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RESUMO GERAL

Ha relatos de pessoas soropositivas para N. caninum, entretanto, os dados
epidemioldgicos sdo escassos, particularmente em trabalhadores rurais em contato
direto com animais soropositivos. A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicao
mundial e pode manifestar-se como infeccdo ou doenca nas diversas espécies animais
de sangue quente, incluindo o homem. Embora os bovinos sejam considerados
resistentes a toxoplasmose, os dados disponiveis atualmente sao discrepantes.
Considerando a importancia desses dois parasitas e a escassez de informacdes no
Parana, objetivou-se no presente estudo verificar a concordancia do diagnéstico de N.
caninum e T. gondii no soro e leite de bovinos leiteiros; investigar a presenca de
anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii por reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e reacéo de polimerase em cadeia (PCR convencional e PCR em tempo real), em
trabalhadores rurais e individuos imunodeprimidos portadores do virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV), do Estado do Parand; avaliagdo dos fatores de risco
associados a infeccédo por T. gondii em trabalhadores rurais do estado do Parana. O
presente estudo esta dividido em quatro capitulos. O capitulo | aborda a revisao
bibliogréafica geral sobre o N. caninum e o T. gondii; os capitulos Il a IV estédo escritos na
foram de artigos cientificos e descrevem os resultados obtidos no presente estudo. O
Capitulo Il aborda a Concordancia na detecgéo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e
anti-Neospora caninum no sangue e no leite bovino pela Reacao de Imunofluorescéncia
Indireta. Para a toxoplasmose, o teste de RIFI em amostras de leite ndo é indicado,
porém é viavel para o diagnostico da neosporose bovina. No Capitulo Il estdo descritos
o sorodiagnéstico e a investigacdo molecular de N. caninum e T. gondii em seres
humanos. Os anticorpos anti-N. caninum foram detectados em individuos soropositivos
para HIV com titulo de anticorpos séricos de 50 em 31,2% das amostras; ndo foram
detectados anticorpos contra N. caninum nas amostras de soro de trabalhadores rurais;
nao foram identificados resultados positivos por PCR para o N. caninum; foram
detectados anticorpos anti-T.gondii, pela RIFI, em 68,7% dos individuos soropositivos
para HIV e em 40,7% dos trabalhadores rurais; ndo foram identificados resultados
positivos pela PCR convencional e PCR real time para o T. gondii. No Capitulo IV esta
descrito o estudo dos Fatores de risco associados a infec¢do pelo Toxoplasma gondii
em trabalhadores rurais pertencentes a propriedades leiteiras da microrregido de
Toledo, oeste do Parana. Neste estudo foram encontrados altos titulos de anticorpos
anti-T. gondii em 4,4% (1024) nos individuos amostrados; houve associacao estatistica
significativa para o consumo de leite cru bovino e realizar atividades ligadas ao solo; a
associacao dos riscos relacionados a deteccdo de anticorpos anti-T. gondii como sexo,
contato com bovinos soropositivos, consumo de carne crua ou mal cozida, consumo de
hortalicas cruas, contato direto com felinos, consumo de embutidos e consumo de agua
de poco, néo influenciaram na distribuigéo dos sororreagentes.

PALAVRAS-CHAVE: Neospora caninum; Toxoplasma gondii; HIV; Imunodeprimidos;
trabalhadores rurais; vacas leiteiras.



ABSTRACT

Reports show existing cases of N. caninum seropositive people. However, epidemiologic
data is scarce, particularly for farm workers in direct contact with seropositive animals.
Toxoplasmosis is a worldwide zoonotic disease and it can emerge as infections or
sickness in all warm-blooded animals, man included. Although cattle are considered
resistant to toxoplasmosis, currently existing data are discordant. Taking into account
the importance of both parasites and the shortage of information in Parana, we aimed at
verifying the diagnosis concordance between N. caninum and T. gondii in cattle blood
serum and milk; the presence of anti-N. caninum and anti-T. gondii antibodies through
indirect immunofluorescence test and polymerase chain reactions (conventional and
real-time PCR) in farm workers and in immunocompromised individuals who carry the
human immunodeficiency virus (HIV), in the state of Parana; and the evaluation of risk
factors associated to T. gondii infections in farms workers at the state of Parana. This
paper is divided in four chapters. Chapter | approaches General bibliographical review
on N. caninum and T. gondii; chapters II-IV were written as scientific articles, describing
the results obtained in our study. Chapter Il evaluates the Concordance between the
detection of antibodies against Toxoplasma gondii and Neospora caninum in serum and
milk of cattle by indirect fluorescent antibody test (IFAT). As for toxoplasmosis, IFAT
testing in milk samples is not indicated, but it is feasible for diagnosing cattle
neosporosis. Chapter 1ll describes Serodiagnosis and molecular investigation of N.
caninum and T. gondii in human beings. Anti-N. caninum antibodies were detected in
HIV-seropositive individuals, whose serum antibody titers ranged 50 in 31.2% of
samples. Anti- N. caninum antibodies were not found in serum samples from farm
workers; and there were no positive results for N. caninum PCR. Anti-T. gondii
antibodies were detected through IFAT in 68.7% of HIV-seropositive individuals and in
40.7% of farm workers. No positive results for conventional and real-time PCR were
identified when it came to T. gondii. Chapter IV reports the research on Risk factors
associated to toxoplasmosis in farm workers, all of which are inhabitants of Toledo and
its outskirts, in western Parana. Such research found high anti-T. gondii antibody titers
that reached 4.4% (1024) in sampled individuals. There was significant statistical
association as for raw caw milk and carrying soil-related tasks. Risk associations related
to detecting anti-T. gondii antibodies — like gender, contact with seropositive animals,
raw or rare meat consumption, vegetable consumption, direct contact with felines,
sausage and water consumption — did not influence the distribution of serodiagnostic
reagents.

Keywords : Neospora caninum; Toxoplasma gondii; HIV; immunocompromised; farm
workers; dairy cattle.
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1 INTRODUGCAO GERAL

O protozoario do género Neospora pertence ao filo Apicomplexa, classe
Sporozoea, ordem Eucoccidiida e familia Sarcocystidae (DUBEY et al.,, 1988;
HOLMDAHL et al.,, 1994). No género Neospora duas espécies sao conhecidas:
Neospora caninum (DUBEY, 1988) e Neospora hughesi (MARSH et al., 1998).

O protozoério Toxoplasma gondii pertencente ao reino Protista, filo Apicomplexa,
classe Sporozoa, ordem Eucoccidiida, subordem Eimeriina, familia Sarcocystidae e
subfamilia Toxoplasmatinae (LEVINE et al., 1980).

O céo é o hospedeiro definitivo do N. caninum, assim como o coiote, o dingo € 0
lobo (McAllister et al., 1998; GONDIM et al., 2004; KING et al., 2010; DUBEY et al.,
2011). A infeccdo por N. caninum € associada a disturbios de ordem neurologica em
cades (BERTOCCO, 2008), e em relacdo ao T. gondii essa espécie animal pode estar
envolvida na transmissdo mecanica aos humanos (LINDSAY et al., 1997). Apesar da
evidéncia da presenca de anticorpos contra N. caninum em doadores sanguineos
humanos, seu potencial zoondtico ainda nao foi estabelecido (LOBATO et al., 2006).

A neosporose foi diagnosticada em varios estados brasileiros, mas sdo poucos
0s estudos sobre as perdas reprodutivas em bovinos, como repeticdo de cio, anestro
temporario, abortos, nascimento de animais fracos e inviaveis, com sinais neuroldgicos,
ou persistentemente infectados (BRUHN et al., 2013).

A importancia econdmica da neosporose bovina é atribuida principalmente aos
custos associados ao aborto, valor dos fetos, inseminacao artificial, diminuicdo da
producédo de leite e carne, aumento do descarte e a reposi¢do dos animais. Recentes
estudos calcularam perdas econdmicas na ordem de 2,8 bilhdes de doélares por ano
para um grupo de dez paises, entre eles o Brasil com perdas estimadas em 153,2
milhdes de dolares no mesmo periodo (REICHEL et al., 2012).

Em seres humanos, um estudo realizado na Califérnia, Tranas et al. (1999)
detectaram anticorpos anti-N. caninum com em 6,7% dos soros humanos analisados
pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Na Inglaterra, um estudo com 518

trabalhadores rurais e 3.232 pessoas nao consideradas “grupo de risco”, McCann et al.
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(2008) nao observaram soropositividade para N. caninum através da RIFI, embora
tenham sido encontrados bovinos soropositivos na mesma localidade.

Lobato et al. (2006) em Minas Gerais, detectaram anticorpos IgG contra N.
caninum em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e em
pacientes com alteracdes neuroldgicas. O estudo sugere a possibilidade da neosporose
constituir uma parasitose oportunista em pacientes imunocomprometidos.

Os primeiros relatos da toxoplasmose em seres humanos foram realizados nas
décadas de 1920 e 1930. Em 1923, JANKU observou o agente em um exame
histopatoldgico de retina de uma crianca de 11 meses, em Praga, na Tchecoslovaquia.
TORRES em 1927, no Rio de Janeiro, descreveu o T. gondii como causa de
meningoencefalite congénita, miocardite e miosite de um recém-nascido. Em 1937,
WOLF e COWAN, relataram a doenca em varias criancas e demonstraram a
transmisséo transplacentaria, além de isolarem o parasita por inoculagdo em animal e,
na década de 40, a caracterizacdo da doenca em individuos adultos foi documentada
por PINKERTON e WEINMAN (1940) nos Estados Unidos (EUA) (REMINGTON et al.,
2001).

A importancia da toxoplasmose animal decorre, em primeiro lugar, pelo fato dos
animais infectados servirem de fonte direta ou indireta de infeccdo ao homem e, em
segundo, pelas diversas alteracfes reprodutivas como o aborto, a mortalidade neonatal
e os defeitos congénitos consequentes a infeccdo por T. gondii, que representam
significativos prejuizos em animais de interesse econémico (SAWADOGO et al., 2005;
YU et al., 2007). Em animais destinados ao consumo humano no Brasil, as
soroprevaléncias para T. gondii sdo de 9,6% em suinos (SUAREZ-ARANDA et al.,
2000), 19,25% em bovinos e 36.9% em ovinos (ROSSI et al.,, 2011). O consumo de
carne crua ou mal cozida € uma fonte de contaminacédo humana (DUBEY, 1996).

Aproximadamente 30% da populagdo humana possui anticorpos contra esse
protozoario (PENA et al., 2006). No Brasil, a soroprevaléncia varia de 26,17% a 80%
(CANTOS, 2000; BORGUEZAN et al., 2014). A prevaléncia de individuos soropositivos
para toxoplasmose aumenta com a idade e difere dependendo dos padrfes culturais da
populagdo, habitos alimentares e procedéncia urbana ou rural. Em regifes tropicais ou

subtropicais de clima umido, a prevaléncia € mais elevada, pois este tipo de clima
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favorece a sobrevivéncia dos oocistos no meio ambiente (GUIMARAES et al., 1999;
SOUZA et al., 2002; AMENDOEIRA et al., 2003).

O diagnéstico destas protozooses pode ser realizado através das técnicas que
revelam a presenca do parasito, como histologia, imunohistoquimica e amplificacdo dos
genes (PCR), ou por técnicas que evidenciam a presenca de anticorpos, como reagao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI), métodos imunoenziméticos (ELISA) e
soroaglutinacdo (JOURNEL e PITEL, 2001).

Segundo Dubey e Lindsay (1996), na RIFI existe a possibilidade de reacéo
cruzada entre N. caninum e T. gondii, sendo importante nos estudos sorolégicos
pesquisar anticorpos para ambos os protozoarios. No entanto, essas reagdes cruzadas
sdo relativamente baixas ou nulas, porque nesse método sao avaliados os antigenos de
superficie (HADDAD, DOHOO e VANLEEWEN, 2005).

Existem estudos verificando a soroprevaléncia para o T. gondii em trabalhadores
rurais no Parang, porém estes sdo escassos, limitando-se a trabalhos realizados na
regido norte e sudoeste do estado (GARCIA e NAVARRO, 1995; GARCIA et al., 1999;
DAGHER et al., 2004; MILLAR et al., 2007), havendo assim necessidade de ampliar os
estudos neste tipo de individuos em outras regides do estado, como a regido Oeste.

A presenca de anticorpos nao evidencia uma infeccdo ativa, apenas que o
individuo foi exposto ao agente, faz-se necesséaria a pesquisa através de técnicas que
revelem o DNA do parasita em amostras clinicas, a técnica molecular mais utilizada
para este fim € a Reagcdo de Polimerase em Cadeia (PCR), no Parana ndo foi
encontrado estudo no que se refere a pesquisa molecular de N. caninum e T. gondii em
amostras de sangue periférico humanas.

Considerando os fatores como importancia da atividade pecuéaria no pais,
principalmente a bovinocultura leiteira, o convivio proximo de trabalhadores rurais com
animais e o possivel potencial zoonético da neosporose, deveria ser realizado um
levantamento sorolégico diagndstico em populacdes humanas, semelhante ao que
ocorre com a pesquisa de anticorpos do T. gondii em individuos cuja ocupacao 0s
coloca em contato direto com animais de produgdo soropositivos, uma vez que diversos

trabalhos vém relatando a presenca desse parasita em animais de produ¢cdo como um
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fator de risco a soropositividade para toxoplasmose humana (TENTER et al., 2000;
DAGUER et al., 2004; ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2011).
Esta Tese est4 dividida em quatro capitulos:
. O Capitulo I aborda a reviséo bibliogréafica geral sobre o N. caninum e o T. gondii;
Os capitulos Il a IV estdo escritos na forma de artigos cientificos e descrevem os
resultados obtidos no presente estudo:
. Capitulo Il - Concordancia na detecgdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e
anti-Neospora caninum no sangue e no leite bovino pela reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI)
. Capitulo Il - Sorodiagnostico e investigacdo molecular de Neospora caninum e
Toxoplasma gondii em seres humanos
. Capitulo IV - Fatores de risco associados a infeccao pelo Toxoplasma gondii em

trabalhadores rurais
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1.1 OBJETIVO

1.1.1 Objetivo Geral

Realizar o diagnostico sorolégico para N. caninum e T. gondii em bovinos
leiteiros da microrregido de Toledo, PR; investigar a presenca de anticorpos anti-N.
caninum e anti-T. gondii por reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e reagcao de
polimerase em cadeia em trabalhadores rurais e individuos imunodeprimidos portadores
do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) do Estado do Paran& e avaliar os fatores
de risco associados infeccao por T. gondii em trabalhadores rurais da microrregido de
Toledo, PR.

1.1.2 Objetivos Especificos

. Avaliar a aplicabilidade da pesquisa de anticorpos anti-T. gondii e anti-N.
caninum em amostras de leite bovino pela reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
e sua concordancia com a deteccdo desses anticorpos em amostras de soro

sanguineo, simultaneamente coletadas das mesmas vacas.

. Verificar a frequéncia de anticorpos anti-N. caninum e anti- T. gondii em bovinos
leiteiros;
. Analisar os fatores de risco associados infeccdo pelo T. gondii em trabalhadores

rurais (pecuaristas) da microrregido de Toledo, oeste do Parana;

. Investigar a presenca de anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii por reacao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e reacdo de polimerase em cadeia (PCR
convencional e PCR em tempo real), em trabalhadores rurais e individuos
imunodeprimidos portadores do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), do Estado do
Parana.
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2 CAPITULO | - REVISAO GERAL DE LITERATURA

2.1 Neospora caninum

O Neospora caninum € um protozodrio parasito, pertencente ao filo Apicomplexa,
familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae. E possivel que até 1988, por sua
similaridade estrutural e biolégica com o Toxoplasma gondii, esse parasito tenha sido
diagnosticado erroneamente e mantido oculto a luz das investigacdes cientificas. A
partir do isolamento em cées com neuropatia, foi descrito pela primeira vez por Bjerkas
et al., em 1984, como um protozoario semelhante ao T. gondii e foi denominado N.
caninum em 1988 (DUBEY et al., 1988).

