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1- INTRODUCAO

A toxoplasmose, uma infecg¢io sistémica causada pelo protozoario Toxoplasma
gondii, acomete uma variedade de mamiferos e aves domésticos e silvestres e algumas
espécies de animais de sangue frio (DE ALENCAR, 1957; LEVINE, 1977). Enquanto a
infec¢do ¢ muito comum, a doenga clinica € rara, sendo normalmente restrita a certas
espécies particularmente susceptiveis, incluindo macacos do Novo Mundo e marsupiais
(PATTON ef al., 1986, DUBEY & BEATTIE, 1988; JOHNSON ef al., 1988; DRESSEN, 1990),
assim como grupos de risco dentro das espécies.

No homem, esta zoonose ¢ freqiiente ¢ constitui um problema clinico maior em
dois contextos: se uma mulher tem uma infec¢do primaria durante a gravidez, o feto que
esta desenvolvendo-se pode se tornar infectado e sofrer severos defeitos congénitos. A
toxoplasmose primaria ou crénica reativada em pacientes com problemas na imunidade
celular, como no caso da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), pode resultar
em encefalite fatal.

Em animais domésticos, o interesse na avaliagdio da prevaléncia da
toxoplasmose silvestre tem sido revisto. A relevincia desses estudos estd diretamente
relacionada com o ciclo de transmissdo desta parasitose, em que o contato de tais animais
com o homem, seja diretamente ou através da utilizagdo destes como fonte de alimentos,
representa um papel importante como reservatorios da infecgdo (SOGORB ef al., 1972).
Embora pesquisas indiquem que animais silvestres freqiientemente sejam sorologicamente

positivos para Toxoplasma gondii (DUBEY & BEATTIE, 1988; DRESSEN, 1990), o papel da



vida silvestre na transmissdo da infecgdo ndo € bem entendido (LINDSAY ef al., 1991;
HUMPHREYS ef al., 1995).

Os mecanismos de transmissdo de 7. gondii sio variados, destacando-se 08
oocistos em fezes de felideos jovens infectados e ingestdo de cistos presentes em carnes.
Quanto ao primeiro mecanismo, ha citagdes na literatura (DUBEY, 1976, 1978 e 1995b;
DUBEY ef al., 1990) relacionadas a duragio de imunidade para liberagdo de oocistos de .
gondii por gatos e o nimero de oocistos liberados por estes. DUBEY (1995a) inoculou
oralmente 6 gatos com cistos da cepa ME-49 e 6 gatos com a cepa Ts-2. Todos eles
liberaram 20-150 milhdes de oocistos apds infec¢do primaria. A eliminagdo de oocistos
dura de 3 a 4 semanas, porém os gatos podem reinfectar-se e voltar a eliminar oocistos. A
imunidade a infec¢o pelo 7. gondii em gatos pode ser afetada por varios fatores, tal como
idade do gato no tempo da infecg@o primaria, a cepa, o estdgio e a rota usada para infec¢do
primaria, infec¢des secundarias, estado nutricional e infecgdes concorrentes. Em relagdo a
segunda forma de transmissdo, SACKS ef al. (1983) documentaram a presenca da
toxoplasmose-infecgio em 3 cagadores de cervos. Em todos os 3 casos, os pacientes
estavam agudamente doentes e requereram hospitaliza¢do. Todos os 3 tinham consumido
carne crua ou mal cozida de cervo e ndo havia outros fatores de risco para toxoplasmose,
tais como contato com gatos ou comer carne crua ou mal cozida de outros animais.
Recentemente, BONAMETTI ef al. (1997) apresentaram 17 casos de toxoplasmose aguda
sintomatica adquirida pela ingestio de carne crua de carneiro, servida em uma festa a qual
todos os pacientes compareceram. Em relagdo ao quadro clinico, o periodo de incubagio
da doenga variou de 6 a 13 dias (10,9 £ 7,0), e 16 (94,5%) pacientes apresentaram febre,
cefaléia, mialgia, artralgia e adenomegalia. Todos os pacientes apresentaram titulos séricos

