considerados (DUBEY e BEATTIE, 1988; DUBEY et al., 1998).

Somente dois dos 20 isolamentos obtidos (10,00%) foram obtidos de
animais machos (B303 e B465), sendo que no primeiro caso nao foram
identificados taquizoitos e/ou cistos teciduais, somente a sorologia foi positiva
ao final do experimento, enquanto no segundo foram identificados cistos
teciduais no cérebro.

A sobrevida dos camundongos inoculados com cérebro e com
musculo se relacionou com a elevagéo dos titulos na MAT-AF. Assim, tanto o
cérebro como o musculo tinham parasitos que interferiram na sobrevida devido
a presenca de anticorpos. Desta forma, cuidados no manejo zoosanitario na
criacao e comercializacdo dos ovinos devem ser observados, principalmente
em animais destinados ao abate e também aqueles comercializados
clandestinamente em determinadas regides do pais, pois ha o habito de
ingestédo de cérebro e carne crua ou mal cozida de ovino, e a detecgéo de
animais soronegativos ndo exclui a presenga do agente no organismo animal.

Dubey (1997) verificou a invasdo em pulm&o, cérebro e outros
tecidos 4 dias p.i., e a formagéo de cistos a partir do dia 6 p.i. Ferreira-da-Silva
et al. (2009) observaram taquizoitos invadindo células de musculo esquelético
4 horas p.i.,, iniciando a multiplicagdo 24 horas p.i., e diferenciacdo em
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bradizoitos em até 6 dias p.i. sem a necessidade de fatores estressantes
exodgenos, que forgariam a converséo para a sobrevivéncia do parasito.

Dado interessante observou-se com TgOvBri11, cujo bioensaio
revelou 75% dos camundongos com cistos teciduais, e 75% com taquizoitos.
Assim, 50% dos camundongos apresentaram ambas as formas parasitarias,
bradizoitos e taquizoitos, com 12 dias p.i. Estes achados reforcam a
importancia do parasito para a saude publica, pois o agente foi detectado sob
ambas as formas parasitarias apdés o desenvolvimento de sinais clinicos e
morte dos animais. Assim sendo, a formacao de cistos deve ser iniciada
poucos dias antes, sugerindo-se 3 a 6 dias p.i., corroborando com os dados
obtidos por Dubey e Frenkel (1976), Dubey (1997) e Ferreira-da-Silva et al.
(2009).

Assim, a cronificacdo da infec¢cdo pode ocorrer até 12 dias p.i.,
dependendo da via de infeccdo, carga parasitaria e cepa, além da resposta
imunologica do hospedeiro (FRENKEL, 1999). Amostras de T. gondii do Brasil
e de alguns paises da América do Sul apresentam perfis de viruléncia
diferentes dos obtidos nos demais paises do mundo, resultando em diferentes
manifestagbes clinicas nas varias espécies animais com a formagéo ou nao de
cistos teciduais.

O exame soroldgico de camundongos do bioensaio é forte indicativo
para a presenca ou auséncia de cistos cerebrais no isolamento em animais
higidos ao final do periodo de observagado. Entretanto nem todos os animais
soropositivos apresentaram formas parasitarias, mostrando correlagcdo néao
significativa (P > 0,05).

As técnicas de biologia molecular tém sido utilizadas para detectar
infeccdo toxoplasmica por serem sensiveis, altamente especificas e rapidas
(YAl et al., 2003). A sensibilidade da PCR 529pb repetitiva 300 vezes e do
bioensaio, independente do tecido utilizado, foi diretamente proporcional a
carga parasitaria tecidual, permitindo a deteccdo de até um parasito (Figuras
17 e 18) e, com isso, permitiu detectar 2/5 animais positivos no estagio
indeterminado, fato ndo possivel no bioensaio, somente na PCR de cérebro. A
positividade da PCR em 33,3% das amostras foi menor que a observada por
Aspinall et al. (2002) (38,0%) em amostras de carne nos Estados Unidos, por
Dubey et al. (2008a) (77,9%), e por Da Silva e Langoni (2001) (38,5%) em
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amostras de cérebro e diafragma, porém maior que a obtida por Masala et al.
(2003) (11,1%) e Masala et al. (2007) (14,4%) a partir de material de
abortamentos.

Diferenga significativa foi observada na PCR de musculo e cérebro,
com 8,36 vezes mais chances de deteccdo de DNA no cérebro do que no
musculo. Enquanto isso, PCR de pulméo foi positiva somente em duas
amostras que foram negativas para o cérebro. Assim, tanto o bioensaio como a
PCR de cérebro foram mais sensiveis, em relacdo ao musculo (coragédo e
diafragma) e pulmao. O mesmo foi verificado por Freyre et al. (2001) em ratos,
e Hughes et al. (2006) em ovinos, que detectaram T. gondii em todos os
cérebros e maioria dos coragdes de cordeiros. Da Silva e Langoni (2001)
detectaram maior positividade no diafragma, enquanto Masala et al. (2003)
obtiveram em placenta (31,5%), seguido por musculo (15,3%) e cérebro
(12,5%), e Masala et al. (2007) detectaram o DNA em 18,1% amostras de feto,
comparado ao musculo (12,4%) e cérebro (12,0%).

Ao se analisar todas as PCRs de cada tecido, a PCR diretamente do
material ovino se mostrou mais sensivel em relaggo a PCR do material
proveniente dos animais inoculados, ou seja, do bioensaio. Este fato é
interessante, pois se as amostras obtidas para o bioensaio apresentarem baixa
carga parasitaria e ndo forem suficientes para sensibilizar os camundongos, e
se estes produzirem resposta imune humoral, a resposta celular podera inativar
0s poucos parasitos que ingressem no organismo, evitando com que a infec¢ao
cronica se instale. Entretanto, o DNA estara presente e, dependendo da
sensibilidade da PCR utilizada (oligonucleotideos e regido direcionada), este
podera ser detectado.

A concordancia entre a PCR dos tecidos ovinos (0,18), independente
do tecido analisado, e o resultado sorolédgico foi maior que o bioensaio e a PCR
do bioensaio, com sensibilidade de 31,8%. Este dado corrobora com diversos
autores na preferéncia da PCR em relacdo ao bioensaio, porém falha em
discriminar a viabilidade dos parasitos presentes nos tecidos (ASPINALL et al.,
2002; 2003). Deste modo, a associacao entre os testes é fundamental também
para se estudar a manutencgéo do parasito.

As PCRs positivas das amostras ovinas e dos bioensaios se

concentraram entre os titulos soroldgicos de 256 e 4096, com excegdo para
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pulmao (1024 e 4096) e musculo (1024 e 4096), mostrando que quanto maior o
titulo, maiores as chances de resultado positivo. Tal fato pode ser melhor
compreendido ao se analisar a correlacdo entre MAT-AF e PCR do bioensaio
de cérebro (r = 0,3966), comparada a correlagéo entre PCR do bioensaio com
material pulmonar (r = 0,2973), confirmando que o cérebro € o 6rgao de eleicao
para o estudo de T. gondii, pois a medida que os titulos sorolégicos se elevam,
aumentam as chances de se encontrar o agente neste tecido pela PCR.