Somente em 1998, McAllister et al. (1998) identificaram os cées (Canis familiaris)
como hospedeiros definitivos do N. caninum quando diagnosticaram oocistos nas fezes
dos cées alimentados com tecidos de camundongos contendo cistos teciduais de N.
caninum. Os estudos experimentais de McAllister et al. (1998) foram definitivos no
conhecimento da biologia de N. caninum, pois revelaram o papel do cdo como
hospedeiro definitivo e, consequentemente, o0 modo de transmissao horizontal. Mais
recentemente, observou-se que o coiote (Canis latrans) também pode eliminar oocistos
nas fezes, demonstrando ser também hospedeiro definitivo de N. caninum (GONDIM et
al., 2004), assim como os dingos (Canis lupus dingo) (KING et al., 2010) e o lobo
cinzento (Canis lupus) (DUBEY et al., 2011).

2.2 BIOLOGIA E TRANSMISSAO DO N. caninum

O ciclo de vida do N. caninum é composto por trés estagios infecciosos:
taquizoitas; bradizoitos nos cistos teciduais e esporozoitos nos oocistos. Taquizoitas e
cistos teciduais sdo encontrados intracelularmente nos hospedeiros intermediarios e
definitivos (DUBEY et al., 2002). Oocistos ndo esporulados de N. caninum, sao
excretados pelas fezes de caes infectados (MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al.,
1999).
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Caes excretam oocistos ap0s cinco ou mais dias apos a ingestao de tecidos de
animais infectados (DUBEY, SCHARES e ORTEGA-MORA, 2007). A esporulagcdo dos
oocistos ocorre dentro de 24 horas apds a excregcdo, mas depende das condi¢cbes de
umidade, temperatura e oxigenacdo do ambiente. A quantidade de oocistos excretados
e o periodo de excrecdo dos oocistos bem como o periodo pré-patente variam, e
encontram-se entre 5 e 30 dias (DUBEY, SCHARES e ORTEGA-MORA, 2007).

O ciclo biolégico deste parasito envolve hospedeiro definitivo e intermediario
caracterizando-se, portanto, em um ciclo heteroxeno, no qual a fase assexuada ocorre
no hospedeiro intermediario e a sexuada ocorre no hospedeiro definitivo (DUBEY,
2003).

Em bovinos, os dois mecanismos de infeccéo por N. caninum séo a transferéncia
do parasita da mée para o feto (transmisséao vertical ou infecgdo congénita) e a ingestao
de oocistos esporulados (transmissdo horizontal ou infec¢cdo pos-natal) (FIGURA 1)
(MCcALLISTER e LATHAM, 2002).
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FIGURA 1 - Ciclo biolégico do N. caninum com seus hospedeiros.
Fonte: GIRALDI et al. (2001).
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Na transmissdo horizontal, os hospedeiros intermediarios ingerem alimentos ou
agua contaminada com oocistos de N. caninum. Esta via foi viavel somente em
experimentos laboratoriais com camundongos (McALLISTER et al., 1998). Esta forma
de transmissdo também pode acontecer quando animais ingerem cistos presentes em
tecidos de qualquer hospedeiro intermediario. Nos cées, a transmissdo horizontal
ocorre principalmente quando ingerem cistos presentes no sistema nervoso central
(ANDERSON, ANDRIANARIVO e CONRAD, 2000; DUBEY, 2003) e em placentas
infectadas de bovinos (PETERS et al., 2001).

A transmisséo vertical ocorre por via materno - fetal, sendo que nesta a infeccéo
pode ser recrudescente ou primaria. O parasito consegue romper a barreira
transplacentaria e atingir o feto. Até o0 momento sabe-se que este tipo de infeccédo é
mais frequente em bovinos, o0 que leva a varios problemas econbmicos.
Experimentalmente, camundongos podem ser infectados lactogenicamente (COLE et
al., 1995) e bezerros podem ser infectados oralmente por taquizoitas presentes no leite
(UGGLA et al., 1998).

1.1N. caninum NA ESPECIE BOVINA

Os bovinos sdo considerados os mais importantes hospedeiros intermediarios
deste protozoério, neles a infeccdo se mantém através da transmissao vertical, sendo
pouco frequente a transmisséo horizontal (MCALLISTER et al., 1998). As vacas podem
infectar-se ao ingerir pastagem ou agua contaminadas por oocistos esporulados de N.
caninum oriundos de fezes de canideos que ingeriram musculos ou visceras contendo
cistos teciduais de N. caninum (ANDREOTTI, 2001).

A neosporose € a maior causa de abortamento em bovinos leiteiros, podendo
causar alteracOes reprodutivas e bezerros doentes (DUBEY, 2011). As vacas de todas
as idades podem abortar, a partir de trés meses de gestacao até o termo, porém, a
maioria dos abortamentos ocorre entre 0 quinto e 0 sexto més de gestacdo. Os fetos

podem morrer no utero, serem reabsorvidos, mumificados, autolisados, nascerem
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mortos, nascerem vivos com sinais clinicos, nascerem vivos e clinicamente normais,
mas infectados (THURMOND et al., 1995).

No Brasil, o N. caninum ja foi isolado de cdo (GONDIM et al., 2001), de feto
bovino e de bezerro com cegueira congénita (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003;
LOCATELLI-DITTRICH et al., 2004), de bezerros saudaveis (PEREIRA et al., 2010) e
de bufalos (RODRIGUES et al., 2004), respectivamente, nos Estados da Bahia, Paran4,
Goias e Sao Paulo. A neosporose esta difundida em vérios estados do pais, como
Bahia, S&o Paulo, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais (GONDIM et
al., 1999; COSTA et al., 2001; CORBELLINI et al., 2002; ANDREOTTI et al., 2006). No
Parana, anticorpos anti-N. caninum foram detectados em bovinos leiteiros na regiao
norte na Ultima década no sudoeste e centro-oeste do estado (RAGOZO et al., 2003;
GUIMARAES JUNIOR et al., 2004; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2008; CAMILLO et al.,
2010).

1.2N. caninum NA ESPECIE HUMANA

Quanto a infeccdo em humanos, desde que dois macacos rhesus foram
experimentalmente infectados por N. caninum tém-se investigado seu potencial
zoonotico (HO et al., 1997). Um dos primeiros trabalhos que comprovou a presenca de
anticorpos contra o parasito na espécie humana foi realizado em 1999 na California.
Foram analisadas 1029 amostras de soros advindos de doadores de sangue,
observando-se que, utilizando o teste de imunofluorescéncia indireta, 6,7% ou 69
destas amostras, diluidas em 1:100, foram positivas para anticorpos contra N. caninum,
sendo que, dentre estas, 50 ndo apresentavam anticorpos contra T. gondii (TRANAS et
al., 1999).

Petersen et al. (1999) pesquisaram anticorpos anti-N. caninum em um grupo de
mulheres dinamarquesas com abortamentos repetidos, de causa desconhecida, e néo
encontraram resultado positivo. Sugeriram, entdo, que anticorpos devem ser
investigados especificamente em mulheres com quadros reprodutivos aliados a sinais

neurologicos.
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Na Bahia, foram realizados estudos analisando-se amostras de soros dos
seguintes grupos de individuos: a) mulheres que apresentavam ou ndo uma historia
frequente de perda fetal; b) individuos normais; e c) pacientes infectados com o virus
HIV. Estudando-se 80 amostras de soros de cada grupo foi encontrado soropositividade
de 5%, 3,8% e 15% respectivamente, das amostras analisadas utilizando-se o teste de
imunofluorescéncia indireta (MAGALHAES et al., 2002).

Em 2006, em Minas Gerais, foi encontrada alta prevaléncia de anticorpos IgG
contra N. caninum, em pacientes HIV positivos, pacientes com desordens neurolégicas,
em recém-nascidos e individuos saudaveis, respectivamente (LOBATO et al., 2006). O
estudo demonstrou maior indice de soropositividade para N. caninum em pacientes
imunodeprimidos. Lobato e colaboradores (2006) consideraram também que as
soropositividades para N. caninum e para T. gondii estavam significativamente
associadas nesses dois grupos de pacientes examinados. Observaram, no mesmo
estudo, 6% de individuos saudaveis positivos para anticorpos anti-N. caninum, sem
soropositividade concomitante para T. gondii.

Na Inglaterra, um estudo realizado com populacdo geral inglesa e populagéo
humana considerada de alto risco (trabalhadores rurais) para infeccdo por N. caninum,
ndo foram encontrados anticorpos, demonstrando que a infeccdo em humanos é
incomum na Inglaterra (McCann et al., 2008).

Em um estudo recente, Benetti e colaboradores (2009) avaliaram a frequéncia de
anticorpos anti-N. caninum, examinados por meio da reagdo de RIFI, em amostras de
soros de pessoas que procedentes de propriedades rurais da regido sudoeste do
Estado de Mato Grosso, Brasil. As amostras de soros humanos reagentes foram
testadas novamente por western-blotting para confirmacéo dos resultados. Anticorpos
anti-N. caninum foram encontrados em 10,5% das amostras (7/64).

Também em 2009, um estudo no Egito verificando a soroprevaléncia de T. gondii
e N. caninum em soros de: coelhos, bovinos e seres humanos. Este estudo analisou
101 amostras provenientes de mulheres gravidas e revelou uma soroprevaléncia de
7,92% para presenca de N. caninum (IBRAHIM et al., 2009).

Até o presente momento ndo foi comprovada a relagdo entre infeccdo por N.

caninum e a ocorréncia de abortos espontaneos e repetidos em mulheres (PETERSEN
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et al., 1999; IBRAHIM et al., 2009). Em um screening realizado na Franca, em amostras
de individuos soronegativos e soropositivos para o HIV, nenhum dos individuos
imunocompetentes apresentou anticorpos para N. caninum. No grupo de individuos de
imunocomprometidos quatro foram positivos para presenca de anticorpos de N.
caninum, sendo trés deles positivos em altos titulos para T. gondii, 0 que sugere
reativacdo soroldgica. Nao foi encontrada evidéncia de infeccdo ou exposicao de
pessoas imunocompetentes ao N. caninum, porém ndo pode ser descartada a chance
de infec¢cdo associada com infeccdo ou reativacdo por T. gondii em individuos
imunocomprometidos (ROBERT-GANGNEUX e KLEIN, 2009).

2.5 DIAGNOSTICO DO N. caninum

Os métodos sorologicos comumente utilizados sdo o teste imunoenzimatico —
ELISA (“Enzyme-linked Immunosorbent Assay”) e a reacdao da imunofluorescéncia
indireta (RIFI). Os métodos diretos sdo os exames histopatologico, imunohistoquimico e
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (TRANAS et al., 1999). Os testes sorologicos
séo ferramentas importantes para estudar a epidemiologia da neosporose, pois podem
ser aplicados antemortem e fornecer informacdes sobre a infeccdo no rebanho.
Entretanto, diferencas na validade dos testes e metodologia empregada nos
laboratérios podem influenciar o diagnéstico (DUBEY e SCHARES, 2006; DUBEY,
SCHARES e ORTEGA-MORA, 2007).

A RIFI foi o primeiro teste soroldgico utilizado para deteccdo de anticorpos anti-
N. caninum e apresenta uma boa sensibilidade e especificidade, sendo considerado
teste de referéncia (padrédo ouro) (ATKINSON et al., 2000). Na RIFI pode-se utilizar
taquizoitas intactos que detectam anticorpos contra antigenos presentes na superficie
do parasito. Este teste tem sido utilizado para detectar anticorpos de varias espécies
animais, incluindo céaes, raposas, gatos, bovinos, porcos, cabras, bufalos, cavalos,
roedores, primatas e pessoas (BJORKMAN e UGGLA, 1999).

Entretanto Dubey (2003) afirma que esta técnica ndo apresenta um ponto de

corte definitivo, que se justifica pela incerteza do diagnostico soroldégico em animais
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cronicamente infectados e da viabilidade dos soros testados. O diagnostico de aborto
por N. caninum ndo deve ser baseado somente no método sorolégico (SAGER et al.,
2001; PEREIRA-BUENO et al., 2003). E necessario demonstrar o protozoario no feto e,
se possivel, incluir as lesdes histopatoldgicas para confirmar o diagnéstico, excluindo
outras causas de aborto (PEREIRA-BUENO et al., 2003; DUBEY e SCHARES, 2006).

A PCR pode ser usada para detectar especificamente N. caninum e para
diferenciar a infeccdo por outros protozoarios (GREENE, DUBEY e LAPPIN, 2006). No
caso da PCR bovinos, as principais amostras escolhidas para deteccao do parasito sdo
feto, liquido amnidtico, placenta, leite, amostras de fezes e do ambiente, como a agua
(DUBEY e SCHARES, 2006).

A utilizacdo de técnicas de diagnostico molecular, baseadas na deteccédo de
porcdes do genoma de N. caninum, oferece possibilidade de superar alguns problemas
de diagnéstico, principalmente em relagéo a sensibilidade insuficiente (PAYNE e ELLIS,
1996; MEDINA et al., 2006). Desde meados da década de 1990, varias foram as
estratégias desenvolvidas nesse sentido, destacando-se as técnicas de
sequenciamento de material genémico clonado (MARSH; GAUTHIER; VASTA, 1995),
PCR simples e “Nested” (ELLIS, 1998; PAULA et al., 2004), testes de hibridizagc&o de
DNA (MULLER et al., 1996), “multiplex” PCR (MESECK et al., 2005) e “real-time” PCR
(COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2002; NISHI et al., 2009).

Os genes alvos mais utilizados na técnica da PCR s&o as sequéncias de rDNA
(18S rDNA, 28S rDNA, ITS1) e o gene pNc5. Os iniciadores para as sequéncias do
gene pNc5 sdo o Np6 e Np2l1 (YAMAGE et al., 1996). A sensibilidade e a
especificidade de uma PCR séo influenciadas ndo somente pela selegcdo do DNA alvo e
pelos pares de iniciadores, mas também pelos protocolos, pela coleta e conservacédo da
amostra, extracao e purificacdo da amostra de DNA, pelos reagentes apropriados, pelo
programa nho termociclador e analises dos fragmentos amplificados (DUBEY e
SCHARES, 2006).
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2.6 Toxoplasma gondii

No inicio do século XX, Nicolle e Manceaux (1908) relataram a presenca de um
parasito intracelular no baco e no figado de um pequeno roedor popularmente
conhecido como gondi (Ctenodactylus gundi), no Norte da Africa. No estudo os autores
relataram como uma forma particular de Leishmania, denominando-o Leishmania gondi.
No Brasil, Splendore (1908) observou o mesmo parasito em coelho e também o
comparou ao agente da leishmaniose visceral. Em 1909, no entanto, 0s primeiros
autores constataram que se tratava de um novo parasito, sendo identificado o género
Toxoplasma, nome derivado da unido da palavra grega toxon (arco) em referéncia ao
formato do parasito e plasma (forma) (NICOLLE e MANCEAUX, 1909).

Este protozoario € um coccidio intracelular obrigatério, de distribuicdo mundial,
podendo ser encontrado em grande variedade de hospedeiros vertebrados (DUBEY e
BEATTIE, 1988; CARRUTHERS, 2002). O T. gondii é classificado no Filo Apicomplexa,
Classe Sporozoea, Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidiida, Familia Sarcocystidae e
Subfamilia Toxoplasmatinae (TENTER, 1999).

2.7 BIOLOGIA E TRANSMISSAO DO T. gondii

O T. gondii € capaz de infectar e se replicar dentro de qualquer célula nucleada
mamifera ou aviaria (BLACK e BOOTHROYD, 2000). Os felideos sdo considerados
espécies-chave na transmissédo de T. gondii para o0 homem e outras espécies animais
por serem 0s Unicos hospedeiros que albergam o parasita no epitélio intestinal, onde
ocorre o desenvolvimento sexual, e excretam o0s oocistos nas fezes (DUBEY e
BEATTIE, 1988; DUBEY, 2010). Um unico gato pode eliminar milhdes de oocistos, que
se tornam infectantes apds esporulagdo no ambiente (DUBEY e BEATTIE, 1988).