de anticorpos especificos (IgG e IgM) que evidenciavam fase aguda de toxoplasmose, pela




reacdo de imunofluorescéncia indireta. E de importincia, ainda, a ingestdo de taquizoitas
encontrados nos liquidos orgnicos, excregdes e secregdes. VITOR et al. (1991) utilizaram
como modelo experimental 17 cabras, para demonstrar a eliminagio de Toxoplasma gondlii
através de urina, saliva e leite. Esses animais foram infectados pela via subcutdnea com 10
x 10° taquizoitas da cepa C4 de . gondii e, posteriormente, procedeu-se & inoculagdo dos
materiais (urina, saliva e leite) em camundongos. Foram considerados infectados os
camundongos que apresentaram taquizoitas no exsudato peritoneal, cistos no cérebro e/ou
anticorpos circulantes anti-7. gondii. Foi possivel demonstrar a eliminagio de 7. gondii
através da urina, saliva e leite dos caprinos experimentalmente infectados Outras vias de
transmissdo, como, por exemplo, transfusdo de sangue e seus derivados, e acidentes de
laboratorio, ja foram evidenciadas (AMATO NETO et al., 1963). A toxoplasmose congénita
em animais ¢ de extrema importincia em medicina veterinaria, causando abortos e perdas
neonatais em ovelhas, cabras e porcos, com todas as ragas sendo igualmente susceptiveis
(BUXTON, 1993).

A escassa literatura sobre a incidéncia e a prevaléncia de toxoplasmose em
animais silvestres da fauna brasileira restringe-se a poucas espécies, quando comparada
com a diversidade de exemplares aqui existentes.

Em anfibios e reptéis, DE ALENCAR (1957) relatou, em especial, o encontro de
Toxoplasma gondii no cérebro de um sapo (Bufo marinus) no Brasil, e LEVINE (1977)
descreveu a presenga do organismo em sapos, ras, cobras e iguanas.

Nio se tem dados suficientes sobre a prevaléncia da toxoplasmose em aves,
devido ao fato de muitos dos testes soroldgicos empregados ndo serem reais indicadores
da infec¢do (FRENKEL, 1981; DUBEY et al., 1993). Entretanto, aves exemplificadas por

perus, patos, pelicanos, pombos, gralhas e canarios, dentre outras, sdo outrossim
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acometidas pela toxoplasmose (SOGORB et al., 1972; SOGORB ef al., 1977; IPPEN et al.,
1981; LINDSAY et al., 1994; QUIST ef al., 1995), o que vem afirmar o carater eurixeno do
T. gondii, capaz de infectar representantes de grupos zoologicos bem distanciados.

Numerosas espécies de mamiferos tém sido encontradas naturalmente
infectadas pelo Toxoplasma gondii. A freqiiéncia dessas infecgdes contudo, pode variar de
uma area para outra, sendo que a prevaléncia de anticorpos anti-7. gondii em animais
silvestres ¢ mais elevada entre os carnivoros. Os resultados de um estudo sorolégico,
conduzido por FERRARONI & MARZOCHI (1980), mostraram a ocorréncia de 75% dos
felideos silvestres (Felis sp.) com sorologia positiva. Em S&o Paulo, SOGORB ef al. (1977)
relataram 66,6% de positividade no exame sorologico de gatos do mato (Felis
pardinoides) e em 83,3% das jaguatiricas (Felis pardalis). Ainda em carnivoros BRISCOE
et al. (1993) e DUBEY & BEATTIE (1988) afirmaram que a prevaléncia de anticorpos anti-
T. gondii no urso preto (Ursus americanus) ¢ a mais alta (80%) entre todas as espécies de
hospedeiros de sangue quente, incluindo humanos, examinados nos Estados Unidos.