Dos animais positivos a PCR, dois (TgOvBr20 e TgOvBr21)
apresentaram co-infeccdo por S. tenella e T. gondii, identificada pelo
sequenciamento do produto da nested-PCR do gene 18S rRNA (Tabela 47;
Figuras 40 e 41). No Brasil ndo ha registro de infec¢cao natural em ovinos até o
momento, somente de infec¢des experimentais (PACHECO et al., 1995;
BOTELHO e PACHECO, 1996), ou infecgbes naturais causadas por outras
espécies de Sarcocystis. O animal B252 (TgOvBr11) também apresentou
banda diferente na nested-PCR do gene 18S rRNA, porém foi negativo a
RFLP-PCR e no sequenciamento ndo se concluiu o diagnostico do patégeno.

Quatro espécies sao consideradas importantes para os ovinos, S.
gigantea, S. arieticanis, S. medusiforms e S. tenella, sendo a ultima a mais
patogénica para os ovinos, que podem se infectar pela ingestdo de agua ou
alimentos contaminados por esporocistos. Geralmente os sinais clinicos séo
discretos incluindo anorexia, febre, diminuicdo de ganho de peso, anemia,
sinais neurologicos e abortamentos (PESCADOR et al. 2007). Morte aguda
pode ocorrer sem a presenca de outros sinais clinicos (BUXTON, 1998).
Acomete principalmente coracdo, diafragma e musculos esqueléticos
(BUXTON, 1998; DARYANI et al., 2006). A prevaléncia é variavel
mundialmente. A sua alta prevaléncia esta associada ao livre acesso de cées,
hospedeiro definitivo, aos rebanhos nas fazendas (ADRIANA et al., 2008) ou
artrépodes atuando como vetores mecanicos. A infecgdo por S. tenella nao é
uma zoonose.

A especificidade analitica e diagnostica do gene 18S rRNA foi
previamente confirmada por Jeffries et al. (1997) e Yang et al. (2001), que a
consideraram método poderoso para a diferenciacdo espécie-especifica de
quatro espécies de Sarcocystis de ovinos (S. tenella, S. capracanis, S.

arieticanis e S. gigantea), N. caninum e T. gondii.
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O sequenciamento do gene 18S rRNA ndo mostrou perfil de T.
gondii, provavelmente pela baixa carga parasitaria nas amostras analisadas. O
novo protocolo de enzimas utilizado em duas RFLP-PCR permitiu um novo
método de triagem para infecgcdes em animais de producdo e em rebanhos
com problemas por N. caninum, T. gondii e Sarcocystis spp. O gene 18S rRNA
apresenta aproximadamente 200 copias repetitivas no genoma, inseridas em
regides proéximas, porém diferentes entre alguns parasitos, como observado na
nested-PCR (Figura 39).

Uma preocupacéo inicial foi a possibilidade de reagéo cruzada nas
sorologias e PCR de 529pb repetitiva 300 vezes, mas Moon et al. (1987)
descartaram a possibilidade de reacdo cruzada entre Sarcocystis spp. e T.
gondii pela RIFI-IgG. Analisando-se a PCR descrita por Homan et al. (2000),
confirmou-se também a auséncia de reagdo cruzada entre T. gondii,
Echinococcus granulosus, Giardia duodenalis, Plasmodium falciparum,
Sarcocystis spp., Trichinella spiralis, Trichomonas vaginalis e N. caninum.

Atualmente, muitos trabalhos estdo sendo realizados com 11 a 12
marcadores, porém, ainda ha estudos com protocolos diferentes de
genotipagem. Deste modo, a padronizagdo de um unico protocolo de
genotipagem seria fundamental para a padronizagdo dos métodos de analises
de gendtipos de T. gondii em todo o mundo. Desta forma, haveria dificuldade
nas comparagdes entre estudos mais atuais e estudos anteriores que
utilizavam somente o marcador SAG2 ou até mesmo quatro a cinco
marcadores necessitando-se avaliar o perfil genotipico destes para se
determinar o comportamento do genoma do parasito isolado.

Foram obtidos 13/22 (59,1%) gendétipos completos de T. gondii pela
genotipagem, apresentando 10 gendtipos diferentes com seis genétipos novos,
caracterizando alta variabilidade genotipica (Figuras 36 e 37), comparada as de
referéncia e aos genotipos ja isolados no Brasil. Em contraste, Ajzenberg et al.
(2004) mencionaram que a variabilidade genotipica é baixa, com chances
menores de 1% de se encontrar um gendtipo novo (AJIOKA et al., 2001). Estes
dados sao subestimados devido aos dados compreenderem somente isolados
da Europa e América do Norte. Por outro lado, outros grupos observaram alta
diversidade genética do parasita na América do Sul, comparando-se aos

gendtipos |, Il e Il inicialmente isolados de amostras na Europa e América do
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Norte (SU et al., 2006; CAVALCANTE et al., 2007; DUBEY et al., 2007b; PENA
et al., 2008).

A alta diversidade nas populagbes da América do Sul, mas muito
menores em outras regides do mundo, além de sua disseminagdo para os
paises da Europa e Asia deve-se principalmente & migracgéo, e comercializacdo
atual (DUBEY et al.,, 2007a). Regides geograficas e diferentes hospedeiros
contribuem para variagdes genotipicas (GRIGG et al., 2001; LEHMANN et al.,
2006; DUBEY e SU, 2009). Deste modo, novos estudos sdo necessarios, pois
a cada novo estudo que se realiza, novos perfis genotipicos sdo encontrados.

Nos paises asiaticos tém-se uma diversidade genética limitada em
contraste com a América do Sul (DUBEY et al., 2005a; CAVALCANTE et al.,
2007; DUBEY et al., 2007b,c), pois em analise baseada em 11 marcadores
genéticos, identificou-se apenas dois gendétipos em oito amostras provenientes
de 21 caes soropositivos no Vietna (DUBEY et al., 2007a), sendo os mesmos
genodtipos encontrados na China (DUBEY et al., 2007c), e ambos tinham sua
origem na Colémbia, América do Sul (DUBEY et al., 2007b). Alguns grupos de
pesquisadores apresentam duas teorias de evolugéo para a enfermidade. Uma
seria que a toxoplasmose se originou no hemisfério norte, e migrou para o
hemisfério sul com a caca, e a outra que o Brasil € o pais de origem do
parasito, principalmente pela sua alta diversidade genética, pois em cada novo
estudo, independentemente da espécie animal, sado identificados novos
genotipos atipicos, enfatizando-se a diferenga nos perfis de infecgcao
intercontinentais (KHAN et al., 2005; LEHMANN et al., 2006).