Os oocistos esporulados sdo muito resistentes as condicdes ambientais,
podendo permanecer viaveis por até 18 meses (DUBEY, 2008). As trés principais vias
de disseminacdo sdo a transmissao transplacentéaria, a ingestado de tecidos infectados
com cistos contendo bradizoitas ou a ingestao de alimentos ou 4gua contaminadas com
oocistos (AMENDOEIRA et al., 1999; TENTER et al., 2000; HILL e DUBEY, 2002).
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O ciclo biologico do parasita € dividido em duas fases: fase assexuada (extra-
intestinal), que ocorre nos hospedeiros intermediarios e definitivos, e a fase sexuada
(entero-epitelial), que ocorre somente nos hospedeiros definitivos (FIGURA 2)
(TENTER, HECKEROTH e WEISS, 2000).
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FIGURA 2 - Ciclo biol6gico do T. gondii com seus hospedeiros.

2.8 T. gondii NA ESPECIE BOVINA

Os bovinos sdo mais resistentes a toxoplasmose, mas, quando presente, 0s
sintomas clinicos mais comuns séo: febre, inapeténcia, diarreia, dispneia, descargas
nasais e tosse (DUBEY, 1983; OLIVEIRA et al., 2001) e aborto (CANADA et al., 2002).
Em bovinos a infeccdo ocorre principalmente através da ingestdo de oocistos presentes

nos alimentos (pastagem, racao, etc.) e solo contaminados (DUBEY e BEATTIE, 1988).
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No Brasil, o T. gondii ja foi isolado de vacas prenhas abatidas em um matadouro
para consumo humano e de seus respectivos fetos (MACEDO et al.,, 2012). A
prevaléncia nacional de anticorpos anti-T. gondii em bovinos gira em torno de 1% a
49,17% de animais positivos (GONDIN et al., 1999; COSTA et al., 2001). No Parana a
soroprevaléncia de bovinos varia de 26% a 48,5%, estes dados séo relativos a estudos
realizados no sudoeste e norte do estado (MARANA et al., 1994; GARCIA et al., 1999;
DAGHER et al., 2004; OGAWA et al., 2005).

2.9 T. gondii EM SERES HUMANQOS

A toxoplasmose € uma zoonose de distribuicdo mundial, sendo encontrada em
todos os continentes, nos mais variados climas (AMENDOEIRA et al., 1999; REY e
REY, 2001). O T. gondii € um dos parasitos mais comuns encontrados em todo o
mundo e sua prevaléncia esta estimada em 1 a 2 bilhdes de pessoas (TENTER,
HECKEROTH e WEISS, 2000; PAPPAS, ROUSSOS e FALAGAS, 2009), porém, a
frequéncia da infeccdo é extremamente variavel nas diferentes regifes do planeta. Nos
Estados Unidos, estima-se que 26 a 40% da populacéo esteja infectada, enquanto nas
Américas Central e do Sul e na Europa as estimativas variam entre 50 a 80% (HILL e
DUBEY, 2002). A variabilidade da frequéncia da infec¢cao esta ligada a diversos fatores,
tais como: padrBes culturais da populacdo, habitos alimentares, idade, procedéncia
rural ou urbana, entre outros (AMENDOEIRA et al., 1999; SPALDING et al., 2005).

A transmissao ocorre, principalmente, por trés vias: pela ingestdo ou manuseio
de carne crua ou mal passada (principalmente ovina e suina) contendo cistos com
bradizoitas; pela ingestdo de oocistos que, apds sofrerem a esporulacdo, podem
contaminar &gua e alimentos crus; e pela passagem de taquizoitas por via
transplacentaria (AMENDOEIRA, 1995).

A ingestdo de leite de vaca ou de cabra, ovos de galinha, patos e outras
espécies contaminadas com taquizoitas, pode ser considerada uma forma potencial de
transmissdo do T. gondii, embora os parasitos sejam raramente isolados nestes
produtos (TENTER, HECKEROTH e WEISS, 2000; HIRAMOTO et al., 2001).
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A transmissdo pode ocorrer, ainda, por transfusfes sanguineas (AMORIM,
2008), pelo transplante de 6rgaos, acidentes de laboratorio e a de maior importancia
clinica, a transplacentaria (vertical) quando a gestante adquire a primo infeccdo durante
a gravidez, apresentando a fase aguda e podendo transmitir o T. gondii ao feto
(TENTER, HECKEROTH e WEISS, 2000).

2.10 DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE

Semelhante a infec¢do por N. caninum, a infeccdo por T. gondii leva a uma
resposta humoral no individuo, que pode ser demonstrada em diferentes testes. Varios
testes tém sido utilizados no diagnostico desta patologia. O diagnostico da
toxoplasmose pode ser clinico, epidemiolégico ou laboratorial, sendo que o primeiro &
muito dificil quando se trata da toxoplasmose adquirida, pois esta, em 90% dos casos,
apresenta-se assintomatica ou, se for sintomética, pode apresentar sinais e sintomas
genéricos que sao sugestivos para uma série de outros processos infecciosos. Para
maior confiabilidade no diagnostico e a confirmacdo da infecgcdo por T. gondii, é
imprescindivel o uso de técnicas laboratoriais padronizadas (AMENDOEIRA et al.,
1999).

O diagnéstico da toxoplasmose pode ser feito por métodos parasitologicos,
imunolégicos e moleculares, que incluem o isolamento do T. gondii pela inoculagdo de
amostras biolégicas em camundongos, isolamento em cultura de células, pesquisa de
antigenos e anticorpos, e a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (DA COSTA et al.,
2007). H& varios testes sorolégicos validos, sendo os mais comuns, a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), hemoaglutinacdo indireta (IHA), Fixacdo de
Complemento (FC), teste Sabin-Feldmann (“dye test”) e ensaio imunoenzimético
indireto (ELISA) (SIKES, 1982).

O diagndstico molecular através de PCR surgiu no cenario da toxoplasmose ha
cerca de 20 anos e tem se mostrado uma alternativa mais sensivel (92-97,4%) e mais
especifica (100%) para o diagnéstico da toxoplasmose do que os outros métodos
citados (SPALDING et al., 2002). Os principais tipos de PCR utilizados no diagndstico
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da toxoplasmose séo: a PCR convencional (cnPCR) seguida de eletroforese em gel de
agarose ou poliacrilamida, a Nested PCR (nPCR) e mais recentemente a PCR
guantitativa em tempo real (qrtPCR) (ABDUL-GHANI, 2011). O uso da PCR no
diagnostico da toxoplasmose tem sido bem sucedido. Para esse proposito séo
utilizadas diferentes amostras bioldgicas como fluido amniético, placenta, sangue total
periférico, fluido cerebroespinhal, lavado broncoalveolar, fluido vitreo, humor aquoso e
fluidos pleural e peritoneal (REMINGTON et al., 2004).

De maneira geral, ndo existe consenso sobre os diferentes passos durante o
processo de diagnostico da toxoplasmose através da PCR, nem na extracdo do DNA,
nos alvos ou nos iniciadores utilizados. Essas variagbes metodoldgicas constituem
obstaculo para a padronizacao dos métodos de diagndstico assim como a comparagao
dos resultados entre diferentes laboratorios (STERKERS et al., 2010).

Diferentes iniciadores tém sidos utilizados para a realizagdo do diagndstico
molecular (JONES et al., 2000). Inicialmente, o alvo comumente utilizado era o gene
P30 de cdpia Unica e que codifica o principal antigeno de superficie do T. gondii (SAG1)
(BURG et al., 1989; ABDUL-GHANI, 2011). Em busca de uma melhor sensibilidade
outras sequéncias-alvo foram utilizadas. De acordo com a literatura, um dos genes mais
utilizados € o B1 (2,2Kb) que se encontra repetido em 35 cépias no genoma do T.
gondii. Esse gene B1 foi descrito por Boothroyd e colaboradores em 1987 e demonstrou
alta sensibilidade sendo capaz de detectar até um parasita em cerca de 100 mil células
hospedeiras (BURG et al.,1989). Aléem disso, o B1, por ser uma regido conservada do
genoma do T. gondii, & altamente especifico (FILISETTI et al., 2003; KOMPALIC-
CRISTO et al., 2005; ABDUL-GHANI, 2011).

Outro alvo do genoma utilizado para deteccdo molecular de T. gondii € a
sequéncia de 529 pb que vem sendo descrita como mais sensivel do que a sequéncia
do gene B1, pois € repetida de 200-300 vezes (HOMAN et al., 2000).
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3 CAPITULO Il - CONCORDANCIA NA DETECCAO DE ANTICOR POS ANTI-
Toxoplasma gondii E ANTI- Neospora caninum NO SANGUE E NO LEITE
BOVINO PELA REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a aplicabilidade da pesquisa de anticorpos
anti-Toxoplasma gondii e anti-Neospora caninum em amostras de leite bovino pela
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e sua concordancia com a deteccéo
desses anticorpos em amostras de soro sanguineo, simultaneamente coletadas das
mesmas vacas. No total foram analisadas amostras correspondentes de soro
sanguineo e de leite de 177 vacas em inicio de lactacdo. Para o T. gondii, o
diagndstico no leite demonstrou concordancia boa e sensibilidade baixa, quando
comparado ao soro sanguineo com titulo de anticorpos séricos = 64 (ponto de corte).
Quanto ao N. caninum obteve-se concordancia excelente entre a deteccdo de
anticorpos no soro sanguineo com titulo 250 (considerado ponto de corte para termos
de diagndstico) e no leite com sensibilidade de 80,7% e especificidade de 100%, no
entanto, para as vacas com titulos de anticorpos =100 no soro sanguineo, a
sensibilidade e a especificidade foram de 100%. Nas condicOes do presente estudo
demonstrou-se que a RIFI ndo é indicada para diagnostico da toxoplasmose em
amostras de leite bovino, devido ao alto percentual de vacas soropositivas para
anticorpos anti-T. gondii no soro sanguineo diluido 1:64, em cujas amostras de leite ndo
houve deteccdo desses anticorpos. Por outro lado, a RIFI € um teste viavel para o
diagnostico da neosporose bovina, especialmente considerando como ponto de corte
um titulo de anticorpos séricos 2100, podendo ser recomendavel pela praticidade de
coleta da amostra como parte de programas de saude dos rebanhos e estudos
epidemiolégicos.

Palavras-chave : RIFI; sorologia; neosporose; toxoplasmose; vacas leiteiras.
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ABSTRACT

This study aimed at evaluating the applicability search for anti-Toxoplasma gondii and
anti-Neospora caninum antibodies in cattle milk samples by indirect fluorescent antibody
test (IFAT), and their concordance with detection of the same antibodies in blood serum
samples, simultaneously collected from the same cows. A total of 177 cows in the
beginning of lactation provided corresponding samples of blood serum and milk. To T.
gondii, milk diagnosis demonstrated good conformity and low sensitivity in comparison
with blood samples whose serum antibody titer ranged = 64 (cut-off point). As for N.
caninum we obtained optimum conformity between the detection of blood serum
antibodies, with titer ranging = 50 (diagnose-aimed cut-off point) and milk, with sensitivity
reaching 80.7% and 100% specificity. However, sensitivity and specificity reached 100%
for cows whose antibodies titers in blood serum ranged = 100. We were able to
demonstrate that IFAT is not indicated for diagnosing toxoplasmosis in cattle milk
samples due to the high percentage of cows that showed seropositivity to anti-T. gondii
antibodies at the 1:64 blood serum dilution, in whose blood samples there was no such
antibody detection. On the other hand, IFAT is a feasible test for diagnosing cattle
neosporosis, especially when cut-off point is a serum antibody titer 2100. It can be
recommended as part of herd health programs and epidemiologic studies due to
sampling practicality.

Key words: IFAT; serology; dairy cattle; neosporosis; toxoplasmosis.
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INTRODUCAO

Toxoplasma gondii e Neospora caninum sdo parasitos intracelulares obrigatéorios
e podem acometer diversas espécies relevantes na producao de leite e seus derivados,
como ovinos, caprinos, bovinos e bubalinos (DAGUER et al., 2004; DUBEY e
SCHARES, 2011). Ambos parasitas sdo importantes causas de problemas reprodutivos,
isolados ou associados a outros agentes (DUBEY, SCHARES e ORTEGA-MORA,
2007). O impacto econdmico global da neosporose bovina foi avaliado recentemente e
o aborto é o principal fator de prejuizo ao produtor. Em 10 paises avaliados, as perdas
econdmicas devido ao N. caninum na bovinocultura excedem um bilhdo de ddlares
anuais (REICHEL et al., 2012). No Brasil infec¢des por T. gondii trazem prejuizos tanto
para a saude publica quanto para o setor agropecuario. Ha relatos de infeccdo por T.
gondii em diversas espécies animais, inclusive aquelas que sdo utlizadas para
consumo humano, podendo causar a toxoplasmose humana (DAGUER et al., 2004;
COSTA et al., 2009).

O diagnéstico da neosporose e toxoplasmose bovinas pode ser realizado pela
deteccdo do parasita por histopatologia, imunohistoquimica ou por PCR, ou pela
deteccdo de anticorpos contra o parasita por ensaio imunoenzimético (ELISA),
soroaglutinacdo ou reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), sendo a RIFI
considerada uma técnica especifica e de referéncia para ambos o0s parasitas
(REMINGTON et al., 2004; DUBEY e SCHARES, 2011). A pesquisa de anticorpos em
amostras de leite € um método utilizado na Europa para investigacdo, monitoramento e
controle de doencas infecciosas em rebanhos bovinos. O estado sanitario do rebanho
pode ser avaliado no leite em relacdo a brucelose, diarreia viral bovina (BVD) e
Leptospira hardjo (MILNE et al., 2006). A deteccao de anticorpos anti-N. caninum em
amostras individuais de leite, pela técnica de ELISA, tem sido utilizada em alguns
paises desde 1999 (CHANLUN et al., 2006; MILNE et al., 2006; GONZALEZ-WARLETA
et al., 2011). Por outro lado, a RIFI, embora seja considerada um teste padrao para
diagndstico soroldgico de Neospora spp., € pouco estudado para deteccdo de
anticorpos anti-N. caninum no leite (OOI et al., 2000; CAMILLO et al., 2010).



No Brasil, hd estudos avaliando a concordancia entre a deteccdo de anticorpos
anti-N. caninum, em amostras de soro sanguineo e do leite individual de fémeas
bovinas, somente no Rio Grande do Sul (CAMILLO et al., 2011). Em toxoplasmose, 0s
relatos de deteccdo de anticorpos no leite sdo limitados, sendo relatados em ratas,
cabras e ovelhas (VITOR et al., 1991; COSTA e LANGONI, 2010). Em bovinos, no
Brasil, ndo existem estudos que associem a ocorréncia de anticorpos no soro
sanguineo e no leite para T. gondii. Os testes para detectar anticorpos anti-T. gondii e
N. caninum no leite poderiam ser mais utilizados, porém, as informacdes a respeito do
método da RIFI para este tipo de analise em bovinos séo limitadas até o presente
(COSTA e LANGONI, 2010; CAMILLO et al., 2011). O objetivo deste estudo foi avaliar a
aplicabilidade da pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e anti-Neospora
caninum em amostras de leite bovino pela reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
e sua concordancia com a deteccdo desses anticorpos em amostras de soro

sanguineo, simultaneamente coletadas das mesmas vacas.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram coletadas 177 amostras simultaneas de sangue e de
leite de vacas em fase inicial de lactacdo, procedentes de 10 propriedades rurais
localizadas nas mesorregides Centro-Sul (trés), Oeste (cinco) e Sudoeste (duas) do
estado do Parana. As amostras de sangue foram coletadas por puncdo da veia
coccigea e centrifugadas a 1000 xg por 10 min para obtencdo do soro sanguineo. As
amostras de soro foram mantidas a —20 °C até as analises. As amostras de leite foram
coletadas de maneira asséptica, em tubos de ensaio estéreis e obtidas de quartos sem
mastite clinica. Os trés primeiros jatos de leite foram desprezados e as amostras foram
mantidas refrigeradas para transporte até o laboratério. O leite foi centrifugado a 1000
xg durante 20 minutos, a amostra para analise foi aspirada abaixo da camada de
gordura e mantida a —20 °C até as analises (OOl et al., 2000; CAMILLO et al., 2011).