O onivorismo resulta em uma taxa de prevaléncia intermediaria entre
herbivoros e carnivoros, devido a uma grande por¢o de sua dieta consistir de vegetais ndo
contaminados com cistos teciduais implicados no ciclo carnivoro de Toxoplasma gondii.
Desta forma, SMITH & FRENKEL (1995) afirmam a hipdtese da prevaléncia de anticorpos
anti-7. gondii em carnivoros ser maior que em onivoros, e esta ser maior que em
herbivoros. Gambas e guaxinins sdo muito utilizados como animais de estimagdo nos
Estados Unidos. Os animais capturados, muitas vezes, também sdo comidos, especialmente
por habitantes do meio rural. Deste modo, BURRIDGE ef al. (1979) sugerem, em um estudo

detalhado, o risco que esses animais onivoros representam para a saude publica.




Sabe-se que um carnivoro silvestre pode tornar-se infectado facilmente pela
ingestdo de tecidos contendo cistos de Toxoplasma, mas a forma como um herbivoro, tal
como cervideo, ¢ infectado ndo é completamente entendido.

Existem 17 géneros e 53 espécies de cervideos encontrados na América do
Norte, América do Sul, Africa Ocidental, Eurésia, Japdo, Filipinas e partes da Indonésia
(WALLACH & BOEVER, 1983). Esses animais tém sido introduzidos em quase todos os
outros paises ocupados pelo homem. O grupo dos cervideos ¢ um dos mais importantes
grupos de Artiodactylideos no mundo (FOWLER & BOEVER, 1986). Existem no Brasil 6
espécies da familia Cervidae, sendo elas: Blastocerus dichotomus (cervo do Pantanal),
Odocoileus virginianus (veado-galheiro), Ozotocerus bezoarticus (veado-campeiro),
Mazama gouazoubira (veado-catingueiro), Mazama americana (veado-mateiro) e
Mazama nana (veado-borord). Destas, duas ( veados-campeiros € cervos do Pantanal)
estdo na lista dos ameagados de extingdo (BERNARDES ef al, 1990) e outras duas se
apresentam com redugdo populacional significativa.

Cervideos sdo herbivoros, alimentam-se de capins, gathos, folhas, cascas de
arvores, brotos de arvores e outras plantas. Em cativeiro, os cervos freqlientemente
alimentam-se do capim disponivel, ramos e galhos. Entretanto, a vegetagdo existente deve
ser complementada com fornecimento de ragio peletizada, sal mineral a vontade,
fornecimento de alimentos verdes de boa qualidade, leguminosas ¢ gramineas tenras. Para
os neonatos, considera-se como ideal o leite caprino, e, como segunda opg¢do, o leite
bovino. Uma alimentagdo adequada é essencial para boa reprodugéo e desenvolvimento do
animal. A infecgiio desses animais pelo Toxoplasma gondii pode resultar de oocistos

expostos no solo, forragem contaminada ou, possivelmente, 4gua contaminada.