Neste estudo, duas amostras avirulentas apresentaram alelos tipo Il
em todos os marcadores, indicando a existéncia da linhagem clonal tipo Il no
Brasil. Ambos isolamentos de T. gondii foram de ovelhas, 2 anos de idade, raca
Ideal (Polwarth), criacdo extensiva em duas diferentes cidades da regido Sul
brasileira, Santana do Livramento (TgOvBr5) e Uruguaiana (TgOvBr2), RS.
Ambas amostras de T. gondii foram isoladas de tecidos cerebral e muscular,
apresentando uma média de 480 cistos/cérebro de camundongo ao bioensaio.

Tal fato se torna importante registro cientifico, pois, até o momento,
nao havia na América do Sul registro de isolamento de amostra com alelos tipo
Il (FERREIRA et al., 2008), comum na Europa, Asia e América do Norte, de
ovinos e em 12 Joci (DUBEY et al., 2006a;b;c; 2007a;b;c;d;e; 2008a,b; SIBLEY
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e AJIOKA, 2008; PENA et al., 2008; VERMURUGAN et al., 2008; AL-QASSAB
e tal., 2009; RICHOMME et al., 2009).

Como observado na Figura 38, os municipios de Santana do
Livramento e Uruguaiana, RS, sdo duas regides que fazem fronteira com
Uruguai e Argentina. Além disso, as ragas que apresentam o gendtipo tipo |l
tiveram sua origem histérica na Australia e Nova Zelandia, regides onde a
ocorréncia de tipo Il é alta (AL-QASSAB et al., 2009). Algumas hipéteses séo
levantadas, baseadas nos dados apresentados como: 1) importacdo de
animais pelo Brasil e/ou outros paises da América do Sul de ovinos
provenientes de paises da Europa, Asia e/ou Europa, infectados com tipo II; 2)
importacdo de produtos carneos, oferecimento de carne crua ou mal cozida a
felideos, e contaminacdo ambiental pelas fezes de felideos com o tipo Il na
regido estudada e/ou paises limitrofes, onde os ovinos teriam acesso, com
consequente importagdo dos ovinos infectados; 3) importacdo de
hortifrutigranjeiros, racées e volumosos contaminados com oocistos de T.
gondii.

Nos humanos, T. gondii esta associado ndo somente a ocorréncia
de doencga ocular, congénita ou em pacientes imunossuprimidos, assim como
em disturbios neuroldgicos como esquizofrenia e epilepsia, além de alteracdes
comportamentais (SUZUKI, 2002; CARRUTHERS e SUZUKI, 2007). Como o
genotipo |l esta bastante envolvido com a infecgcdo humana, muito se tem a
descobrir sobre a interface infeccdo:doenca, assim como a interacao
parasito:hospedeiro, envolvendo os humanos, principalmente pelos habitos
alimentares como a ingestdo de carne crua ou mal cozida de animais
infectados (TENTER, 2009).

A encefalite toxoplasmica é a doenca infecciosa oportunista mais
comum do sistema nervoso central em pacientes com Aids. Pelo menos 30%
dos pacientes com Aids que tém anticorpos prévios contra T. gondii
desenvolvem encefalite. Sabe-se que o tipo Il de T. gondii estd mais associado
a pacientes com Aids no mundo, porém até o presente momento ndo havia
sido detectado na América do Sul. Varios trabalhos realizados no Brasil e em
outros paises da América do Sul detectaram os gendtipos tipo |, Ill e outros
atipicos, muitos deles virulentos (DUBEY et al., 2008b; FERREIRA et al.,
2008).
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Prestrud et al. (2008) detectaram o tipo Il em 83,6% amostras de
raposas do artico, enquanto Al-Qassab et al. (2009) detectaram o mesmo tipo
em um cao na Australia, Richomme et al. (2009) em 21 isolamentos de javalis
na Franca e Montoya et al. (2008) em 74% de gatos na Espanha.

Mesmo sabendo que no mundo o tipo Il é fortemente relacionado
com Aids, novas pesquisas sdo necessarias principalmente no Brasil (KHAN et
al., 2005; FERREIRA et al., 2008). Estes dados trazem nova perspectiva da
evolugdo do parasito, visto que suas alteragdes evolutivas podem alterar o seu
fenétipo, incluindo a adaptagao a novos hospedeiros e manifestagdes clinicas.

Dubey et al. (2006c) isolaram T. gondii de um gato na Colébmbia,
apresentando tipo Il, porém em somente cinco /oci, assim como Dubey et al.
(2006a) em 17 isolados de frangos comerciais no Chile, e Khan et al. (2005)
em pacientes com Aids. Porém Khan et al. (2005) e Ferreira et al. (2008)
identificaram maior ocorréncia de infecgdo pelo T gondii tipo | em pacientes
com Aids. Ferreira et al. (2008), no Estado de Sao Paulo, observaram 40/87
(46,0%) pacientes infectados pelo tipo | e 4/87 (4,6%) pelo tipo Ill. 6/87 (6,9%)
pacientes apresentaram alelo tipo Il, porém n&o foram confirmados pelo
sequenciamento do produto da nested-PCR do marcador SAG3. Como a
analise foi realizada em somente cinco marcadores, os proprios autores
concluem pela nao ocorréncia do tipo Il. Ja Dubey et al. (2008b) registraram um
isolamento tipo Il a partir de frangos no estado do Rio Grande do Norte, porém
em 10 /oci e alelo tipo Il no locus Btub.

As amostras TgOvBr2 e TgOvBr5 foram semelhantes a cepa
referéncia PTG, com variagdo de somente em um marcador, Apico,
amplamente variavel entre os apicomplexas, que apresentou alelo tipo I. Como
caracteristico entre os isolados tipo Il (PENA et al., 2008; DUBEY e SU et al.,
2009; KHAN et al. 2009) as amostras foram avirulentas, porém contrario ao
observado por Pena et al. (2008) quanto a viruléncia no /locus CS3,
apresentando alelo tipo Il (Tabela 48).

Fato semelhante pode ser observado nas amostras TgOvBr7 e
TgOvBr8, em relacédo a amostra de referéncia GT1, consideradas virulentas
para camundongos. Ao se comparar aos 44 genotipos obtidos no Brasil,
confirmam-se os dois primeiros isolamentos tipo Il no Brasil, em dois

municipios sulistas. Observa-se também que as amostras TgOvBr7 e TgOvBr8
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apresentam relagao filogenética proxima as amostras de galinhas (TgCkBr156,
do Rio Grande do Sul), gatos (TgCatBr83, de Sdo Paulo) e caes (TgDgBr2, de
Sao Paulo) identificados anteriormente (PENA et al., 2008), com diferengas em
alguns marcadores (Tabela 48). TgOvBr7 e 8 foram avirulentas e apresentam
alelo tipo Il no locus CS3.