Cada amostra de soro sanguineo foi dividida em duas aliquotas nas diluicdes
iniciais de 1:64 e 1:50 (PBS, pH 7,2), destinadas para a RIFI contra T. gondii ou N.
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caninum, respectivamente, as amostras de leite foram destinadas a RIFI sem serem
diluidas. As amostras de soro sanguineo que apresentaram reacdes positivas foram
diluidas até a determinacédo do titulo maximo dareacdo (CAMILO et al.,, 2011,
MACEDO et al., 2012). Foram utilizadas laminas contendo taquizoitos de T. gondii
(cepa RH) ou N. caninum (cepa NC-1), obtidos através de cultura in vitro em ceélulas
VERO, produzidos no Laboratério de Patologia Clinica da UFPR. Os taquizoitos foram
diluidos para uma concentracdo de 500 a 1000 taquizoitos/pl de PBS e colocados em
laminas forradas com teflon contendo 12 po¢os de 5mm de didmetro cada, as quais
foram secas em estufa a 37°C e conservadas a -20°C até as analises. Amostras de
soro sanguineo de bovinos, positivas ou negativas, foram utilizadas como controle para
a RIFI em todas as laminas, assim como anticorpo secundério anti-lgG®® bovino
conjugado ao isotiocianato de fluoresceina na diluicdo de 1:100. As amostras com
fluorescéncia periférica total do taquizoito foram consideradas positivas (PARE et al.,
1995).

As amostras de soro sanguineo e de leite foram testadas paralelamente. Os
resultados da deteccdo de anticorpos nos diferentes fluidos testados foram
comparados, utilizando-se o resultado da RIFI no soro sanguineo como referéncia.
Foram calculados os valores de sensibilidade, especificidade e concordancia (indice
kappa) seguindo as recomendacdes da OPAS (1997). A sensibilidade e a
especificidade da deteccao de anticorpos pela RIFI no leite foram calculadas em

comparacao a deteccdo de anticorpos nas amostras de soro sanguineo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de concordancia, entre o titulo de anticorpos no sangue e no leite,
pelo indice kappa para T. gondii e N. caninum, estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2,

respectivamente.
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TABELA 1 - Comparagdo entre o titulo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em amostras de soro
sanguineo e a deteccdo qualitativa de anticorpos em amostras de leite coletadas simultaneamente das

mesmas vacas e avaliadas pela reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI).

Titulos de anticorpos N° de vacas positivas no  N° de vacas positivas no Critério’
no soro sanguineo soro sanguineo/N° total  leite/total de positivas no

de amostras sanguineas  soro sanguineo (%, k%)

(%)
64 37/177 (20,9%) 19/37 (50,3%; 0,62) Bom
256 17/177 (9,6%) 17/17 (100%; 1,00) Excelente
1024 3/177 (1,7%) 3/3 (100%; 1,00) Excelente

®indice kappa (k).
"Critério de classificagéo - concordancia estatistica em nivel de 5%, entre os resultados avaliados, pelo
indice kappa (ROSNER e WILLETT, 1988).

TABELA 2 - Comparagdo entre o titulo de anticorpos anti-Neospora caninum em amostras de soro
sanguineo e a deteccdo qualitativa de anticorpos em amostras de leite coletadas simultaneamente das

mesmas vacas e avaliadas pela rea¢do de imunofluorescéncia indireta (RIFI).

Titulos de anticorpos N° de vacas positivas no  N° de vacas positivas no Critério’
no soro sanguineo soro sanguineo/N° total  leite/total de positivas no

de amostras sanguineas  soro sanguineo (%, k%)

(%)
50 83/177 (46,9%) 67/83 (80,7%; 0,82) Excelente
100 63/177 (35,6%) 63/63 (100%; 1,00) Excelente
200 21/177 (11,9%) 21/21 (100%; 1,00) Excelente
400 12/177 (6,8%) 12/12 (100%; 1,00) Excelente
800 9/177 (5,1%) 9/9 (100%; 1,00) Excelente

%indice kappa (k).
"Critério de classificacdo - concordancia estatistica em nivel de 5%, entre os resultados avaliados, pelo
indice kappa (ROSNER e WILLETT, 1988).

Nas vacas que apresentaram titulo de anticorpos anti-T. gondii de 1:64 no soro
sanguineo, foi encontrada boa concordéancia (indice kappa 0,62) com sensibilidade de
51,3% e especificidade de 100% nas amostras de leite correspondentes. Nas amostras
de soro sanguineo, com titulo de anticorpos de 256 e 1024, obteve-se sensibilidade e

especificidade de 100% e concordancia excelente.
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O total de vacas positivas para anticorpos contra T. gondii no soro sanguineo
diluido a 1:64 foi de 37, porém, 19 dessas vacas nao tiveram anticorpos anti-T. gondii
detectados no leite. O indice kappa demonstrou concordancia boa e sensibilidade
considerada baixa para a deteccdo comparativa de anticorpos contra T. gondii no soro
sanguineo e no leite nesta diluicdo. Estes resultados depdem contra a seguranca do
diagndstico sorolégico para T. gondii em amostras de leite bovino pela RIFI.
Considerando que, em geral, preconizam-se dilui¢cdes sorolégicas com ponto de corte
64 (MARANA et al., 1994; GARCIA et al., 1999; DAGUER et al., 2004), estes resultados
discordantes séo particularmente relevantes do ponto de vista diagnéstico, uma vez que
51,35% das vacas soropositivas para anticorpos contra T. gondii, na diluicdo de 1.64 do
soro sanguineo, seriam consideradas negativas pela RIFI utilizando amostras de leite,
incorrendo-se em resultados falso-negativos quanto ao status sorologicos destes
animais.

A utilizacdo da RIFI para deteccdo de anticorpos contra o T. gondii no leite
bovino e sua relagdo comparativa com amostras de soro sanguineo sdo temas ainda
pouco explorados em bovinos. Analisando os resultados das amostras de soro
sanguineo e de leite para o T. gondii, observou-se que a frequéncia de animais com
anticorpos detectaveis no leite aumenta conforme o titulo no soro, possivelmente devido
aos niveis de imunoglobulinas no leite serem influenciados pelo nivel de anticorpos
presentes no soro sanguineo (HURLEY e THEIL, 2011).

As imunoglobulinas no leite sdo influenciadas pelos niveis de anticorpos no soro,
mas também sdo produzidas no Ubere, antes do parto, e o nivel de IgG diminui
rapidamente durante as duas primeiras semanas de lactacdo (CHANLUN et al. 2006;
HURLEY e THEIL, 2011). Outros fatores que podem alterar o titulo de anticorpos no
leite sdo: a fase da lactacdo; alta producéo leiteira diaria; ocorréncia de inflamacéao da
glandula mamaéria; numero de lactacbes e o estresse (CHANLUN et al., 2006). No
presente estudo todas as amostras reagentes no leite foram provenientes de animais
soro reagentes e o leite foi coletado de quartos que ndo apresentavam mastite clinica, o
gue indica possivelmente a auséncia de reacdes falso-positivas no leite, que de acordo
com KLINTEVALL e colaboradores (1991), poderiam ser causadas por mastite ou

residuos de gordura. Neste caso, a necessidade de identificar quartos mamarios sem
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indicios de mastite, para detec¢cdo de anticorpos pode ser um fator complicador para
utilizacdo do diagndstico desses agentes a partir de amostras de leite, limitando a
utilizacdo do teste em animais com alteracdes inflamatoérias da glandula mamaéria.

Foram detectados anticorpos contra N. caninum no soro sanguineo diluido a 1:50
em 83/177 (46,9%) vacas. Destas 83 vacas soropositivas, 67 (80,7%) foram positivas
também para amostras de leite, com concordancia considerada excelente
(kappa=0,82), sensibilidade de 80,7% e especificidade de 100%. Os resultados obtidos
foram superiores aos de CAMILLO et al. (2011), que em estudo similar obtiveram
concordancia de 0,40 no mesmo titulo. De acordo com CHRISTENSEN e GARDNER
(2000) e CHANLUN et al. (2006) esta diferenca entre concordancias poderia ser
justificada pelos contrastes de ecossistemas entre as regides estudadas, o estadio de
lactacdo, a amostragem ou a producéo de leite diaria, o que pode interferir no titulo de
anticorpos contra N. caninum no leite.

Por sua vez, quando consideradas as amostras de soro sanguineo com titulo de
anticorpos =100, obteve-se concordancia excelente, sensibilidade e especificidade de
100% em relagdo as amostras de leite. Esses valores corroboram com aqueles obtidos
por OOI et al. (2000), que utilizaram amostras de leite de vacas com titulo de anticorpos
de 1:200 no soro sanguineo e obtiveram concordancia excelente para a RIFI no leite e
no soro sanguineo e também aos de CAMILLO et al. (2011), que demonstraram 100%
de concordéancia entre a RIFI, no soro e no leite, para 0os animais com titulos de
anticorpos séricos =100.

Todas as amostras avaliadas para N. caninum que foram positivas no soro
sanguineo e negativas no leite (16/83; 19,3%) tinham titulacdo sérica de 50 (k=0,82). A
diluicdo de 1:50 no soro sanguineo € utilizada como ponto de corte para diagndstico de
neosporose por varios autores (DUBEY et al., 2011). Outros estudos realizados, que
utilizaram a RIFI para deteccdo de anticorpos no leite comparativamente ao soro
sanguineo (OOl et al., 2000; CAMILLO et al., 2011) também verificaram concordéancia
de 100% entre soro sanguineo e leite somente em vacas com titulo de anticorpos
séricos =100, o que indica que o diagnostico de neosporose pela RIFI no leite pode ser
utilizado, mas com restri¢cdes, principalmente em vacas com titulos séricos de 50. No
método de ELISA para diagnostico de neosporose no leite, GONZALEZ-WARLETA et
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al. (2011) encontraram resultados de concordancia no leite e soro sanguineo de 97,6%,
da mesma forma, SCHARES e colaboradores (2005), analisando a adaptacdo de um
ELISA comercial para testar amostras de soro de sangue e de leite, observaram uma
excelente concordancia entre os resultados das amostras pareadas. Estes resultados
aliados aos do presente estudo demonstram a viabilidade da pesquisa de anticorpos
anti-N. caninum em amostras individuais de leite, como alternativa para o diagnéstico

de neosporose em rebanhos leiteiros.

CONCLUSAO

Nas condicbes do presente estudo demonstrou-se que a RIFI ndo € indicada
para diagnostico da toxoplasmose em amostras de leite bovino, devido ao alto
percentual de vacas soropositivas para anticorpos anti-T. gondii no soro sanguineo
diluido 1:64, em cujas amostras de leite ndo houve deteccdo desses anticorpos. Por
outro lado, a RIFI é um teste viavel para o diagnostico da neosporose bovina,
especialmente considerando como ponto de corte um titulo de anticorpos séricos = 100,
podendo ser recomendavel pela praticidade de coleta da amostra como parte de

programas de saude dos rebanhos e estudos epidemiologicos.
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4 CAPITULO Il - SORODIAGNOSTICO E INVESTIGACAO MOL ECULAR DE
Neospora caninum E Toxoplasma gondii EM SERES HUMANOS

RESUMO

No Brasil, especialmente no Parana, 0s estudos sorologicos e moleculares para
neosporose e toxoplasmose em pessoas Sao escassos, particularmente, em
trabalhadores rurais e individuos imunodeprimidos. Em face da importancia e da
escassez de informacdes sobre estes parasitas em seres humanos no Parand, objetiva-
se no presente estudo investigar a presenca de anticorpos anti-N. caninum e anti-T.
gondii por reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e reacdo de polimerase em
cadeia (PCR) em individuos do Estado do Paranad. Foram analisadas amostras
sanguineas de 123 pessoas distribuidas em dois grupos: 32 individuos portadores do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e 91 trabalhadores rurais ndo portadores do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV). As amostras de soro foram analisadas pela
RIFI para deteccdo de anticorpos anti-N. caninum (1:50) e anti-T. gondii (1:16) Foi
realizado diagnostico molecular em capa leucocitaria pela PCR convencional para o N.
caninum, PCR convencional para T. gondii e PCR tempo real sistema Tagman para T.
gondii. Foram detectados anticorpos anti-N. caninum em 31,2% dos individuos
soropositivos para HIV. Nao foram detectados anticorpos anti-N. caninum nas amostras
de soro de trabalhadores rurais. N&do foram identificados resultados positivos por PCR
convencional para o N. caninum. Foram detectados anticorpos anti-T.gondii, pela RIFI,
em 68,7% dos individuos soropositivos para o HIV e 40,7% dos trabalhadores rurais.
N&o foram identificados resultados positivos pela PCR (convencional e tempo real) para
o T. gondii. Ndo ha estudos de detecgdo molecular do N. caninum, pela PCR, em capa
leucocitaria proveniente de sangue periférico de pessoas, porém este estudo confirma
gue tanto o N. caninum quanto o T. gondii foram capazes de promover a infeccéo e
soroconversao em individuos imunodrepimidos.

Palavras-chave: neosporose; toxoplasmose; pessoas; trabalhadores rurais; HIV;
imunodeprimidos.



ABSTRACT

Brazilian serological and molecular studies on human neosporosis and toxoplasmosis
are scarce, particularly when it comes to farm workers and immunocompromised
individuals. Due to the importance and shortage of information on these parasites in
human beings, we aimed at investigating the presence of anti-N. caninum and anti-T.
gondii antibodies through indirect fluorescent antibody test (IFAT) and polymerase chain
reaction (PCR) in individuals of the state of Parana. Our analysis consisted of 123 blood
samples from the same number of people, assigned as follows: 32 HIV-carriers and 91
non-HIV-carrier farm workers. Serum samples were analyzed through IFAT to detect
anti-N. caninum (1:50) and anti-T. gondii (1:16) antibodies. Molecular diagnosis through
conventional PCR utilized buffy coat for N. caninum and T. gondii, and real-time PCR
used the Tagman system for T. gondii. Anti-N. caninum antibodies were detected in
31.2% of HIV-seropositive individuals. Blood samples from farm workers did not show
anti-N. caninum antibodies. Conventional PCR brought negative results for N. caninum.
Anti-T. gondii antibodies were detected through IFAT in 68.7% of HIV-seropositive
individuals and in 40.7% of farm workers. No positive results were identified through
conventional and real-time PCR for T. gondii. Imnmunocompromised individuals showed
seroconversion for N. caninum and T. gondii, whereas farm workers showed
seroconversion for T. gondii. Neospora caninum and T. gondii were not detected
through PCR in the buffy coat derived from peripheral blood of farm workers and HIV-
carriers.

Keywords : Neosporosis; toxoplasmosis; people; farm  workers; HIV;
immunocompromised.
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4.1INTRODUCAO

O Neospora caninum foi primeiramente reconhecido em 1984, em um cédo da
raca labrador com encefalomielite. Este animal estava infectado por um parasito
coccidio formador de cistos, similar ao Toxoplasma gondii, mas sem reacdo sorolégica
(BJERKAS, MOHN e PRESTHUS, 1984). Até 1988, anteriormente a descricdo de N.
caninum, algumas infeccbes em animais eram diagnosticadas erroneamente como
toxoplasmose, porém em 1988 Dubey e colaboradores descreveram pela primeira vez a
morfologia do parasito e neste mesmo ano estes dois parasitos foram diferenciados
ultraestruturalmente (BJERKAS e PRESTUS, 1988).

O T. gondii, parasita que causa zoonose de distribuicAo mundial, tem como
hospedeiros 0 homem e outros animais de sangue quente. A infeccdo humana pode
ocorrer apos o nascimento, principalmente pelo consumo de carne crua/mal cozida
contendo cistos teciduais, e por alimentos e agua contaminada pelos oocistos
(AMENDOEIRA et al., 1999).

A toxoplasmose afeta, aproximadamente, dois milhdes de pessoas em todo
mundo (LINDSTON et al.,, 2006). A prevaléncia de individuos soropositivos para
toxoplasmose aumenta com a idade e difere dependendo dos padrbes culturais da
populacdo, habitos alimentares e procedéncia urbana ou rural. Em regides tropicais ou
subtropicais de clima umido, a prevaléncia é mais elevada, pois este tipo de clima
favorece a sobrevivéncia dos oocistos no meio ambiente (GUIMARAES et al., 1999;
AMENDOEIRA et al., 2003). O T. gondii € um dos agentes infecciosos causadores de
doencas oportunistas mais frequentes em individuos imunocompremetidos (YAZAR et
al., 2004).