O cervo do Pantanal (Blastocerus dichotomus) é uma espécie ameagada de
extingdo. Esse declinio populacional vem ocorrendo de forma acelerada devido a diversos
fatores, como destruigio de seu habitat e contato com varias enfermidades. No Brasil,
Blastocerus dichotomus é conhecido por muitos nomes comuns, sendo os mais frequentes,
cervo do Pantanal e veado do brejo. Essa espécie ja foi encontrada na Bolivia, norte da
Argentina, Uruguai, Paraguai, Peru e Brasil, ocupando dreas de banhado
preferencialmente, onde pode obter o seu alimento com facilidade e proteger-se dos
predadores. E o maior cervideo brasileiro, com as fémeas pesando por volta de 100kg e os
machos aproximadamente 130kg, com aproximadamente 1,3 metros de altura. Sua
coloragdo geral é avermelhada e seu pélo tem aspecto lanoso. Os membros sio
enegrecidos, bem como a cauda, a regido orbital e o focinho. A face interna da orelha, a
regidio submandibular e o ventre baixo sdo brancos. Na regido anterior dos olhos,
posiciona-se um sulco lacrimal avantajado, que é evertido quando o animal se sente
ameagado. As orelhas sdo grandes e de forma arredondada. Os chifres séo ramificados e
podem chegar a apresentar até 10 pontas cada, conforme sua idade e o nivel de sua
alimentacdo. Os chifres tém a caracteristica de produzir uma dicotomizagdo a sua base,
saindo dois ramos principais. As trocas dos chifres parecem ndo ser anuais, mas,
dependendo da fase de desenvolvimento, isso pode acontecer (DUARTE, 1996). Devido as
dificuldades durante a captura e no manuseio dos cervos do Pantanal, nenhum estudo mais
amplo, no que se refere a doengas infecciosas nessa espécie, tem sido conduzido (PINDER,
1994). Varias estratégias tém sido utilizadas para a captura de veados em seus habitats e,
em geral, baselam-se no uso de alimentos para a atragdo de animais a varios tipos de
armadilhas, imobiliza¢do fisica usando rede portatil, rede gol e “net-gun”, complementadas

com o uso de anestésicos ou drogas hipnoticas; imobilizagdo quimica dos animais via rifle
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de dardos combinada a um sistema de radio localizago e ainda conten¢do manual, quando
se trata principalmente da captura de filhotes. A adequacgio de cada uma das estratégias
depende de varios fatores, como o tamanho e densidade da popula¢do, abundancia de
alimento, caracteristicas fitogeograficas da regido e nivel de intera¢io entre homem e a
populagio de interesse. O custo é um pardmetro adicional comumente usado como fator
decisivo na adogdo de uma estratégia para a captura (DUARTE & PIOVEZAN, 1996).
Quando a captura envolve grandes cervideos, cuidados extras devem ser tomados. Os
cervideos sdo particularmente susceptiveis ao “stress” e a miopatia de captura (CONNER ef
al., 1987). Atualmente, ndo existem informac¢des completas sobre como se distribui o
cervo do Pantanal nos distintos paises. No Pantanal, em um levantamento realizado em
1993, verificou-se que a densidade de individuos varia de 0 a 1+ cervo do pantanal/km?,
com um total estimado de 36.314 + 4.923 individuos (MAURO, 1993). Em termos
historicos, o plantel de cervo do Pantanal em cativeiro iniciou-se a partir de 60 animais
fundadores capturados na natureza. Compondo esse plantel, existem hoje poucos animais,
portanto, considera-se que a abundancia e a viabilidade populacional deve ser
implementada.

O veado-campeiro (Ozotocerus bezoarticus) foi descrito por RIBEIRO (1919
apud DUARTE, 1996) no aspecto morfolégico no trecho que se segue:

“E pela forma, o mais gracioso dos veados brasileiros, sendo de estatura mediocre e de

coloragdo ruivo-baia, com partes inferiores brancas. Esta segunda cor ocupa a parte

interna e um pouco do lado infero-externo das orelhas, uma nédoa entre os olhos e as

orelhas nas fémeas, um anel perioftalmico, uma ndédoa ao lado e abaixo das narinas no

beico superior, todo o beigo inferior, queixo e garganta, toda a parte inferior do tronco,

e parte interna das patas até pouco acima da articulagdo do carpo e do tarso, uma