TgOvBr12 foi avirulento e apresentou perfil idéntico a referéncia
TgCatBr64. Mesmo com perfis genotipicos idénticos, diferenca foi observada
no locus CS3. TgOvBri12 apresentou alelo tipo Ill considerado avirulento,
enquanto na cepa referéncia foi identificado o alelo tipo |, virulento.

Baseados na viruléncia, Pena et al. (2008) agruparam os
isolamentos brasileiros, e genotipados, em quatro grupos. Tipo Brl (virulentas),
Tipo Brll (viruléncia intermediaria), Tipo Brlll (avirulentas) e Tipo BrlV
(viruléncia intermediaria).

TgOvBr3 foi virulento e ndo apresentou perfil genotipico idéntico a
nenhuma das referéncias ou isolamento no Brasil, porém semelhanga com
TgCatBr1, isolada de gato no Parana, com diferenga apenas no locus PK1,
apresentando alelo tipo Ill. TgCatBr1 foi classificada por Pena et al. (2008)
como Tipo Brll, considerada como fenétipo de viruléncia intermediaria pois a
viruléncia varia de 0 a 100%. Enquanto isso, TgOvBr11 ndo se apresentou
semelhante a nenhum dos isolados brasileiros ou amostras de referéncia
porém foi virulento, apresentando o segundo periodo de sobrevida dos
camundongos mais curto com 12,5 dias p.i. TgOvBr4 foi o mais curto com 11,8
dias p.i., idénticos a TgCatBr5, TgCatBr11 e TgCatBr16, isolados de gatos do
Parana, e TgCatBr84, de Sao Paulo.

TgOvBr4 possui o mesmo perfil genotipico de TgCatBr5, descrito por
Pena et al. (2008), semelhante ao tipo lll, de viruléncia variavel. TgOvBr1 e
TgOvBr6 apresentaram gendétipo idéntico a referéncia MAS e outros isolados
de frangos do Rio Grande do Sul, e foram classificados como Tipo BrlV. Ambos
isolados apresentaram producédo de cistos cerebrais no bioensaio. Enquanto
TgOvBr1 foi virulenta, matando os animais com 21,7 dias p.i., TgOvBr6 foi
avirulenta. Estes resultados corroboram com os obtidos por Pena et al. (2008)
que observaram que a viruléncia em isolados do Tipo BrlV é variavel, com
fendtipo intermediario. Dado interessante é observado em relagcdo ao gendtipo

do isolado TgOvBr9. Este isolado apresentou gendtipo semelhante aos do Tipo
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BrlV em 91,7% loci, diferente apenas no marcador PK1 com o alelo tipo II. A
viruléncia apresentada por TgOvBr1 e TgOvBr9 foi semelhante com periodo de
sobrevida de 21,7 e 25 dias p.i., respectivamente. A presencga de alelo tipo Il
neste marcador, pode ter garantido ao TgOvBr9 uma sobrevida maior, porém
este dado merece maiores estudos para poder se obter uma conclusédo mais
acurada.

TgOvBr10 foi avirulento e semelhante a dois isolados genotipados
por Pena et al. (2008), TgCatBr57 e TgCatBr38, proximos aos Tipos Brll e BrlV,
respectivamente. Ambos os isolamentos diferiram dos isolados de gatos em
apenas um locus cada, alt-SAG2 e SAG1, respectivamente.

TgOvBr13 foi o unico gendtipo obtido que n&o produziu cistos, mas
foi detectado taquizoito no liquido peritoneal dos camundongos, que
apresentaram periodo de sobrevida de 22,5 dias p.i. Devido a baixa carga
parasitaria foi necessaria a realizagcao do protocolo B de genotipagem para a
genotipagem completa da amostra a partir do cérebro e liquido peritoneal dos
camundongos.

O locus CS3 foi introduzido no estudo de Pena et al. (2008) para
verificar o genétipo e a viruléncia dos isolados em camundongos. Segundo os
autores, camundongos infectados com T. gondii cujos isolados apresentem
alelos | ou Il no locus CS3 sao virulentos para camundongos, o que revelou no
referido estudo 84 e 82% de mortalidade dos camundongos, respectivamente.
Por outro lado, no presente estudo 100 e 37,5% dos isolamentos com alelo | ou
Il foram virulentos, sendo que quatro isolamentos que apresentaram alelo | ou
Il foram virulentos (TgOvBr1, TgOvBr3, TgOvBr4 e TgOvBr9), enquanto cinco
foram avirulentos (TgOvBr2, TgOvBr5, TgOvBr6, TgOvBr7 e TgOvBr8).
Enquanto isso, dois isolamentos com alelo Ill foram virulentos (TgOvBr11 e
TgOvBr13). Yai et al. (2009) obtiveram 91,1 e 85,5% isolamentos com alelos |
ou ll, respectivamente.

Do mesmo modo, o marcador ROP18 ndo demonstrou ser um bom
indicador de viruléncia, pois nenhuma das amostras virulentas apresentou alelo
tipo | (KHAN et al., 2009).

Novos estudos devem ser realizados quanto a carga parasitaria, pois
a analise da viruléncia esta intimamente associada a carga parasitaria e forma

infectante do parasito no processo de isolamento. Como neste estudo poucos
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isolamentos foram obtidos, e no caso do alelo |, somente um isolamento
apresentou este alelo no locus estudado, novos estudos devem ser realizados
com mais isolamentos com o mesmo geno6tipo (PENA et al., 2008).

Os gendtipos recombinantes ou gendétipos com alelos atipicos
representam somente 5 a 10% na maioria dos isolamentos (HOWE e SIBLEY,
1995), e sdo mais frequentes nas amostras provenientes de espécies
hospedeiras exéticas, de areas remotas geograficamente ou de pacientes com
apresentacdo clinica diferenciada. Além disso, as cepas recombinantes e
atipicas séo resultados de pressbes seletivas sobre a cepa ancestral (tipo Ill)
mais antiga, com forte influéncia sobre a viruléncia (KHAN et al., 2009). As
recombinagbes podem ocorrer mesmo sem a presengca de hospedeiros
definitivos quando o hospedeiro intermediario (humanos) ingere formas
parasitarias de outro hospedeiro intermediario (carne ovina ou suina)
(FERREIRA et al., 2008). A tipificagado genética baseada em um ou dois /loci €
limitada para a detecgéo de cepas recombinantes e atipicas, caracterizadas por
alelos incomuns em outros Joci. Assim sendo, estudos baseados na
genotipagem somente do locus SAG2 devem ser reconsiderados (DARDE,
2004; SU et al., 2006).