O diagnédstico de neosporose e toxoplasmose pode ser realizado por técnicas
gue revelam a presenca do parasita, como histopatolégico, imunohistoquimica e
amplificacdo dos genes (PCR), ou por técnicas que evidenciam a presenca de
anticorpos, como métodos imunoenzimaticos (ELISA), soroaglutinacdo e reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), sendo a RIFI considerada uma técnica especifica e
de referéncia para ambos os parasitas (DUBEY e SCHARES, 2011).
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A presenca de anticorpos contra N. caninum em populacdo humana foi descrita
inicialmente em 1999 na Califérnia. Foram analisadas amostras de soros humanos
advindos de doadores de sangue, observando-se que, utilizando o teste de
imunofluorescéncia indireta, 6,7% amostras foram positivas para anticorpos contra N.
caninum (TRANAS et al., 1999).

No Brasil, foram realizados quatro estudos avaliando a presenca de anticorpos
contra N. caninum em pessoas. Na Bahia foram detectados anticorpos em amostras de
soros dos de mulheres que apresentavam ou nao histérico de perda fetal, individuos
normais e pacientes infectados com o virus HIV (MAGALHAES et al., 2002), em Minas
Gerais, em amostras de soro de pacientes imunocomprometidos (LOBATO et al., 2006).
Em trabalhadores rurais considerados “grupo de risco”, dois trabalhos brasileiros estédo
descritos na literatura, um realizado no estado do Mato Grosso e outro no estado de
Séao Paulo (CASSOL et al., 2005; BENETTI et al., 2009).

Os autores consideraram também que as soropositividades para N. caninum e T.
gondii estavam significativamente associadas nesses grupos de pacientes examinados
(MAGALHAES et al., 2002; LOBATO et al., 2006). N&o héa evidéncias que a infeccéo
por N. caninum é zoonotica (DUBEY, 2003), porém estes relatos da soropositividade
em humanos nado permitem descartar a possibilidade de que a infeccdo por este
parasita afete 0 homem (NAM, KANG e CHOI, 1998; TRANAS et al., 1999).

A presenca de anticorpos contra o N. caninum né&o evidencia uma infeccdo ativa,
apenas que o individuo foi exposto ao agente, faz-se necessaria a pesquisa através de
técnicas que revelem o DNA do parasita em amostras clinicas e a mais utilizada para
este fim € a Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR), nenhum trabalho neste sentido
foi encontrado na literatura no que se refere a pesquisa molecular de N. caninum em
amostras humanas no Brasil.

Das metodologias baseadas no diagndstico molecular para deteccdo de
protozooses, destacam-se a PCR pelo método convencional e a PCR em tempo real,
gue combinam altas sensibilidade e especificidade (COLOMBO et al., 2005; ESPY et
al., 2006). Na pesquisa clinica de T. gondii, a comparacéao entre técnicas de diagndstico
€ de suma importancia, pois permite estabelecer qual método apresenta melhores

resultados e melhorar o diagnostico.
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No Parand existem relatos de ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii em
trabalhadores rurais, porém estes sdo escassos, limitando-se a trabalhos realizados na
regido norte e sudoeste do estado (GARCIA e NAVARRO, 1995; GARCIA et al., 1999;
DAGHER et al., 2004; MILLAR et al., 2007), havendo assim necessidade de ampliar os
estudos neste tipo de individuos em outras regides do estado, como a regido oeste.

No Brasil, os estudos sorolégicos para neosporose e toxoplasmose em pessoas
sdo escassos, particularmente, em trabalhadores rurais e individuos imunodeprimidos,
e considerando os fatores como importancia da atividade pecuéaria no pais,
principalmente a bovinocultura leiteira e o convivio proximo de trabalhadores rurais com
animais soropositivos, deveria ser realizado um inquérito diagndstico em populagcdes
humanas.

Em face da importancia e da escassez de informagfes sobre estes parasitas em
seres humanos no Parana, objetiva-se no presente estudo investigar a presenca de
anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii por reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e reacdo de polimerase em cadeia (PCR) em trabalhadores rurais e individuos

imunodeprimidos do Estado do Parana.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
CEP/PUCPR 5017/11. Ap6s serem obtidas as autorizagbes formais, amostras de
sangue foram colhidas de pessoas com idade superior a 18 anos. Foram analisadas
amostras sanguineas de 123 pessoas distribuidas em dois grupos:

() 32 individuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
selecionados no Laboratorio de Sorologia do Hospital Erasto Gaertner com o teste
guimioluminescéncia (Johnson & Johnson Brasil Ltda.), no periodo de agosto de 2012 a
agosto de 2013.

(I 91 trabalhadores pecuaristas, pertencentes a 18 propriedades rurais de
municipios da regido Oeste do estado do Parana, no periodo de agosto de 2012 a
agosto de 2013.

A colheita de sangue foi realizada por venocentese cefalica, sob-
responsabilidade de um profissional da area da saude. Foram coletados 10 mL de
sangue da veia cefalica direita ou esquerda, divididos igualmente em tubos com
anticoagulante (EDTA) e sem anticoagulante, devidamente identificados. Apds a coleta
os tubos sem anticoagulante foram mantidos em repouso em temperatura ambiente e
protegidos da luz, para a retracdo do coagulo, apds estes foram centrifugados para a
obtenc&o do soro sanguineo, armazenados em microtubos e mantidos a -20°C até a
realizacdo dos exames sorologicos. As amostras de sangue com EDTA foram
processadas por centrifugacdo e separacdo da capa leucocitaria. A capa foi transferida
para um novo tubo e mantida a -20°C até a extracdo do DNA.

4.2.1 Reacgédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para deteccdo de anticorpos anti- N.
caninum e T. gondii

As amostras de soro foram analisadas pela RIFI para detecc¢éo de anticorpos IgG
anti-N. caninum (cepa NC-1) e T. gondii (cepa RH). Considerou-se como ponto de corte
as diluicbes de 1:50 e 1:16 (PBS, pH 7,2), para N. caninum e T. gondii,
respectivamente. A técnica de imunofluorescéncia indireta e as laminas para RIFI foram

preparadas de acordo com Locatelli-Dittrich (2002). Amostras de soro sanguineo de
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bovinos, sabidamente positivas ou negativas, foram utilizadas como controle em todas
as laminas. Os conjugados fluorescentes anti-IgG humano ou anti-IgG bovino foram
utilizados na diluicdo de 1:100 (conjugado com isotiocianato de fluoresceina - SIGMA®).
As laminas foram observadas em microscopio equipado para fluorescéncia (sistema de
epi-iluminagdo) com objetiva de 40x. Foram consideradas positivas as reacfes
fluorescentes em toda a periferia dos parasitos (FIGURA 1). Nas reacf0es negativas, 0s
parasitos presentes na lamina ndo apresentaram fluorescéncia, ou esta ficou localizada
em uma das extremidades, sendo caracterizada como “coloracdo polar’ ou “reacao
apical”’. As amostras com fluorescéncia periférica total do taquizoito foram consideradas
positivas (PARE et al., 1995).

FIGURA 1 — A. RIFI soropositiva para N. caninum (1:50); B. RIFI soropositiva para T.
gondii (1:16), taquizoitas observados em lamina de imunofluorescéncia indireta,
aumento de 400x.

4.2.2 Extracao de DNA

A extracdo de DNA da capa leucocitaria foi realizada utilizando-se o kit de
Extracéo PureLink® Genomic DNA Kit da (Invitrogen®) de acordo com o protocolo do
fabricante. O grau de pureza das extra¢gOes e a quantidade de DNA das amostras foram
determinados por absorbancias no equipamento Nanodrop (NanoDrop® ND-1000

Spectrophotometer), no comprimento de onda 260 e 280 nm (luz ultravioleta).
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4.2.3 PCR convencional (cnPCR) para N. caninum

Todas as amostras foram submetidas a analise molecular através de PCR
convencional. O alvo da PCR foram as sequéncias Nc5 do genoma do N. caninum,
utilizaram-se os primers Np21 e Np6 (TABELA 1), cepa NC-1(YAMAGE et al., 1996). As
reacOes de amplificacdo foram realizadas para volume final de 25pL. Cada reagéao de
cadeia de polimerase foi constituida de 1X de tampé&o de PCR (100 Mm Tris-HCI ph 8,4;
500 mM de KCI); 1,5 mM de MgCl,; 0,2 mM de dNTPs; 60 ng da amostra de DNA; 1
U/ul da Tag DNA Polimerase Go Taqg® Flexi DNA Polymerase (Promega), 0,5 pmol dos
primers senso e antisenso; Agua Mili-Q para completar um volume final de 25uL. O
cultivo da cepa referéncia de N. caninum (NC-1) foi realizado in vitro (em células Vero),
para a obtencdo do sedimento parasitario e posterior extragdo do DNA, para obter o
controle positivo. A agua ultra-pura foi incluida como controle negativo durante a
realizacdo da cnPCR.

A amplificacdo foi realizada no termociclador Applied Biosystems 2720 Thermal
Cycler®, com o seguinte programa: desnaturacao inicial de 5 minutos a 94°C, 32 ciclos
de 35 segundos a 94°C para desnaturacdo do DNA, 30 segundos a 54°C para
anelamento dos primers ao DNA, 30 segundos a 74°C para extensdo do DNA a partir
dos primers, pela Taq polimerase. No final foi programado 1 ciclo de 5 minutos a 72°C

para a extensao final e posterior manutencéo a 4°C até a retirada das amostras.
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TABELA 1 - Caracteristicas dos iniciadores utilizados na PCR convencional para pesquisa de N. caninum
e T. gondii e PCR real time para T. gondii.

Primer Sequéncia (5 —3) Sentido  Tamanho Posicéo
Np6° CAGTCAACCTACGTCTTCT Antisenso  339pb. 758 - 776
Np21? GTGCGTCCAATCCTGTAAC Senso 339pb. 449 — 467
Tox4” CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG Senso 532pb. Repetido
200 a 300x

Tox5" CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT Antisenso  532pb. Repetido
200 a 300x

Bl TG-TX2F° CTAGTATCGTGCGGCAATGTG Senso 83 pb. 531-551

B1 TG-TX2R°® GGCAGCGTCTCTTCCTCTTTT Antisenso 83 pb. 571-592

B1 TG-TX2M1° (6-FAM) — CCACCTCGCCTCTTGG - Sonda 552-567

(NFQ-MGB)

®PCR convencional N. caninum; ° PCR convencional T. gondii; ° PCR real time T. gondii; pb.: pares de
bases.

4.2.4 PCR convencional (cnPCR) para T. gondii

Todas as amostras foram submetidas a analise molecular através de PCR
convencional para T. gondii. Foram empregados os primers género especificos TOX4 e
TOX5 (TABELA 1) que amplificam uma sequéncia repetitiva de 529 pb de uma regido
nao-codificante (HOMAN et al., 2000). Cada reacéao foi constituida de 1X de tampao de
PCR (100 Mm Tris-HCI ph 8,4; 500 mM de KCI); 1,5 mM de MgCl,; 0,2 mM de dNTPs;
60 ng da amostra de DNA; 1 U/uL da Taq DNA Polimerase Go Taq® Flexi DNA
Polymerase (Promega), 0,5 pmol dos primers senso e antisenso; Agua Mili-Q para
completar um volume final de 25uL. Os cultivos dos parasitos isolados da cepa RH de
T. gondii foram realizados in vitro (em células Vero) para obtencdo do sedimento
parasitario, extracdo de DNA e realizacdo da PCR (ANEXO 2). A &gua ultra-pura foi
incluida como controle negativo durante a realizacdo da PCR.

A amplificacdo foi realizada no termociclador Applied Biosystems 2720 Thermal
Cycler®, com o seguinte programa: desnaturacao inicial de 5 minutos a 94°C, 32 ciclos
de 35 segundos a 94°C para desnaturacdo do DNA, 30 segundos a 65°C para
anelamento dos primers ao DNA, 30 segundos a 74°C para extensdo do DNA a partir
dos primers, pela Taq polimerase. No final foi programado 1 ciclo de 5 minutos a 72°C

para a extensao final e posterior manutencao a 4°C até a retirada das amostras.
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3.1.5 Visualizacéo dos produtos da cnPCR

Os produtos foram aplicados em gel de agarose de alta resolucédo a 1,4%,
corado com Safer Dye Kasvi®, em cuba de eletroforese horizontal na voltagem de 95
volts, contendo TBE (Tris-borato 0,09M e EDTA 0,002M) como tampé&o de corrida. Com
o auxilio de marcador de pares de bases (1Kb Plus DNA Ladder — Invitrogen® 250ug
(2,0 pg/ul). Os produtos amplificados (FIGURA 2) foram visualizados através de

transiluminador ultravioleta (Loccus biotecnologia® LTB-20x20ST).

FIGURA 2 - Eletroforese em gel de agarose a 1,4% de produtos de
amplificacdo por PCR de N. caninum (A) e T. gondii (B) em amostras de
capa leucocitaria humana. Marcador de pares de bases (L), Amostras
negativas em A e B (1, 2 e 3), Controle positivo (C+) e Controle negativo (C).
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4.2.5 Diagnostico quantitativo molecular para T. gondii — PCR real time sistema
Tagman® (qrtPCR)

Todas as amostras foram submetidas a anélise molecular pelo PCR quantitativo
real time sistema Tagman. Os dois marcadores desenhados e utilizados na grtPCR
foram desenvolvidos para hibridizarem-se com um fragmento do gene B1 (TABELA 1) e
com a regiao repetitiva de 529 pb, 35 vezes repetitivo (KOMPALIC-CRISTO et al.,
2007). Os primers (iniciadores) e probes foram sintetizados através do Primer
Express™ software pela Applied Biosystems (Foster City, CA, USA).

As concentracdes dos reagentes foram estabelecidas para um volume final de
20ul, cada mix de reag&o conteve 10 uL TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems); 1 uL do marcador com sua respectiva sonda (18 uM de cada primer, 5 yM
da sonda TagMan FAM dye labeled e 5 uyM de quencher NFQ); 3 uL do DNA
extraido/purificado e 6 yL de H20 milli-Q autoclavada para completar volume final de 20
uL. Para cada reacdo foram adicionados dois controles positivos, a partir de DNA
extraido de taquizoitas (concentracdo de 1x10’ taquizoitas/mL e uma amostra clinica de
paciente com toxoplasmose) e um controle negativo (dgua ultrapura autoclavada).

Inicialmente, incubou-se a reagdo a uma temperatura de 50°C por 2 minutos (a
fim de otimizar a atividade da enzima AmpErase® Uracil-N-glycosylase (UNG), seguido
por 95°C por 10 minutos. Em seguida realizou-se 40 ciclos compostos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. As leituras da fluorescéncia foram realizadas pelo
equipamento 7300 Real-Time PCR (Applied Biosystems) a cada ciclo de amplificacéo e,
posteriormente, analisados pelo Sequence Detection Software, v1.3 (Applied
Biosystems). As reacfes de grtPCR foram previamente padronizadas pelo laboratorio,
utilizando DNA de T. gondii extraido de amostras de sangue sabidamente negativas
para este parasita e misturadas com um numero determinado de taquizoitas. Estas
amostras diluidas permitiram estabelecer o real valor representativo da carga

parasitaria em cada amostra clinica.
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4.2.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a analise estatistica descritiva e

procedeu-se a comparacao entre médias.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As soroprevaléncias encontradas pela reacdo de imunofluorescéncia indireta
(ponto de corte 1:50) e os resultados do diagnéstico da PCR método convencional para
N. caninum estdo apresentadas na TABELA 2. Foram detectados anticorpos anti-N.
caninum em 31,2% (10/32) das amostras de pacientes soropositivos para HIV. Nao
foram detectados anticorpos contra N. caninum nas amostras de trabalhadores rurais.

TABELA 2 — Presenca de anticorpos anti- N. caninum e anélise molecular em individuos portadores do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e trabalhadores rurais do Estado do Parana.

N. caninum N. caninum
N’ DE
GRUPOS AMOSTRAS RIFI (1:50) PCR convencional
+/% +/%
HIV 32 10/31,2 0/0
RURAL 91 0/0 0/0

RIFI: Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta; PCR: Reacdo em cadeia de polimerase; HIV: individuos
portadores do virus da imunodeficiéncia humana; RURAL: trabalhadores rurais.