nédoa do lado interno do calcineo, regido perineal e sub-caudal. A cor preta s6
aparece na parte nua das narinas, nas palpebras superior e nas pestanas da inferior e
nos cascos. O lado sipero-terminal da cauda é sepiaceo escuro. O carater mais notavel
do pélo deste animal é a sua dire¢do antevertida, do meio do dorso ao meio do
pescogo, numa faixa dorsal de uns dez centimetros de largura. Todo o pélo ruivo-baio
tem a base alvadia e a ponta denegrida; o pélo branco é uniforme ... o pélo das orelhas
é muito curto no lado externo; o do corpo ¢ vasto e o das regides téraco-abdominal e
sub-caudal mais longo. O macho tem chifres subcilindricos ou prismaticos e tri-
ramosos, da mesma feigio geral de Dorcephalus dichotomus, a sua diregdo ¢
uniformemente divergente para cima; os seus galhos 1 e 2 sdo sempre os mais fortes,
ante e supravertidos, sendo raro que um terceiro ramo aparega nessa posigao, antes da
ponta terminal que, geralmente, ¢ inclinada para tras; além dessa diregdo dominante,
as pontas oferecem uma ligeira curva para dentro. Nas partes mais grossas e
inferiores, bem como na roseta, sdo os chifres deste veado mais rugosos e sobretudo

mais nodulados que em qualquer das outras espécies brasileiras...”.

O veado-campeiro pesa em torno de 30 kg e mede por volta de 0,65m na
cernelha (DUARTE, 1996). A espécie foi dividida por CABRERA (1960) em 3 subespécies,
sendo elas: O. bezoarticus bezoarticus, que ocupa o Brasil central e oriental entre a borda
sul da Amazénia e o planalto do Mato Grosso, chegando até a bacia do rio S&o Francisco
e estendendo-se no sentido sul, aparentemente até o Rio Grande do Sul e Uruguai, O.
bezoarticus aler ocupa o distrito pampésico da Republica Argentina € o O. bezoarticus
leucogaster ocupa o sudoeste do Brasil e sul do Mato Grosso, extremo sudeste da Bolivia,
Paraguai e norte da Argentina, até o chaco Santiaguenho e o norte das provincias de Santa

Fé e Corrientes.
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O veado-campeiro habita areas de cerrado aberto ou campo aberto, sendo,
segundo REDFORD (1987), a espécie de cervideo sul-americano menos conhecida. A
populagio da espécie, estimada em cativeiro, é de 21 animais, sendo 13 machos ¢ 8
fémeas. Este pequeno numero de individuos provocard a ocorréncia de endogamia em
curto espaco de tempo, o que levard ao aumento do grau de consangiinidade e
conseqilentemente diminui¢do da variabilidade genética.

O fato da familia Cervidae pertencer a ordem Artiodactyla, assim como 0s
bovinos, ovinos e caprinos, facilita a aplicagio de técnicas utilizadas em inquéritos
soroldgicos para essas espécies, com pequenas modificagdes.

A demonstra¢io da presencga de Toxoplasma no organismo do paciente ou o
isolamento dos parasitas, mediante inoculagdo do material suspeito em animais de
laboratério, constituem as principais técnicas parasitologicas de diagnostico (REY, 1991).
Mas tais técnicas apresentam sérias limitagGes, como a baixa positividade, diferenga de
susceptibilidade de animais a diferentes cepas, necessidade de longo tempo para
confirmacio do diagndstico, além de dificuldades técnicas impedindo sua ampla aplicagao.

SOGORB et al. (1977), na tentativa de isolamento do 7. gondii, realizaram
inoculagdes com material de mamiferos silvestres em camundongos susceptiveis. De um
gato do mato retiraram amostras de pulmio, cérebro, ginglios mesentéricos e trés porg¢des
do intestino delgado e inocularam em camundongos. As inoculagGes produziram resultados
negativos, exceto de um tatu canastra, em que se conseguiu isolar o parasito dos tecidos
inoculados (pulmio e cérebro) em camundongos.