E possivel que a frequéncia de mais de um tipo do parasito se deva
a origem dos produtos carneos, ja que todas as amostras derivaram da carne
de diferentes espécies animais (ASPINALL et al., 2002; 2003). Aspinall et al.
(2002), averiguando a contaminagao por T. gondii em produtos carneos pela
RFLP-PCR e sequenciamento de DNA em 57 amostras de carne suina, nove
ovina e quatro bovina provenientes do Reino Unido, encontraram 21
contaminadas com o gendtipo | (16 de carne suina, quatro ovina e uma bovina)
e seis contendo concomitantemente os gendtipos | e Il (trés de carne suina,
duas ovina e uma bovina), enquanto Ajzenberg et al. (2002) e Pena et al.
(2008) relataram um unico caso de infecgdo mista em ovinos. Ja Aspinall et al.
(2003) encontraram, pela primeira vez em humanos, 31,2% de infecgdo mista
(SAG2 tipo | + tipo Il) em amostras de pacientes com infecgdes congénitas,
Aids e imunossuprimidos pela RFLP-PCR e sequenciamento. Reinfeccbes com
diferentes tipos de parasitos, ou infecgdes concomitantemente com mais de um
tipo do parasito, a partir da ingestao de oocistos presentes no ambiente ou pela

ingestéo de cistos teciduais podem ser as causas.
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Na Africa, Europa e Oceania o0 mesmo ocorre, com alta frequéncia
(PRESTRUD et al., 2008; VELMURUGAN et al., 2008; AL-QASSAB et al.,
2009; RICHOMME et al., 2009), porém o tipo Il ainda é o mais comum,
principalmente nos paises europeus (MONTOYA et al., 2008).

A propagacdo do parasita parece ocorrer primariamente pela
reproducdo clonal, com recombinacdo sexual entre as diferentes cepas do
parasita somente nas populagdes naturais por replicagdo assexuada ou
cruzamentos uniparentais (MONDRAGON et al., 1998; SWITAJ et al., 2005). A
clonalidade é evidenciada pelos isolamentos de cepas com gendtipos idénticos
de diferentes hospedeiros de areas geograficas distintas. Com relagdo ao
fendtipo de viruléncia para o camundongo e estudos de evolug¢do da viruléncia
das cepas, Khan et al. (2009) pesquisaram os alelos na proteina ROP18
serina/treonina kinase, apresentando trés tipos de alelos, e classificaram as
diferentes cepas de acordo com o alelo: altamente virulentas (alelo 1), quando o
parasita € suficiente para matar o camundongo; e de viruléncia intermediaria
(alelo Il), quando o parasita ndo é suficiente para matar o camundongo, mas a
medicagdo do animal, com altas doses de sulfonamidas, é necesséaria para
prevenir a morte, e avirulentas (alelo Ill, mais antiga, com cerca de 10 milhées
de anos).

Grigg et al. (2001) avaliaram a geragao F{ de um cruzamento entre
tipo Il e lll, avirulentas em camundongos, para verificar se tal mistura poderia
originar uma cepa altamente virulenta, como observado em alguns isolamentos
no mundo, e verificaram que as cepas recombinantes foram mais virulentas 3
logs mais que seus ancestrais. Assim, verifica-se que a recombinagao sexual,
combinagdao de polimorfismos em duas linhagens clonais competitivas e
diferentes, € um mecanismo de evolugao natural da viruléncia deste patégeno.
Estas recombinagdes, na natureza, ocorrem entre e intra amostras domésticas
e silvestres (AJZENBERG et al., 2004).

Assim, estudos evolutivos podem mostrar registros de adaptagdes
do parasito a novos hospedeiros com aumento ou diminuicdo da viruléncia
(GRIGG et al., 2001; SU et al., 2006; VELMURUGAN et al., 2008; PENA et al.,
2008; ZHOU et al., 2009). Isto pode ser comprovado pelos registros de Grigg et
al. (2001) que sugerem que os genotipos predominantes nos dias de hoje

existem como resultado de um surto pandémico de misturas genéticas de duas
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linhagens ancestrais discretas. Os limites até onde a reproducédo sexual e a
expansao clonal do parasito alteram o perfil do T. gondii atual é questao central
para se entender a estrutura genética populacional global do parasito (GRIGG
et al., 2009). Com esses dados, poder-se-a entender a ocorréncia de novos

surtos e ainda predizer a evolugao do parasito.
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1VII. CONCLUSOES

1. MAT-AF e RIFI-IgG apresentaram concordancia quase perfeita (x =
0,9468), podendo ambas serem utilizadas como triagem para inquéritos

soroldgicos nesta espécie;

2. Entre os tecidos analisados, o cérebro mostrou-se como tecido de eleicéo

para o estudo da toxoplasmose em ovinos naturalmente infectados;

3. A PCR 529bp repetitiva 300 vezes apresentou boa sensibilidade e
excelente especificidade, porém diretamente relacionada a carga

parasitaria da amostra;
4. A genotipagem revelou alta diversidade genotipica dos isolados;
5. Os marcadores CS3 e ROP18 nao foram bons indicadores de viruléncia;

6. PCR e RFLP-PCR do gene 18S rRNA mostrou ser excelente alternativa

para a diferenciagcao entre T. gondii e outros parasitos;

7. Primeiro isolamento do gendtipo tipo Il clonal de T. gondii na América do
Sul, caracterizando-se por ser avirulento, bem como a co-infeccdo de T.
gondii com S. tenella, este ultimo também identificado pela primeira vez em

animais naturalmente infectados no Brasil.
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Sarcocystis tenella isa dog-sheep protozoan parasite, causing a widespread enzootic muscle
parasitosis and neurological disease mainly in lambs, This parasite is pathogenic to sheep
and impartant to the economical production of sheep. The present study was initially aimed

Accepted 7 July 2009 to determine Toxoplosma gondil infection and the occurrence of co-infection with other

Apicomplexa parasites in GO2 Brazilian sheep. Twenty of these sheep were positive with
i , antibodies to T. gondii by MAT and IFAT-1gG tests, positive with PCR-RFLP genotyping at
-To;ruﬂj:f}lnnnur;ndﬂ multiple lock and pamsites were isolaved from mice infected with sheep tissue samples. Two
Maniral i nfecrion additional sheep bom in Brazil a 2-year-old female Polwarth {Ideal) sheep, a breed
Co-infection originated from Australia (#1), and a 1-year-old male Comiedale sheep, a breed originated
Molecular techniques from New Zealand and Australia( #2) were positive to T, gondii antibodies by serum tests, and
Slaughterhouse PCR, but negative for bioassay in mice, In genotyping at 12 locl, sheep #1 sample and #2

Human consumption presented positive results only for some markers. PCR-RFLPof 185 rbosomal RNA{ 185 rRNA)
wis performed in all 22 animals to identify the possibility of co-infection of T. gondi with
other Apicomplexa parasites, such as 5 fenelln, Neosporn coninum and Hommaondia
hommondi, resulting in a T. gondii profile for the first 20 animals and a unique genotyping
profile forsheep#1 and #2, identicalto 5. tenella, The 185 rRNA PCR products (-~ 310 bp) were
sequenced and blasted toGenBank database at NCBI. Both samples were identical to 5. tenella
185 rRNA gene (GenBank accession number L24383-1 ), These results suggest the existence
of co-infection of 5 tenella with T. gondii In ewes from Brazil.