Para os individuos HIV positivos, foram encontrados 31,2% de soropositividade
para o N. caninum, resultado similar ao relatado por Lobato et al. (2006), que
detectaram em Minas gerais, anticorpos da classe IgG contra N. caninum em 38% de
pacientes soropositivos para HIV.

Os resultados do presente estudo sao superiores aos resultados de Magalhaes
et al. (2002) que detectaram na Bahia, 15% de soropositivos para N. caninum em
individuos com AIDS. Segundo Lobato e colaboradores (2006) a taxa de
soropositividade para N. caninum em pacientes imunocomprometidos pode estar
relacionada a capacidade de resposta imune ao nivel das mucosas desses individuos.

As mucosas representam a interface entre o organismo e 0 meio que 0 cerca, muitas
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vezes hostil, e os eventos imunologicos ai iniciados traduzem a fisiologia da operacéao
do sistema imune, entretanto danos imunol6gicos causados em mucosas criam uma
vulnerabilidade as doencas (VEAZEY et al., 1998).

A pesquisa de anticorpos anti-N. caninum em trabalhadores rurais ndo obteve
resultados positivos, estes dados corroboram com a pesquisa realizada por Cassol et
al. (2005) no estado de S&o Paulo, na qual ndo foram detectados anticorpos anti-N.
caninum nos individuos pesquisados. Na Inglaterra, em estudo com 518 trabalhadores
rurais e com 3.232 pessoas nao consideradas "grupo de risco”, McCann et al. (2008)
também ndo observaram soropositividade para N. caninum através da RIFI, embora
tenham sido encontrados bovinos soropositivos na mesma localidade. Benetti et al.
(2009) avaliaram a frequéncia de anticorpos anti-N. caninum em amostras de soros de
trabalhadores rurais saudaveis do Estado de Mato Grosso e obtiveram soropositividade
de 10,5% e Ibrahim et al. (2009), no Egito, avaliaram a soroprevaléncia de N. caninum
em mulheres gravidas e obtiveram 7,94% de positividade. Os trabalhadores rurais
amostrados no presente trabalho ndo tinham historico de problemas reprodutivos e/ou
de outras doengas concomitantes. Petersen et al. (1999) pesquisaram anticorpos anti-
N. caninum em mulheres dinamarquesas com abortamentos repetidos, de causa
desconhecida, e ndo encontraram resultado positivo. Sugeriram, entdo, que anticorpos
devem ser investigados especificamente em mulheres com quadros reprodutivos
aliados a sinais neuroldgicos.

Os resultados descritos no presente trabalho revelaram a presenca de anticorpos
anti-N. caninum apenas em pacientes infectados pelo HIV, e todos apresentaram
soropositividade concomitante para T. gondii. O resultado sugere a capacidade de
resposta do sistema imune para promover uma soroconversao para este parasito. Isto
ndo ocorre na infeccdo pelo T. gondii, uma vez que este parasito pode levar a
soroconversdo tanto de individuos imunocompetentes como imunocomprometidos, e
nestes Ultimos aparecem com maior frequéncia (LOBATO et al., 2006).

Quanto a pesquisa molecular do N. caninum, ndo foram observados resultados
positivos em nenhum dos grupos (TABELA 2). Este é o primeiro estudo realizado no
Brasil, investigando a presenca de N. caninum pela técnica de cnPCR, em amostras de

papa leucocitaria de pessoas. Para o N. caninum as amostras mais comumente
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utilizadas em outras espécies, para realizagdo de cnPCR séo as teciduais (ANDREOTTI
et al.,, 2003; LOCATELLI-DITTRICH et al. 2004), tratando-se de pessoas este tipo de
coleta torna-se muitas vezes inviavel. Em seres humanos, o uso do cnPCR é mais
comumente utilizado para amplificar fragmentos especificos de DNA a partir de fluidos
corporais, tais como sangue (SPALDING, et al., 2002), liquido amniotico (PELLOUX et
al., 1996), liquor (SUGANE et al., 2001), humor aquoso (BLANC-JOUVAN et al., 1996),
fluido de lavado bronco-alveolar (ROTH et al., 1992) e urina (FUENTES et al., 1996).
Para N. caninum a técnica de cnPCR realizada no presente estudo utilizou os primers
Np6/Np21, com alta sensibilidade em diferentes estudos para deteccdo de DNA de N.
caninum em fetos bovinos (YAMAGE et al., 1996; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2004).
As soroprevaléncias encontradas pela reacdo de imunofluorescéncia indireta
(ponto de corte 1:16) e os resultados do diagnostico da PCR método convencional e
PCR em tempo real, realizadas para o T. gondii estdo apresentadas na TABELA 3.
Foram detectados anticorpos anti-T. gondii em 68,7% (22/32) das amostras de
pacientes soropositivos para HIV e 40,7% (37/91) das amostras de trabalhadores rurais.

TABELA 3 — Presenca de anticorpos anti-T. gondii e analise molecular em individuos portadores do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) e trabalhadores rurais do Estado do Parana.

T. gondii T. gondii T. gondii
N’ DE
GRUPOS AMOSTRAS RIFI (1:16) PCR convencional PCR
+/% +/% real time
+/%
HIV 32 22/68,7 0/0 0/0
RURAL 91 37/40,7 0/0 0/0

RIFI: Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta; PCR: Reagdo em cadeia de polimerase; HIV: individuos
portadores do virus da imunodeficiéncia humana; RURAL: trabalhadores rurais.

Na populacéo investigada, a soropositividade para o T. gondii foi de 40,7% para
os trabalhadores rurais e 68,7% para os individuos HIV positivos e para trabalhadores
rurais, estes resultados sé&o concordantes aos encontrados na literatura. No Brasil, em
humanos adultos, a prevaléncia de individuos reagentes para anticorpos anti-T. gondii
varia de 30,34% a 97,10% (ISHIZUKA, 1978; ARAUJO et al.,, 2000). Contudo, ha
localidades brasileiras que registram uma soroprevaléncia mais elevada. Entre estas,

destaca-se a regido sudoeste do estado do Mato Grosso com taxa de soroprevaléncia
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de 97,41% (SANTOS et al., 2009). Esta variabilidade de soroprevaléncia de anticorpos
observados em estudos brasileiros pode estar relacionada, dentre outros fatores, aos
diferentes pontos de corte utilizados e a auséncia de técnicas sorolégicas
padronizadas.

Em relacdo ao diagnostico molecular para deteccdo de T. gondii, ndo foram
observados resultados positivos em nenhum dos grupos pesquisados (TABELA 3). A
auséncia destes protozoarios no sangue dos individuos analisados, observado através
da PCR, ndo pode ser considerada um resultado confirmatério, pois uma baixa
guantidade de DNA do parasita poderia estar presente nas amostras e ser insuficiente
para visualizar amplificacdo do DNA. Mesquita et al. (2010) sugerem que algumas
amostras clinicas podem apresentar baixos niveis de parasitos e estar associadas a
resultados falso-negativos. Além disso, segundo Ho-Yen et al. (1992) e Filice et al.
(1993), a parasitemia em individuos imunocompetentes pode ser transitéria ou
intermitente. Isto pode acarretar um diagnéstico molecular negativo.

No presente estudo a pesquisa molecular do T. gondii no sangue periférico, foi
realizada por dois métodos distintos de PCR, a qualitativa e a quantitativa, ndo houve
amplificacdo do DNA do parasita segundo estes dois métodos (TABELA 3), estes
resultados discordam das pesquisas realizadas com PCR em sangue periférico
(KOMPALIC-CRISTO et al., 2007), os resultados obtidos podem ser explicados com
base na metodologia da PCR utilizada, pois esta é multifatorial e apresenta
sensibilidade e especificidade variaveis, principalmente devido a falta de padronizacao
técnicas (NAGY et al., 2006, KAISER et al., 2007, OKAY et al., 2009). Esta observacéo
tambeém foi feita por outros autores e reportada na literatura como um problema na PCR
para amplificacdo do fragmento B1 do T. gondii (CONTINI et al., 2002; MONTOYA e
LIESENFELD, 2004; CASSAING et al., 2006).

Diversos pesquisadores tém adotado a cnPCR no diagndstico laboratorial da
toxoplasmose utilizando diferentes marcadores na deteccdo de T. gondii. Mais
recentemente, o uso da qrtPCR possibilitou a quantificacdo da carga parasitaria de T.
gondii (COSTA et al.,, 2000; SIMON et al. 2004, KOMPALIC-CRISTO et al., 2007).
Ainda que existam diversas sequéncias de marcadores para deteccdo de T. gondii, as

mais utilizadas na cnPCR e qrtPCR tém como alvo o gene B1 por possuir uma regiao
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gue se repete 35 vezes no genoma deste parasita (BURG et al., 1989; FILISETTI et al.,
2003; CHABBERT et al., 2004; OKAY et al., 2009). Na ultima década foi descrito outro
alvo, trata-se de uma sequéncia de 529 pb que se encontra repetida de 200-300 vezes,
e que vem sendo relatada por possuir uma sensibilidade que varia de 10 a 100 vezes
maior do que a sequéncia do gene B1 (HOMAN et al., 2000; CALDERARO et al., 2006;
EDVINSSON et al., 2006). No entanto, alguns autores discordam desta maior
sensibilidade do fragmento de 529 pb, pois ao compararem com 0 gene Bl nao
observaram qualquer diferenca significativa entre os mesmos (FILISETTI et al., 2003).
Assim, os iniciadores propostos por Burg e colaboradores (1989) foram utilizados neste
trabalho, procurando-se obter sensibilidade e especificidade como a descrita na
literatura.

A escolha de qual tipo de material clinico deve-se extrair o DNA varia entre os
laboratorios. Espy e colaboradores (2006) sugeriram que a camada leucocitaria € o
melhor espécime clinico para extracdo e diagndstico de parasitoses. A PCR realizada
em fluidos corporais como 0 sangue, representa uma alternativa pouco invasiva de
diagnostico da toxoplasmose (KOMPALIC-CRISTO et al., 2007; WAHAB et al., 2010).
Um aspecto relevante da escolha do sangue é a capacidade de realizar o diagnostico
da doenca na fase aguda através da deteccdo dos taquizoitas no sangue circulante, o
gue torna a PCR uma ferramenta para diagnéstico precoce, antes dos sinais clinicos,
gue nem sempre sdo aparentes (HO-YEN et al.,1992; KOMPALIC-CRISTO, BRITTO e
FERNANDES, 2005).

O modo de extracdo do DNA também pode interferir na sensibilidade da reagéo
(ALFONSO et al.,, 2009). No presente estudo, a extragcdo de DNA aconteceu em
amostras de papa leucocitaria, processadas logo apos a coleta e mantidas a -20°C até
0 momento da extracdo do DNA. Segundo Colombo et al. (2005) e Mesquita et al.
(2010), para melhorar a sensibilidade da PCR em sangue periférico, as amostras de
sangue devem ser processadas rapidamente (até 48 horas do momento da coleta) com
0 objetivo de prevenir a inibicdo da Taq polimerase.

Além da presenca de inibidores da Taq polimerase, outros autores sugerem que
os resultados falso-negativos podem ser explicados pela fase da coleta da amostra e a
curta e intermitente parasitemia (SPALDING et al., 2002; MONTOYA e LIESENFELD,
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2004). A guantidade de amostra analisada pode influenciar o resultado do diagndstico
molecular. Quanto menor a amostra, menor a carga parasitaria (MONTOYA et al.,
2009). Neste trabalho, uma Unica coleta de cada individuo foi analisada, um fator que
pode ter contribuido para reduzir a possibilidade de deteccdo dos protozoarios
investigados. Alguns trabalhos associam a especificidade, sensibilidade e exatiddo do
diagndstico ao tamanho e a condicdo das amostras bioldgicas estudadas.

N&o ha estudos de deteccdo molecular do N. caninum, pela PCR, em capa
leucocitaria proveniente de sangue periférico de pessoas, porém evidenciou-se que
tanto o N. caninum quanto o T. gondii foram capazes de promover a infeccdo e

soroconversao em individuos imunodrepimidos.

4.4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que:

. Foram detectados anticorpos anti-N. caninum em individuos soropositivos para
HIV com titulo de anticorpos séricos de 50 em 31,2% das amostras. Nao foram
detectados anticorpos contra N. caninum nas amostras de soro de trabalhadores rurais;
. N&o foram identificados resultados positivos por PCR convencional para o N.
caninum, no sangue de pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia adquirida
(HIV) e em trabalhadores rurais;

. Foram detectados anticorpos anti-T.gondii, pela RIFI, em 68,7% dos individuos
soropositivos para HIV e em 40,7 dos trabalhadores rurais;

. N&o foram identificados resultados positivos pela PCR convencional e PCR real

time para o T. gondii, a partir de papa de leucécitos em amostras humanas.
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5 CAPITULO IV - FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A INFECCAO PELO
Toxoplasma gondii EM TRABALHADORES RURAIS

RESUMO

Toxoplasmose é causada pelo protozoario parasito Toxoplasma gondii. Tal agente
etiologico causa danos neurolégicos graves quando ocorre por meio de infeccéo
congénita ou na reativacao da infeccdo em pessoas imunocomprometidas. Os estudos
epidemiolégicos tém identificado diferencas entre os fatores de risco, conforme os
habitos da populacdo, e diferentes soroprevaléncias. O presente estudo avaliou a
ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii em trabalhadores rurais pertencentes a
propriedades leiteiras da microrregido de Toledo, oeste do Parana, e os fatores de risco
associados a infec¢do. Foram coletadas amostras de sangue de 91 trabalhadores rurais
e nas propriedades as pessoas foram submetidas ao questionario epidemiolégico com
os dados: sexo; consumo de carne bovina crua ou mal cozida, leite in natura bovino,
embutidos artesanais, hortalicas cruas, agua de poco, contato com felinos, contato com
o solo. Os soros humanos foram submetidos a reacdo de imunofluorescéncia indireta
para a deteccdo de anticorpos anti-T. gondii (ponto de corte =21:16). As
soropositividades dos individuos de acordo com a diluicdo foram: 40,6% (1:16), 22%
(1:64); 12,1% (1:256) e 4,4% (1:1024). A soropositividade ao parasito foi elevada nos
trabalhadores rurais, sendo de 17,6% em mulheres e 23,1% em homens. O consumo
de leite in natura e realizar atividades em contato com o solo podem ser fontes de
contaminagéo, sendo associadas com a detecgdo de anticorpos anti-T. gondii em
trabalhadores rurais.

Palavras—chave: Toxoplasma  gondii; pessoas; anticorpos; reagao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI).
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is a parasitic disease caused by the protozoan Toxoplasma gondii. It
causes serious neurological damage through vertically transmitted infections or through
the reactivation of infections in immunocompromised patients. Epidemiological studies
have identified differences among risk factors, which varied according to population
habits and different seroprevalence. Our study has evaluated the incidence of anti-T.
gondii antibodies in farm workers and risk factors associated with the infection. All
individuals work for dairy products companies in Toledo and its outskirts, in western
Parana. We collected blood samples from 91 farm workers, and applied an
epidemiological questionnaire with the following data: gender; consumption of raw or
rare beef, raw caw milk, processed meats, raw vegetables, well water, contact with
felines, and contact with soil. Human sera were subjected to indirect
immunofluorescence assay for the detection of anti-T. gondii antibodies (cut-off point =
1:16). Seropositivity, in all dilutions, came out as follows: 40.6% (1:16), 22% (1:64);
12.1% (1:256) and 4.4% (1:1024). Seropositivity to the parasite was found to be high in
farm workers' samples, summing 17.6% in women and 23.1% in men. Raw milk
consumption and tasks that require contact with the soil were evidenced to be
contamination sources, since they were strongly associated with the detection of anti-T.
gondii antibodies in farm workers.

Keywords : Toxoplasma gondii; people; antibodies; indirect immunofluorescence assay
(IFA).
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5.1 INTRODUCAO

A toxoplasmose, doenga causada pelo parasito intracelular Toxoplasma gondii, €
uma zoonose comum entre os vertebrados, como aves e mamiferos, inclusive o
homem, sendo os felideos os hospedeiros definitivos (TENTER, 1999). O parasito tem
ampla distribuicdo mundial e elevada prevaléncia soroldgica, podendo atingir,
aproximadamente, 60% da populagcdo de um mesmo pais (DUBEY, 2004; KIM e
WEISS, 2004). Estudos realizados no Brasil demonstraram que a soroprevaléncia da
toxoplasmose na populagdo em geral varia de 26% a 80% (DUBEY e BEATTIE, 1988;
TENTER, HECKCROTH e WEISS, 2000; MAIA, et al., 2012; BORGUEZAN, et al.
2014).