Devido as limitagdes e dificuldades inerentes as técnicas parasitarias, os
métodos sorologicos sdo os mais comumente utilizados para o diagnostico da

toxoplasmose.
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O teste do corante de Sabin-Feldman (SABIN & FELDMAN, 1948) foi o
primeiro a ser utilizado como padrio de referéncia. Seu fundamento estda em que
organismos vivos (Toxoplasma), provenientes do exsudato peritoneal de camundongos
com menos de trés dias de infecgdo, ao serem incubados durante 1 hora, a 37°C, em
presen¢a de soro imune inativado a uma temperatura de 56°C e de soro normal contendo
um “fator acessoério”’em quantidades adequadas, perdem sua afinidade pelo azul de
metileno, deixando o citoplasma de corar-se por esse indicador, em pH alcalino. A base do
fendmeno esta em modificagdes da estrutura citoplasmatica (e ndo so6 da permeabilidade da
membrana), pela qual o acido ribonucléico ou sairia da célula ou se modificaria a ponto de
ndo produzir mais suas reagdes caracteristicas. A diluicdo do soro que determina tal
alteragdo em 50% dos parasitas corresponde ao titulo do anticorpo especifico.

Embora o teste do corante apresente boa reprodutibilidade e alta sensibilidade
(CAMARGO, 1964a), ha alguns inconvenientes na sua execu¢do tornando-o pouco utilizado
em varios laboratorios, como, por exemplo, 0 emprego de parasitas vivos o que aumenta o
risco de infec¢do acidental e a necessidade do “fator acessorio” do soro fresco normal.

O “fator acessorio” esta relacionado com algumas fragdes do complemento,
necessitando, por isso, de cuidados especiais nos processos de obtengdo e armazenamento.
Contudo, atualmente, esse teste é utilizado em inquéritos epidemioldgicos. SMITH &
FRENKEL (1995) testaram soros de 273 mamiferos silvestres através do teste do corante,
nos quais anticorpos foram encontrados em 65 (24%) dos 273 mamiferos testados.

A reag¢do de imunofluorescéncia indireta (KELEN ef al, 1962; CAMARGO,
1964b) é um teste amplamente utilizado para o diagnodstico da toxoplasmose. Como
antigeno utilizam-se taquizoitas formolizados fixados em uma lamina, o que elimina o risco
de infecgdes pela manipulagio de organismos vivos durante a realizagdo do teste. O
ruerdndle
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antigeno ¢é colocado para incubar com o soro a ser testado, a 37°C, por 1 hora. Depois de
lavada a prepara¢dio, acrescentam-se conjugados fluorescentes antiglobulinicos, o que
resultard em fluorescéncia onde houver anticorpos. Os resultados obtidos com esse teste
sio comparaveis aqueles do teste do corante. A maior desvantagem ¢ a necessidade de um
microscopio com iluminagdo especial, com filtros opticos adequados para revelar os
parasitas fluorescentes. Em nosso meio, SALATA ef al. (1985) analisaram soros de 162
animais (cdes domésticos, gatos domésticos, tatus e ratos), dos quais apenas 30 eram
pertencentes a uma espécie de habitos domiciliares (c30) e 3 de habitos selvéticos (gamba)
apresentaram sorologia positiva & reagdio de imunofluoscéncia indireta, ainda que em
dilui¢bes ndo superiores a 1:16.

Na reagio de fixagdo de complemento (HULDT, 1958; TOs-LUTZ, 1971), sdo
empregados antigenos diversos, preparados segundo diferentes modalidades. A reagdo
antigeno-anticorpo leva a formagdio de complexo imune, que produz fixagdo do
complemento pela via classica, e esta pode ser explorada para determinar a quantidade de
antigeno ou anticorpo presente (ROITT ef al., 1993). Esse método ¢ trabalhoso, sofre o
influxo de muitas variaveis, sendo de menor custo para quem produz os componentes.

Outras técnicas como a hemaglutinagio indireta, introduzida por JACOBS &
LUNDE (1957), e a aglutinagdo direta, por FULTON & TURK (1959) tém sido propostas
para o diagnéstico sorologico da toxoplasmose. A primeira baseia-se na aglutinagdo
passiva de heméacias sensibilizadas com extratos de Toxoplasma gondii. FERRARONI &
MARZOCHI (1980), através da reagio de hemaglutinagdo indireta para toxoplasmose,
examinaram amostras de sangue de 10 diferentes espécies de animais domésticos e
silvestres, de um grupamento humano de Manaus e de um grupamento indigena no