& 2009 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction 1995; Adnana et al., 2008). 5 tenella causes widespread

enzootic muscle parasitosis, causing significant losses in

Sarcocystis is one of the most prevalent intracellular
protozoan parasites in food livestocks such as cattle, sheep
and goat. Sarcocystis tenella (Synonymous = Sarcocystis
ovicanis) 15 a pathogenic species transmitted by canids,
the definitive hosts (Dubey et al, 1982, 198%9a; Tenter,

* Corresponding author at; Departamento de Higiene Veterindria ¢
Saide Miblica Faculdade de Medicina Veterinidria ¢ Zootecnia (FMVZ),
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Distrito de Rubido [anior s/n.
186 18-000 Banscar, 5P, Brazil, Tel.: +35 14 381 16270,
fax: +55 14 321160745

E-inail address; silva_rcdyahoo.com.br (RC, da Silval

D40 T[S = wew front matter © 2008 Elsewier BY. All rights reserved
dal: 10101 6/pverpar20059.07 016

the lifestock industry due o death of the animal or
abortion of pregnant ewes during acute sarcocystiosis, and
reduced weight gain, milk and wool production during
chronic sarcocystiosis ( Dubey etal., 198%: Pescador et al.,
2007 ) and neurological disease mainly in lambs {Dubey
et al, 1989b; Henderson et al, 1997: Yazicioglu and
Beyazit, 2005), Sheep become infected with 5 tenella by
ingesting sporocysts with contaminated food or warter
(Tenter, 1995). Encephalitis may occur in infected sheep,
which 1s similar to two other protozoans, Toxoplasma
gondii and Neosporo caninum (Dubey and Beattie, 1988;
Dubey, 1990).
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In this study, we report two cases of natural infections
of 5 tenella in sheep from Brazil for the first tme. Serum
test and molecular typing of these sheep samples also
suggested co-infection of T, gondil,

2 Case report

Six hundred and two sheep [rom Southeast and South
regions of Brazil were slaughtered in two different
slaughterhouses from Sdo Paulo state, Brazil, and assayed
for T. gondii infection. None of these animals presented any
neurological or respiratory signs at that moment. All of
them were initially tested for T. gondii antibodies by
Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT) (Camargo, 1964)
and by Modified Agzlutination Test (MAT) [ Desmonts and
Remington, 1980). The brain and muscle tissue {pool of
heart and diaphragm) were bivassayed in mice from serum
positive animals, aiming to isolate T. gondii strains. Twenty
amimals presented positive results for serology and
bioassay in mice. Two additional sheep born in Brazil,
one 2-year-old female Polwarth (1deal) sheep [(#1), a breed
from Australia and bred extensively in Santana do
Livramento, Rio Grande do Sul State, South region of
Brazil; and one 1-year-old male Corriedale sheep (#2), a
breed from New Zealand and Auvstralia and bred exten-
sively in Pirajui, 5o Paulo State, South-cast region of Brazil
resulted positive for serology with higher titers (#1:
MAT = 4096, IFAT-1gG =1024; #2: MAT=256, IFAT-
IgG = 64), but negative for bioassay in mice.

These 22 samples were screened for T. gondii infection
by Polymerase Chain Reaction (PCR) of the 300-fold
repetitive 529 base pair (bp) sequence (Homan et al.,
2000). The genotype of T. gondii was determined by

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLIY) using
12 markers including SAGT, 5-3'5AG2, altSAG2, SAGS,
BTLB, GRAB, L1358, ¢22-8, ¢29-6, PKI1, Apico and CS3 to
genotype T, gandii (Su et al, 2006}, Six T. gondii reference
strains (GT1, PTG, CTG, MAS, TgCeCal and TeCatBr5) and
negative contral were included. Twenty sheep were
confirmed by genotyping. The typing in 12 markers for
sheep #1 and #2 presented products for some markers, as
SAGT (type Il or LI; #21, 5°-3'SAG2 (type | or II; #2); alt-
SAG2 (type I1; #2); SAGS (type 1 both animals); Apico
(type unigue-1; #1), and negative results for other markers,
To determine the possibility of co-infection with 5. renella,
N. caninum and Hammondia hommondi m all animals,
nested PCR of 185 ribosomal RNA (185 rRMNA) was
performed using 25 pM of external primers Tgl8s48F
(S'CCATGCATGTCTAAGTATAAGCY' ) and  Tel8s350R
(S'CTTACCCGTCACTGCCACY), and 50 pM of internal
primers Tel8s58F (S'CTAAGTATAAGCTTTTATACGGCE")
and Tol8s5348R (¥ TGCCACGOTAGTCCAATACT) (Inte-
grated DNA Technologies, USA) with a 290 base pair
(bp] product for Sarcocystis newrona, N. conminum, H,
hammondi and T. gondif, and 310 bp for other Sarcocystis
spp. (Fig. 1). PCR-RFLP was performed to check the sheep
samples with references including Sorcocystis miescheri-
ana, Sarcocystis capracanis, Sarcecystis moulei, Sarcocystis
gigantea, Sarcocystis hominis, 5 tenella, 5. neurona, N
caninum [MNc-Liv), H. hammondi and T. gondii (MAS). All
cycling reactions were carried out using a MasterCycler EP
gradient (Eppendorf, USA), and run in a 1.5% agarose gel
electrophoresis to checking the quantity and quality of the
PCR products. The products of nested PCR were digested by
two sets of restriction enzymes (set 1: Alul and Hhal,
to differentiate S, tenella from T. gondii, N, caninum and

Fg. 1. Nested PCR of 185 rRNA for the reference stralns, Legend: MW: low molecular weight ladder (New England Biolabs, USAYE Smie! Sarcocysis
miescheriana; S.cap: Sarcocystis capracanis; Smou: Sarcecystis mouled; S.gig: Sarcocysris gigantea; Shom: Sarcocystis hominis; Sten: Sarcocysris tenella; Sonew:

Sarcocystis newrona; #1: Polwanth sheep; #2: Corriedale sheep; N.can: Neospara can

¢ Hoham: Hi

dia hammandi; T.gon: Toxoplasma gondii,
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Fig. 2. RELP-PCH products of 185 rBMA for the reference strains digested by Alul and Hhol restriction enzymes. Legend: MW: low mabecular weight ladder
[Mew England Biolabs, USA); S.mie: 5. miescheriano; 5.cap: 5. capraconis; S.amou: 5, mowld; Sgig: 5. giganten; Shom: S hominis: S.ten: 5. fenelle; Soeu: 5
meurona; ®#1: Palwarth sheep; #2: Corriedale sheep; Nean: N coninurr; Hham: H hammeondi; T.gon: T. gondii.