A transmissao horizontal ocorre via ingestdo de oocistos presentes no ambiente,
guando ingeridos acidentalmente pelo manuseio da terra ou pela agua, e os cistos
teciduais, presentes na carne de diferentes animais e utilizada para consumo humano.
O héabito de ingerir carnes e produtos de origem animal, crus ou mal cozidos, tem
grande importancia na epidemiologia da toxoplasmose (TENTER, HECKCROTH e
WEISS, 2000; BOOTHROYD e GRIGG, 2002; REZENDE-FIGUEIREDO et al., 2010). A
transmissdo também pode ocorrer por taquizoitas presentes no sangue de bolsas de
transfusdo sanguinea, orgdos (transplantes de oOrgdos) ou leite ndo pasteurizado
(DUBEY e BEATTIE, 1988; DUBEY, 2004).

E importante conhecer a via de transmissdo mais importante, para o0
planejamento das acOes educativas que visam reduzir a exposicdo ao parasito. A
infeccdo humana, geralmente assintomatica, pode ocorrer na forma subclinica ou
oligossintomatica em individuos imunocompetentes. Entretanto, em alguns casos, leva
a um quadro clinico grave, principalmente em individuos imunocomprometidos, nos
guais aparece entre as principais infec¢cdes oportunistas, com altos indices de
morbidade e mortalidade (DIAS e FREIRE, 2005).

Como os sintomas da toxoplasmose ndo sdo caracteristicos, € necessaria a
realizacdo de diagnostico especifico. O diagndéstico de rotina € baseado na resposta
imune dos pacientes, por meio de testes imunologicos para deteccdo de anticorpos

séricos especificos para T. gondii, principalmente das classes IgG e IgM. A sorologia &
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utilizada no diagnéstico e nos estudos epidemiologicos (GARCIA et al., 1999;
FONTOURA e BECK, 2011).

A pesquisa do T. gondii em individuos cuja ocupacéo os coloca em contato direto
com animais de producao soropositivos, é de grande importancia, uma vez que diversos
trabalhos vém relatando a presenca desse parasita em animais de producédo (GARCIA
et al., 1999; TENTER et al., 2000; DAGUER et al., 2004; ALVARADO-ESQUIVEL et al.,
2011). O risco ocupacional ao qual estdo expostos esses individuos deve ser levado em
consideracdo, mostrando, com isso, a necessidade de um planejamento de saude
animal na origem da cadeia de producao, e da conscientizacdo dos produtores para as
formas de controle desta enfermidade (praticas de manejo adequadas, educacdo
sanitaria), para que possam, com isso, transformar seu produto em um fator positivo
para a saude animal e publica.

O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de anticorpos anti- T. gondii em
trabalhadores rurais pertencentes a propriedades leiteiras da microrregido de Toledo,

Oeste do Parand e identificar os fatores de risco associados a infeccao.
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5.2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
CEP/PUCPR 5017/11. Foram coletadas amostras de sangue de 91 pecuaristas (com
idade superior a 18 anos), pertencentes a propriedades leiteiras da microrregido de
Toledo, Oeste do Parana (24° 42' 49" Sul, 53° 44" 35" Oeste), esta regido destaca-se
por possuir pequenas propriedades produtoras de leite. Todas as propriedades
apresentavam ordenha canalizada ou tipo balde ao pé e a maioria possuia mao-de-
obra basicamente familiar.

O delineamento desta pesquisa foi realizado de forma que se obteve um estudo
observacional, transversal e descritivo. Esse delineamento se caracteriza pela
observacao direta das variaveis de estudo em uma Unica oportunidade e sua analise
considera que todas as observacOes foram feitas no mesmo instante, ignorando o
espaco de tempo decorrido para a coleta dos dados do primeiro ao ultimo individuo.

A coleta de sangue foi realizada por venocentese cefalica, sob-responsabilidade
de um profissional da Area da Salde. Além das coletas de sangue foi aplicado
guestionario epidemiologico estruturado, elaborado para se obter informacfes dos
entrevistados sobre parametros e fatores de risco associados a presenca de anticorpos
anti-T. gondii. Estes questionarios abordaram questdes relacionadas ao: sexo; contato
com bovinos soropositivos; consumo de carne bovina crua ou mal cozida; consumo de
leite in natura bovino; consumo de hortalicas cruas; contato com felinos; consumo de
embutidos artesanais; se realiza atividades ligadas ao solo; consumo de agua de poco.

Foram coletados 5,0 mL de sangue da veia cefalica direita ou esquerda,
utilizando agulhas descartaveis (07 x 25 mm), acopladas em tubos BD Vacutainer® sem
anticoagulante, devidamente identificados. Apds a coleta, os tubos foram mantidos em
repouso em temperatura ambiente e protegidos da luz, para a retracdo do coagulo e
obtenc&o do soro sanguineo por centrifugacédo a 5000 rpm por 10 minutos. As amostras
de soro foram transferidas para microtubos de polipropileno (tipo Eppendorf®),
previamente identificados. As amostras de soro foram submetidas a RIFI para detecgéo
de anticorpos anti-T. gondii da classe imunoglobulina G (IgG), diluicéo inicial de 1:16, as

amostras soropositivas foram diluidas até a determinacéo do titulo maximo da reacéo
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conforme técnica padronizada descrita por Camargo (1964). Amostras de soro
sanguineo de bovinos, positivas e negativas, foram utilizadas como controle em todas
as laminas. Os conjugados fluorescentes anti-IgG humano ou anti-IgG bovino foram
utilizados na diluicéo de 1:100 (conjugado com isotiocianato de fluoresceina - SIGMA®).

As laminas foram observadas em microscépio de imunofluorescéncia equipado
para fluorescéncia (sistema de epi-iluminacdo) com objetiva de 40x. Foram
consideradas positivas as reagoes fluorescentes em toda a periferia dos parasitos. Nas
reacdes negativas, 0s parasitos presentes na lamina ndo apresentaram fluorescéncia,
ou esta ficou apenas localizada em uma das extremidades dos mesmos, sendo
caracterizada como “coloracédo polar” ou “reacdo apical”. Os resultados dos exames
sorolégicos foram enviados aos pacientes pelo profissional da area da saude, sendo

repassadas as orientacdes quanto aos resultados e procedimentos a serem adotados.

Analise estatistica

A analise univariada de associacdo entre os grupos foi testada pelo teste de qui-
quadrado (x?) com significancia estatistica se P <0,05. A magnitude da associacdo dos
riscos foi determinada pela razdo de probabilidade de ocorréncia (odds ratio, OR) e a
significancia foi determinada para um intervalo de confianca de 95% e nivel de
significancia de 5%.

Considerou-se para analise estatistica a varidvel dependente presenca de
anticorpos anti-T. gondii e as variaveis independentes: sexo; contato com bovinos
soropositivos; consumo de carne bovina crua ou mal cozida; consumo de leite in natura
bovino; consumo de hortalicas cruas; contato com felinos; consumo de embutidos

artesanais; se realiza atividades ligadas ao solo; consumo de agua de poco.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As frequéncias dos titulos dos soropositivos ao T. gondii foram: 40,6% (16), 22%
(64), 12,1% (256), 4,4% (1024). No presente estudo a soropositividade para 0s
trabalhadores rurais pertencentes a propriedades bovino leiteiras foi de 40,6% (ponto
de corte 21:16) (TABELA 1), inferior a relatada por Garcia e Navarro (1995), de 71,3%,
em trabalhadores da zona rural de Guaraci, microrregido de Londrina, também no
Estado do Parana. Essa diferenca poderia ser explicada pela diferenca na procedéncia
das amostras analisadas, porque em Guaraci os exames foram realizados exames em
pacientes provenientes da zona rural que procuraram o servico de saude local (postos

de saude).

TABELA 1 — Distribuicdo dos titulos de anticorpos anti-T. gondii (RIFI-IgG) em trabalhadores rurais da
microrregido de Toledo, Parana, Brasil, 2014.

REAGENTES NAO REAGENTES

TITULO N/TOTAL % N/TOTAL %
1:16 37/91 40,6 54/91 59,3
1:64 20/91 22,0 71/91 78,0
1:256 11/91 12,1 80/91 87,9
1:1024 4/91 4,4 87/91 95,6

N: nimero de amostras; RIFI: Reacdo de Imunoflueorescéncia Indireta.

A infeccédo pelo T. gondii depende de condic¢des climaticas e, consequentemente,
varia de uma éarea para outra (SPALDING et al., 2005). No Brasil, a prevaléncia da
infeccdo pelo T. gondii em humanos é de 40 a 80% (CANTOS et al.,, 2000;
AMENDOEIRA et al., 2003). Nesta pesquisa, ha maioria dos individuos com anticorpos
especificos anti-T. gondii da classe 1gG, verificou-se titulos baixos (1:16 e 1:64). Estes
dados estdo de acordo com os descritos por Souza (1995) e Daguer et al. (2004), que
também encontraram baixos titulos em magarefes.

Os resultados da andalise de associacdo da ocorréncia de anticorpos anti-T.

gondii com os fatores de risco estudados encontram-se na TABELA 2.
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TABELA 2 — Fatores associados ao risco de trabalhadores rurais sororreagentes e nao sororreagentes
para T. gondii (ponto de corte 21:16), individuos procedentes da microrregido de Toledo, Parana, Brasil,
2014.

REACAO DE
IMUNOFLUORESCENCIA ANALISE UNIVARIADA
FATOR DE RISCO INDIRETA
Reagente %(n) N&o reagente OR )(2 P
%(n) (tendéncia)
Sexo
Feminino 17,6(16) 26,4(24) 0,95 0,01 P=0,58
Masculino 23,1(21) 32,9(30)
Contato com bovinos
Soropositivos
Sim 16,5(15) 29,8(27) 1,54 0,51 P=0,37
Nao 14,3(13) 39,6(36)
Carne crua/mal cozida
Sim 26,4(24) 41,7(38) 0,78 0.10 P=0.65
Nao 14,3(13) 17,6(16)
Leite in natura bovino ?
Sim 31,9(29) 30,8(28) 3,37 5,52 P=0,01%
Nao 8,8(8) 28,6(26)
Hortalicas cruas
Sim 36,3(33) 52,7(48) 1,03 0,09 P=0,96
Nao 4,4(4) 6,6(6)
Contato com felinos
Sim 13,2(12) 29,7(27) 0,48 2,10 P=10,10
Nao 27,5(25) 29,7(27)
Consumo de embutidos
Sim 32,9(30) 42,9(40) 1,50 0,28 P =0,43
Nao 7,7(7) 15,3(14)
Realiza atividades *
ligadas ao solo 3,43 528 P=0,01°
Sim 32,9(30) 32,9(30)
Nao 7,7(7) 26,3(24)
Consome agua de pogo
Sim 35,2(32) 41,7(38) 2,69 2,37 P =0,08
Nao 5,5(5) 17,6(16)

x°=valor de qui-quadrado com correcdo de Pearson (<0.05); P=valor de P; OR=o0dds ratio; ® diferenca
significativa

Na varidvel sexo ndo foram observadas diferencas significativas entre os
individuos examinados, conforme observados por outros autores em individuos
procedentes do estado Parand (GARCIA e NAVARRO, 1995; GARCIA et al., 1999;
LIMA, 2008), e do Espirito Santo (BUERY, 2013). No presente estudo, os trabalhadores
desenvolviam praticamente o mesmo tipo de atividade, bem como estavam igualmente
expostos as outras variaveis, independentemente do sexo, 0 que sugere que esses
individuos provavelmente, tinham contato com fatores de exposicdo na mesma

intensidade e frequéncia. Desse modo, as eventuais diferencas observadas ocorreriam
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ao acaso, uma vez que o0 sexo nao é fator de resisténcia ou susceptibilidade a infeccao
segundo Amendoeira et al. (2003).

N&o houve diferenca significativa (P > 0,05) entre a proporcédo de individuos que
possuem contato com bovinos soropositivos e 0s que ndo possuem. Este resultado
concorda com GARCIA e colaboradores (1999), o referido autor também ndo encontrou
correlagdo significativa entre humanos e bovinos, dados que se assemelham aos
observados neste trabalho.

Dentre os 91 individuos participantes desta pesquisa, 62 (68,1%) relataram, nas
fichas epidemioldgicas, que ingeriam carne crua ou mal cozida. Entretanto, uma
interpretacdo mais cautelosa desta variavel, no presente estudo, evidencia que dentre
os individuos pesquisados que tém o habito de ingerir carne crua ou mal cozida,
apresentaram soropositividade de 26,4% ante 14,3% daqueles que néo ingerem,
revelando a influéncia da alimentagdo na ocorréncia de anticorpos contra T. gondi.
Embora o risco de adquirir a infeccdo, por meio desta via, tenha sido relatado por
diversos autores (NAVARRO et al.,, 1992, AMENDOEIRA, 1995; CHOI et al., 1997;
BARIL et al., 1999; LIMA, 2008), no presente estudo nao foi constatado um resultado
estatisticamente significativo com relacéo a esta variavel.

Estes resultados discordam dos obtidos por Spalding et al. (2005), no sul do
Brasil, que encontraram uma alta razao de prevaléncia, sugerindo que este fator devem
estar envolvido na transmissdo da toxoplasmose na regido. O habito de ingerir carne
crua ou mal cozida, principalmente de suino, ovino ou caprino (REMINGTON et al.,
1995; TENTER et al., 2000; JONES et al., 2006) € de extrema relevancia em se
tratando da toxoplasmose, pois sd0 0s animais mais suscetiveis a formacéo de cistos
teciduais.

A infeccéo por T. gondii pode ocorrer concomitante a ingestéo de alimentos crus
ou mal cozidos (DUBEY e BEATTIE, 1988). COOK e colaboradores relataram num
estudo tipo caso-controle realizado em seis paises europeus, que entre 30% a 63% das
infecgBes pelo T. gondii foram atribuidas ao consumo de carne crua ou mal cozidas,
representando o principal fator de risco para a infeccdo em todos os centros estudados

(COOK et al., 2000). Porém, mesmo que a incidéncia de infeccéo a partir da carne seja
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baixa, a frequéncia e a forma como é consumida proporcionam o grau de exposi¢ao e
risco a infecc¢ao toxoplasmica (FRENKEL e DUBEY, 1972).

No presente estudo, o consumo de leite in natura bovino influenciou a
sororreatividade ao parasito, com diferenga estatistica, este resultado corrobora com os
obtidos por LIMA (2008), que realizou um inquérito soroepidemiologico para a
ocorréncia de toxoplasmose em estudantes universitarios também na regido oeste do
Parana. O risco de infecg&o por T. gondii por consumo de leite cru é considerado como
pequeno por alguns autores (DUBEY e BEATTIE, 1988), mas pode ser também com
leite pasteurizado ou fervido contaminado pelo protozoario. Este perigo aumenta
guando ha ingestéo de leite de cabra nédo fervido (CHIARI e NEVES, 1984). O habito de
ingestao de leite de cabra néo foi relatado entre a populacdo estudada. Até o presente,
a transmisséo toxoplasmica pelo leite in natura foi descrita como possivel na espécie
caprina, e a carne e o leite ndo podem ser descartados como potenciais reservatorios
da infeccdo na epidemiologia da doenca (ESTEBAN-REDONDO e INNES, 1997). Esta
hipétese foi confirmada por HIRAMOTO e colaboradores (2001), estes autores
demonstraram experimentalmente que os cistos de T. gondii podem sobreviver no leite
fresco ou queijo ndo pasteurizado ou inadequadamente tratado, e que estes podem ser
considerados uma fonte potencial de T. gondii na transmisséo, especialmente em areas
rurais, onde nao ha pasteurizacéo.

A ingestdo de hortalicas cruas néo foi estatisticamente significativa e 29% dos
individuos sororreagentes consomem hortalicas cruas. E importante lavar bem as frutas
e legumes, porque podem estar sujas de terra contaminada, evitar contato com gatos
ou com o solo ou, pelo menos, usar luvas apropriadas durante a jardinagem e ao
manusear materiais potencialmente contaminados com fezes de gatos (AMENDOEIRA
e CAMILLO-COURA, 2010). De acordo com alguns autores, a toxoplasmose pode ser
adquirida por ingestao de oocistos esporulados presentes em hortalicas e frutas, ou
pelas maos que mantém contato com o solo, areia, latas de lixo, quintais e jardins, onde
possivelmente os felideos defecaram (SOUZA et al., 1987; DIAS e FREIRE, 2005).

Em Minas Gerais, uma avaliacdo de pessoas residentes em area urbana, em
contato com animais na residéncia e no peridomicilio, revelou uma soroprevaléncia

maior entre individuos em contato com gatos, galinhas e suinos. Outras variaveis
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(presenca de céaes, cabras ou roedores e consumo de carnes, ovos ou leite cru ou
fervido) ndo apresentaram associacao na distribuicdo dos sororreagentes (CAMARGO
et al., 1995).

N&o houve associacdo significativa (P<0,05) entre a soropositividade para T.
gondii e a presenca de gatos, entretanto a presenca de felinos e o contato proximo com
esta espécie sdo importantes na epidemiologia da toxoplasmose. Este resultado
concorda com os observados por Daguer et al. (2004), que encontraram positividade
maior entre os individuos que ndo possuiam contato com gatos (90%) do que entre 0s
gue possuiam contato com esses animais (75%). Spalding et al. (2005) observaram, em
seu estudo, que 0 contato com gatos apresentou maior influéncia como fator de
exposicao a infeccdo na area urbana, onde ha um convivio mais estreito dos individuos
com seus animais domésticos.

Segundo Navarro (1992) e Silva et al. (2010), um mecanismo de transmisséo
importante do T. gondii seria a ingestdo de linguicas preparadas de carne suina,
costume alimentar de algumas regides do interior do Brasil. No entanto, quando
correlacionado o habito da ingestdo de embutidos pelos individuos, do presente
trabalho, com a soropositividade ao T. gondii, nd&o foi observada diferenca
estatisticamente significativa.

No presente estudo, a manipulacdo do solo foi um fator relacionado a infec¢éo
pelo T. gondii. Diversos autores relatam que a contaminac¢éo do solo com oocisto de T.
gondii esta entre os principais fatores de risco para a infeccdo (ALVARADO-ESQUIVEL
et al., 2006; LAFFERTY, 2006; CARRUTHERS e SUZUK, 2007; HEUKELBACH et al.,
2007). O solo e areia contaminados com fezes de felideos contendo oocistos
esporulados representam também duradouras fontes de infeccdo do T. gondii
(FRENKEL, 2004).

Alguns estudos tém relatado a importancia da contaminacdo pelos oocistos em
individuos que exercem atividades ou manipulam o solo. Em estudo realizado no sul do
Brasil por Spalding et al. (2005) o solo foi o maior fator associado a infec¢cdo. Em
Tawain, Lin e colaboradores (2008) investigaram os fatores relacionados a infeccéo
pelo T. gondii em gestantes e demonstraram também que o contato com o solo foi um

fator de forte associacdo com a soroprevaléncia para o T. gondii. Oliveira et al. (2004)
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relataram que os poucos habitos de higiene, principalmente nas criancas, podem levar
a uma maior exposicdo a infeccdo pelos agentes transmitidos através da agua ou
alimentos.

A contaminagdo da agua de abastecimento dos domicilios pelas fezes de
felideos constitui um fator que deve ser levado em consideragdo (AMENDOEIRA,
1995). Ao contrario do que a literatura afirma, o consumo de agua de po¢o ndo tratada
ndo foi fator de risco significativo nesta pesquisa. Entretanto Dubey et al. (2004),
relataram um surto de toxoplasmose em Santa Isabel do Ivai, Parana/Brasil, a 4gua foi
associada ao surto em que ocorreu infeccdo aguda na populacdo. No Canada a
epidemiologia da toxoplasmose foi associada a agua de bebida e a populacéo estudada
desenvolveu a forma clinica da infecgdo (ISAAC-RENTON et al., 1998).

Pesquisas soroepidemioldgicas detectaram como um dos principais fatores
associados a soropositividade humana para anticorpos anti-T. gondii a ingestdo de
agua por fontes néo tratadas (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; DE MOURA et al., 2006).
De acordo com Sroka et al. (2006) fontes de agua que nao recebem tratamento ou nao
sao filtradas, podem constituir sério risco a contaminagcdo pelo T. gondii, pois pode
ocorrer consumo de agua contaminada com oocistos do parasito.

O presente estudo fornece dados da ocorréncia de individuos soropositivos para
T. gondii no oeste do Parana e os fatores de risco associados com a infecgdo. Deve-se
ressaltar o consumo de leite in natura e o contato com 0 solo como possiveis riscos a
doenca, sendo necessario intensificar a acdo dos agentes de salude na orientacdo dos
produtores rurais quanto as medidas de higiene e a importancia do consumo de leite

fervido para a prevencao da toxoplasmose.
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5.4 CONCLUSOES

O presente estudo indica elevada ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii entre os
trabalhadores rurais pertencentes a propriedades bovino leiteiras da regiao oeste do
Estado do Parana. Quanto a analise dos fatores de risco predisponentes, destaca-se
que:

. Foram encontrados altos titulos de anticorpos anti-T. gondii em 4,4% (1024) dos
individuos amostrados;

. Houve associacao estatistica significativa (P<0,05) para o consumo de leite in
natura bovino e realizar atividades ligadas ao solo;

. A associacdo dos riscos relacionados a deteccdo de anticorpos anti-T. gondii
como sexo, consumo de carne crua ou mal cozida, consumo de hortalicas cruas,
contato direto com felinos, consumo de embutidos e consumo de agua de poco, nao

influenciaram na distribuicdo dos sororreagentes (P=0,05).
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ANEXO 3 —Auxilio financeiro recebido - CNPq edital universal 14/2011.

@ ﬁcmpq chg o coviame sesanaL

6 e e BRAS'L

60 ANOS .'mv““ PAIS RICO £ PAIS SEM POBREZA
Divulgagéo de resultados de concesséo de auxilio

Concedente: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq.

Objetivo: C do de auxilio fi iro a pesquisa liberado para a:
- Chamada Publica Universal 14/2011 - Faixa A - até R$20.000,00

Vigéncia: A partir da data de aceitagdo pelos beneficiarios e pelo periodo de duragao aprovada conforme detalhamento
da planilha abaixo.

N° Processo Modalidade Duragéo Beneficiario Custeio (R$) Capital (RS)

480829/2011-0 APQ 24 meses Rosangela Locatelli Dittrich R$ 3.100,00 RS 16.850,00

96
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ANEXO 4 - Preparo das laminas de reacdo Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), com

taquizoitas de N. caninum ou T. gondii obtidos de cultivo celular

Material:

1. Retirar o meio de cultivo das garrafas infectadas com os taquizoitas. Lavar a
monocamada com PBS.

2. Remover a monocamada de células com uma haste de borracha, ou com 1,0 ml de
tripsina. Os taquizoitas podem ser retirados com menor numero de células, sem a
remocao completa do tapete celular.

3. Transferir a suspenséo para um tubo de Falcon. Passar a suspensédo em agulha
(25X6) e seringa, trés vezes, para romper as células. A filtracdo com filtro de 5 um
pode ser utilizada para remover 0s restos celulares.

4. Centrifugar a suspenséo por 10 minutos, a 1.000 rpm, na temperatura de 6°C;

5. Remover o sobrenadante e ressuspender o sedimento com 1,0 ml de PBS;

6. Contar os protozoarios na camara de Neubauer;

7. Numero de taquizoitas/mL = (numero médio de taquizoitas/quadrado grande da
camara) x (10%) x (fator de diluic&o);

8. Centrifugar por 10 minutos, a 1.000 rpm, na temperatura de 6°C; descartar o
sobrenadante. Repetir a lavagem com PBS e centrifugar novamente;

9. Diluir o in6culo com PBS pH 7,2 para uma quantidade de 1,0 x 10° taquizoitas / mL.

10.Limpar as laminas previamente com alcool etilico 70%;

11.Depositar 30 pl (30.000 taquizoitas / orificio) da suspensdo em cada orificio da

lamina de IFI;

12.Secar as laminas na estufa a 37°C, ou em temperatura ambiente.

13.Manter as laminas a — 20°C. O prazo de utilizagdo das laminas é de 6 meses.
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ANEXO 5 - Reacao da Imunofluorescéncia Indireta para pesquisa de anticorpos anti-
Neospora caninum ou Toxoplasma gondii

Material: laminas para imunofluorescéncia com 10 orificios cada, sensibilizadas com
taquizoitas de N. caninum ou T. gondii. Conservagdo: — 20°C. Em cada lamina, além

dos soros testes, foram incluidos os soros controles positivo e negativo.

Técnica:

Identificar as [aminas na parte polida e anotar as amostras em protocolo controle;
Diluir as amostras de soro com PBS pH 7,2;

Retirar as laminas do congelador;

Secar sob ventilagdo, por 10 minutos;

Colocar as laminas em banho de acetona, por 10 minutos, no congelador;

Secarr,

Colocar 25 pl de cada amostra de soro diluido nos orificios (po¢o) da lamina;

Incubar as laminas por 30 minutos, a 37°C, em camara umida;

© © N o 00k~ w NP

Lavar com PBS, por 10 minutos, nas cubas;

10.Lavar com agua destilada;

11.Secar;

12.Colocar o conjugado especifico (25 ul/poco);

13.Incubar as laminas por 30 minutos, a 37°C, em camara umida;

14.Lavar com PBS, por 10 minutos, nas cubas;

15.Lavar com agua destilada, por 5 minutos;

16. Secar;

17.Colocar a glicerina 90% (tamponada com PBS), entre as duas fileiras de orificios e
colocar uma laminula;

18.Examinar as laminas no microscoépio de imunofluorescéncia.
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ANEXO 6 - Reacado da Polimerase em Cadeia (PCR)

Na PCR foi preparado um mix de acordo com a TABELA 1 abaixo. O volume da

reacao foi de 25pl.

TABELA 1 - Componentes da reagdo da polimerase em cadeia para amplificagdo do DNA de Neospora

caninum ou Toxoplasma gondii e respectivas concentragdes na reagdo com os primers Np6/Np21 ou

TOX4/TOXS.

COMPONENTES CONCENTRACAO DA VOLUME NA CONCENTRACAO
SOLUCAO DE USO REACAO (uL) FINAL
Agua Mili -Q 18,4 asp
Tampéo 10X 2,5 1X
Primer 25 mM 0,5 0,5 pmol
Primer 25 mM 0,5 0,5 pmol
MgCl, 50 mM 0,75 1,5mM
DNTPs 25 mM 0,2 0,2 mM
Taq polimerase 50 mM 0,2 1 U/l
DNA 1,5 60 ng
Total 25,0

TECNICA DA PCR:

1. Preparar o mix em fluxo laminar de acordo com o nimero de amostras de DNA,

considerando o tubo branco;

2. Adicionar os componentes da reacdo em tubo de eppendorf® na sequéncia

apresentada até a Tag polimerase. Manter os reagentes do mix no gelo e adicionar por

[timo a enzima Tag polimerase. Preparar um tubo branco;

Homogeneizar o mix no tubo de eppendorf® em vortex (30 segundos);

Distribuir as aliquotas determinadas do mix nos tubos de eppendorf® para PCR;

Homogeneizar cada tubo em vortex (2 segundos) apos colocar a amostra;

a
3
4
5. Acrescentar as amostras de DNA;
6
7

Incubar as amostras no termociclador;
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A amplificacdo no termociclador Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler® foi

realizada com os seguintes programas:

N. caninum primer NP6 e NP21

T. gondii primer TOX4 e TOX5

94°C 5 minutos 1 ciclo
94°C 35 segundos

54°C 30 segundos 32 ciclos
72°C 30 segundos

72°C 5 minutos 1 ciclo

4°C o0

94°C
94°C
65°C
72°C
72°C
4°C

5 minutos 1 ciclo

35 segundos

30 segundos 32 ciclos
30 segundos

5 minutos 1 ciclo

(s}

Apo6s a amplificacdo, os produtos foram analisados por eletroforese (Protocolo

Anexo 7).
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ANEXO 7 - Eletroforese em gel de agarose 1,4%

1. Preparar o gel de agarose (UltraPure™ Agarose - Invitrogen®) a 1,4% em tamp&o
TAE 1X;

2. Colocar a agarose na cuba com o pente. ApGs solidificar retirar o pente com
cuidado;

3. Acrescentar o tampao TAE 1X (700ml) na cuba com o gel solidificado;

4. Distribuir aliquotas de 1,5ul do corante Safer Dye Kasvi® sobre um parafilme em
numero igual ao das amostras;

5. Misturar 5pl de cada amostra ao Safer Dye Kasvi® e depositar nos pocos do gel,
iniciando com o marcador de pares de bases (1Kb Plus DNA Ladder — Invitrogen 250ug
(2,0ug/ul);

6. Conectar os cabos da fonte de eletroforese na cuba DIGEL® JY-SPCT, proceder a
eletroforese a 95V utilizando a fonte Thermo Scientific® EC300XL, migrando do polo
negativo (preto) para o positivo (vermelho);

7. Desligar ap0s migracao de 2/3 da cuba;

8. Retirar o gel da cuba e fazer leitura em transiluminador de ultravioleta (Loccus
biotecnologia® LTB-20x20ST) e fotografar.

*Tampao TAE — Tris acetato na solugcéo concentrada 50X:

Tris base 242 g

Acido acético glacial 57,1 ml
EDTA 0,5 M (pH 8,0) 100 ml
g.s.q 1.000 ml

Manter na geladeira e no momento do uso diluir para 1X com agua destilada. A

solucéo de uso apresenta as concentracdes 0,04 M de Tris acetato e 0,001 M de EDTA.



ANEXO 8 — Inquérito epidemiologico

Escolaridade:

Possui doencgas de base:

102

Protocolo n°

Realiza exames de rotina: data do ultimo exame: resultados:

Numero de gestacoes: Gestacgdes a termo: aborto: nascidos vivos:

parto prematuro:

Intercorréncias na gestagao:

Ja realizou transfusédo de sangue:

Transplante de 6rgaos:

Faz uso continuo de medicamentos:

Faz uso de medicamentos controlados:

No ultimo ano teve:

Febre: dor de cabeca: confusao: nausea:
Tém ou teve:

Doencas oculares:

Lesdes consequentes de infecgcéo nos olhos:

Possui fossa séptica:

Tratamento de esgoto:

Esgoto a céu aberto:

Presenca de cées e/ou gatos?

Quais os cuidados de higiene praticados com alimentos:

Tem atividades relacionadas & manipulacéo de terra, areia?

Qual (is):

coordenacdao ruim:

Tem habito de comer carne crua ou mal passada? ( ) Sim; () N&o.

Sim, de que espécie?

Tem habito de comer embutidos artesanais?

Como prepara as verduras, legumes e frutas para comer?

Tem o habito de ingerir leite cru? () Ndo; ( ) Asvezes:; () Sempre.

Sim, de que espécie?

Leite fervido? () N&o; () Asvezes; ( ) Sempre.

Leite pasteurizado? () Ndo; () Asvezes; ( ) Sempre.

Queijo fresco (queijo minas)? () N&o; () As vezes; ( ) Sempre.

Qual a origem da agua de bebida da residéncia? () Torneira; () Mineral,
() Pocgo; () Filtrada; ( ) Outro
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Verificou-se possivel associacdo entre a infec¢cdo por HIV e a ocorréncia de
anticorpos contra N. caninum. E necessaria a continuidade nas pesquisas em rela¢io
ao papel da infeccdo por N. caninum em outros grupos de individuos
imunocomprometidos tais como: pacientes imunodeprimidos transplantados,
oncologicos e em processo de hemodidlise.

Neste contexto, os procedimentos adotados em relacdo ao contato de pacientes
imunodeprimidos e felideos, no caso da prevengcdo da toxoplasmose, poderiam ser
adotadas medidas semelhantes no que se refere ao contato de caes e estes grupos de
pacientes, quando se pretende prevenir a infeccdo por N. caninum, particularmente

guando estes animais estdo em contato com pacientes HIV positivos.
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