H. hammendi; set 2: Ddel. Hpy188Il and Mspl, o
differentiate all Sarcocystis species) (New England Biolabs,
USA) at 37°C during 60min each set. All digestion
products were run in 3% agarose gel resulting in a T,
gondii profile for the first 20 animals, Sheep #1 and #2
presented unique product in nested PCR (<310 bp) and
genotyping profile in PCR-RFLP, compared to the refer-

ences, similar to S, renello (Figs. 2 and 3). The nested PCR
products for 185 rRNAwere purified using a Montage™ PCR
Centrifugal Filter Devices, P36461 (Millipore, USA) and
quantified using Hoefer Muorometer DNA Quantitation
D200 (Hoefer, USAL

Direct sequencing of purified PCR products was
performed at the University of Tennessee lab facilities,

Fig. 3. 185 RFLP-PCR products of 135 rRNA for the reference strains digested by Ddel, Mspl and Hpy 18811 restriction enzymes. Legend: MW: low molecular
weight ladder (New England Biolabs, USA ) S.mie: 5 migscheriona; S.cap: 5. capracanis; S.mou: 5 moulel: S.gig: 5 gigantea; 5hom: 5, hominis: Sten: & tenella
Sneu: S neurond; #1: Polwarth sheep:; #20 Cormedale sheep:; Mocan: N, canfnum; Hoham: M. hammondi: Tgon: T godri.
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using 5 M of the internal primers used for nested PCR
(Te18558F and Te185348R ) and at least 50 ng L' of DNA
purified product, Sequencing was carvied oul using a 3730
ONA Analyzer (Applied Biosystems, USAL The 185 rRNA
sequenced were edited in BioEdit and blasted in GenBank
database at NCBI. Both samples were identical to 5. tenella
185 rMNA gene (GenBank accession number L24383-1)

3. Discussion

In this study, 602 animals were slaughtered in rwo
different slanghterhouses with 2 sheep were infected with
5. tenella. In Brazil, there were only reports of experimental
infection by S, tenella in sheep (Pacheco et al, 1995;
Botelho and Pacheco, 1996 ), or natural infection caused by
other Sarcocysiis species,

Four Sarcocystis species have been reported in sheep: 5
meantea, Sarcocystis areticanis, Sarcocysiis medusiforms and
5 tenella, being the last one the most pathogenic to sheep
(Dubey et al., 1989a.b), Sheep can be infected by 5. tenella
when ingesting food or water contaminated with spor-
ocysts. Usually the clinical signs are discrete, and when
present, include anorexia, fever, decreased weight gain,
anemia and abortions in ewes (Pescador et al, 2007 ).
Neurological signs including encephalomyelitis, muscle
weakness, hindlimb paresis and ataxia have been seen in
naturally infected sheep. After recovery from the acute
illness, some sheep may lose their wool. Acute deaths can
also occur without other symptoms (Dubey et al., 1989b;
Henderson et al,, 1997; Buxton, 1998 ). The prevalence of 5,
tenella in sheep is variable worldwide, Asia presents the
highest occurrence, with 96.9% in Mongolia (Fukuyo et al.,
2002), 93% in Frhiopia {(Woldemeskel and Gebreab, 1998),
47.3% [(Ozkayhan et al., 2007) to 86.5% in Turkey (Beyazit
et al, 2007). 33.9% in Iran ( Daryani et al., 2006), 91.7% in
Romania [Adriana et al, 2008), and 84% in United States
(Dubey etal., 1988). The high prevalence is associated with
the free-access of dogs, the definitive host, to the Nock in
farms (Adriana et al, 2008) or amhropods acting as
mechanical vectors for Sarcocystis sporocysts excreted in
dog feces,

Heart, diaphragm, and skeletal muscles are the
preferred organs for Sarcocystis spp. in the intermediate
hosts and can persist through life of the hosts (Buxton,
1998; Daryani et al., 2006}, In this study we detected 5
tenelln and T. gondii co-infections in muscle (diaphragm)
heart) and the animals did not present clinical signs. Only a
few markers give positive typing results of T. gomdii
infection for the two sheep samples, suggesting parasite
tissue load is low.

Molecular diagnosis is highly sensitive to detect and
differentiate the parasites. The specificity of the 185 rRNA
was previous confirmed by Tenter et al. (1992, 1994), Ellis
et al. (1995), Guo and Johnson (1995], Jeffries et al. (1997)
and Yang e al, {2001 ) that considered as a powerful tool for
species-specific differentiation of the three ovine Sarcocystis
species (5. tenella, 5. capracanis, 5. arieticanis and 5. glgantea),
N.caninumand T. gondil #1 and #2 sheep samples presented
adifferent product size (310 bp) from all other animals and
5.neurona, N.canirum, H. hammondi and T. gondii (290 bp.in
nested PCR, bur similar to other Sarcocysris species. RFLP-

PCR of all other animals confirmed the infection only by
T. gondii. while these two amimals presented different
products compared to different Apicomplexa parasites,
including T. gondii and Sarcocystis species, except 5 fenella
(Figs. 2 and 3),

The sequencing results for 185 RNA gene did not
detecta T, gondii profile probably due the low parasite load
in the analyzed samples. It can be observed on RFLP-PCR
results for both sheep #1 and #2 that presented specific
products for T. gondii after digestion for only some
markers. In these sheep, the presence of T. gondii was
confirmed by serology, PCR 300-fold element and partal
RFLP-PCE results. Andrade and Weiland (1971 ) and Moon
(1987) discharged the possibility of cross reaction
between Sarcocystis spp. and T. gondii in IFAT, and
evaluating the PCR described by Homan et al. (2000},
they also reported no cross reaction of T. gondii with
Echinococcus granulosis, Giordio duodenalis, Plasmodium
faleiparum, Sarcocystis spp. Trichinella spiralis, Trichomo-
nas vaginalis and N. caninum using this PCR protocol,
Additionally, this PCR derects more copies than 185 rRNA.
50, the co-infection occurred in those two animals but 5.
renella could present higher DNA amount than T, gondii.
Based on these and sequencing results, we report the first
identification of & renella and the co-infection with T,
gondii in sheep from Brazil,

Thus, this report demonstrates the presence of 5 fenefla
in commercial sheep bred extensively in two different and
important economical reglons from Brazil for sheep Nock
breeding, co-infected with T. gondii, both as subclinical
infection, showing the imporance of the maolecular
techniques as an epidemiological and diagnosis wol to
determine the agent(s) involved in the infection or co-
infection.
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“Caracterizaciio genotipica de amostras de Toxoplasma gondii isoladas
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ﬁﬁw&mExpuﬁnmtwﬁuﬁnimalefoiapm\ulupelaC&mmlduEﬁca

Faculdade de Medicina Veteriniria e Zootecnia, em 21 de setembro de
2006.

R.C. Silva— 2009



155

_ TTEL I 1T _ M [ I Il I [ 914g6ab1 (8¢)
_ 1l _ 11 1l 11 1l 1l _ 1l 1l _ cLgnob1L (2¢)
_ _ _ 1l 1l 1l Il 1l _ 1l 1 _ 0l L4g0b1 (9¢)
_ _ 1l _ _ Il 1 1l 1l I _ _ /6ig1enb 1 (G¢)
_ 1l _ 1l _ _ 11 Il Il _ _ _ 9G14g3061 (¥€)
_ 1l I _ 1l _ 1l 1l 1l I _ _ Ligieob1 (€¢)
_ _ 1l 1 _ L-n 1 1l 1l L-n _ _ y9.g1e0b 1 (ze)
_ _ 1l _ _ L-n 11 1l 1l I _ _ zsigienbl (1)
_ _ 1l i 1l L-n I 1l 1l I _ _ ey1Igq0bL (0g)
_ _ 1l _ _ L-n I 1l 1l _ _ _ 0GJg1enb 1 (62)
_ _ I _ _ L-n I 1l 1l _ _ _ zlig1enb) (82)
_ _ I _ _ L-n I Il 1l I _ _ 814g6ab1 (£2)
_ [ _ _ _ I 1l 1l _ _ _ 61g1eDb 1 (92)
_ _ _ 1 1l L-n 1 _ 1l _ _ _ zigbabL (2)
_ _ 1l _ _ L-n 1l _ 1l I _ _ yeigrenb 1 (¥2)
_ _ 1l 1l _ I 1l _ Il I _ _ 1 14g4061 (€2)
_ _ _ 1l _ L-n I _ 1l _ _ _ Gpigienb (22)
_ _ _ _ _ L-n I _ 1l _ _ _ zigeobl (12)
_ | 1N _ _ _ I _ 1l _ _ _ gzigienbl (02)
_ 1l 1l _ 1l Il 1l 1 _ I _ _ 6014934061 (61)
_ _ I _ _ I I 1l _ I _ _ ovigienbl (81)
_ _ _ _ _ L-n _ 1l _ _ _ _ 6.4g1e0b61 (21)
_ 1l 1l _ _ L-n _ _ _ _ _ _ Ly 11gn061 (91)
_ 1l _ M _ I _ _ _ _ _ _ 1SVO (S1)
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 88HY (¥1)
€80 o0o1dy |)d 8SE€1 2T-6Z0 $-TZ2 9VHD amig €OVS ZOVS-He ZOVS.E-S 1OVS

sale|n2ajow salopedlep

sedan ousibay

‘njeonjog "ueono 6] ep wsale (800z) |e 18 eusad Jod YDd-d14Y

'600¢

ejaed sopnqo ipuob -; ap sodijousb ap ouewng g adipuady

R.C. Silva — 2009



156

1l _ 1l _ _ z-n 1l _ Il I _ L-n ueono] 6] (g9)
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 119 (¥9)
_ | Zgn _ L-n I I I 1l I I _ 1egbo61 (€9)
/1 Il Il I Il I I I I I I i/ 91d (29)
/1 1l 1l 1 1l 1 1 1l 1l 1l 1l i/ 919 (19)
/1 1l _ 1 1l _ 1l 1l 1l 1l 1 il 614940061 (09)
L-n _ M _ _ L-n 1 1l 1l 1l 1l L-n GGLIgn0b1 (69)
L-n _ Il I - I I 11 11 I I L-n 91 14g%061 (89)
L-n _ 1l _ _ L-n 1l 1l 1l I _ L-n SYW (29)
L-n _ 1l _ _ Il 1l 1l 1 L-n _ L-n geigienbl (99)
L-n _ M _ _ I 11 1l Il I _ L-n ¥14g96ab1 (G9)
L-n | }-n _ _ I 1 1l 1l I _ L-n yyigrenb | (¥S)
L-n _ _ _ _ I 1 _ 1l I _ L-n 9.g6@b1 (€9)
_ _ 1l 1 1l 1 1 1l 1l 1l 1 _ LLLgobL (z9)
_ 1l 1l 1 _ 1 i 1l 1l 1l 1l _ GlLigenbl (19)
_ 1l 1l 1 1l I 1 1l 1l 1l 1 _ cigienb| (09)
_ | -n _ 1l I 1 1l 1l 1l 1l _ Lgigienb (6%)
_ 1l 1 _ 1l _ 1 1l 1l 1l 1l _ /91g1e0b1 (8%)
_ | 1N _ _ _ 1 1l 1l 1l 1l _ gigienb| (L¥)
_ 1 1l _ _ _ 1l 1l 1l 1l 1l _ olLigienbl (9%)
_ 1l 1l 1 _ _ 1 1l 1l 1l 1l _ ozigienbl (G¥)
_ _ _ _ _ _ I 1l 1l 1l 1l _ 81g96ab1 ()
_ 1l _ _ _ L-n I Il 1l 1l 1l _ 201L4g4061 (€¥)
_ _ I _ _ L-n I 1l 1l 1l 1l _ Gzigeohbl (z¥)
_ [ _ _ L-n I 1l 1l _ - | 0z-9ig1eDbL (L)
_ | 1N _ _ L-n I 1l 1 1l 1l _ gligienbl (o¥)
_ n - 1n _ _ L-n 1 _ 1l 1l 1l _ LyigienbL (6€)
€89 o0o1dy LYd 8S€1 2T-62° 8-ZZ2 9VHO anig €OVS ZOVS-He ZOVS.E-S 1OVS

sale|ndajoW salopediel

sedan ousibay

R.C. Silva — 2009



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DEDICATÓRIA
	AGARADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	LISTA DE TABELAS, QUADROS, FIGURAS, ABREVIATURAS, SÍMBOLOS
	LISTA DE QUADROS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS

	SUMÁRIO
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO DE LITERATURA
	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	4.1. Delineamento experimental
	4.2. Colheita das amostras
	4.3. Cepas de T. gondii
	4.4. Produção de antígeno
	4.5. Exames sorológicos
	4.6. Bioensaio em camundongos (isolamento)
	4.7. Genotipagem das amostras de T. gondii
	4.8. Análise filogenética
	4.9. Análise dos dados

	5. RESULTADOS
	5.1. Sorologias
	5.2. Bioensaio em camundongos
	5.3. Biologia molecular

	6. DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS E BIBLIOGRAFIA
	ARTIGO PUBLICADO