territorio de Roraima. Entre os animais nio domésticos, os felideos foram os que




13

apresentaram a maior prevaléncia de anticorpos, sendo esta igual a 75%. O teste de
aglutinacdo direta esta baseado na capacidade aglutinante de anticorpos especificos sobre
taquizoitas integros fixados. DESMONTS & REMINGTON (1980) ¢ DUBEY & DESMONTS
(1987) propuseram certas modifica¢gdes na técnica visando ao aumento no rendimento das
suspensdes parasitarias, ao inocularem previamente camundongos com células do sarcoma
TG-180. Essas células, utilizadas inicialmente por ARDOIN ef al. (1967) serviriam como
substrato para o crescimento dos taquizoitas, e a replicagdo destes junto com o tumor
aumentaria o rendimento da suspensdo parasitdria. Os mesmos autores propuseram
também o emprego de um agente redutor, o 2-mercaptoetanol, para remover reagdes
inespecificas.

VANEK et al. (1996) testaram 1.367 soros de cervos da cauda branca de 4

regides geograficas diferentes. Soros de 30% dos cervos tiveram titulos de anticorpos >

25; 8,6% foram positivos a um titulo de 25, 11% a um titulo de 50, ¢ 10% a um titulo >
500. Todas as amostras foram testadas pela reagio de aglutinagdo direta modificada.

As reagdes imunoenzimaticas sdo, provavelmente, as mais utilizadas
atualmente em ensaios imunologicos, e tém-se revelado como métodos sorologicos
sensiveis.

O ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), introduzido por VOLLER ef
al. (1976), baseia-se na reagio de soros testes com pogos antigeno sensibilizados em
microplacas. O anticorpo ligado é demonstrado pela adigdo de anti-imunoglobulina
marcada com enzima seguido por ensaio da reagdo da enzima com seu substrato. Essa
técnica, além de apresentar alta sensibilidade e boa especificidade, possibilita trabathar com
quantidades variadas de amostras. Os reagentes utilizados sdo estaveis e, embora enzimas

sejam caras, somente pequenas quantidades sdo usadas, assim, o custo por ensaio torna-se
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pequeno. As desvantagens do ELISA sdo a necessidade de aparelho proprio para leitura e
a ocorréncia de leituras aberrantes devido a variagdes placa a placa e pogos para pogos.
Varios autores (DENMARKE & CHESSUM e HALLIDAY & WISDOM apud BURT ef al., 1979)
tém notado variabilidade na aparente adsorgo fisica de proteinas na superficie interna de
pogos das placas de microtitulagio em diferentes partes da placa, o chamado efeito “edge”.
Um fator que pode contribuir para tais efeitos é a variagdo inter-pogos na temperatura
durante os periodos de incubagio (BURT et al, 1979).

O dot-ELISA (PAPPAS et al., 1986) é uma técnica imunoenzimatica com fase
sélida, que detecta antigeno ou anticorpo. Contém o mesmo principio basico de ELISA,
ou seja, o antigeno ou anticorpo é imobilizado por adsorgdo a um suporte solido, como,
por exemplo, a nitrocelulose. A interpretagdo dos resultados € feita visualmente, baseando-
se na intensidade de colorag¢do dos discos de nitrocelulose, comparando-os sempre com 0s
controles negativos e positivos. E um teste ideal para usar em regides desprovidas de
recursos de infra-estrutura, onde a maioria das outras provas tornam-se limitadas, pois
dependem de eletricidade, refrigeragdo e aparelhos proprios para leitura. BAHIA ef al.
(1993) utilizaram o dot-ELISA no diagnéstico da toxoplasmose caprina, em que foram
testadas 169 amostras, tendo 70% demonstrado sorologia positiva com titulos variando de
16 a 65.536.

Outros métbdos, como a imunohistoquimica (LINDSAY & DUBEY, 1989), s@o
utilizados na toxoplasmose silvestre para confirmar diagnostico, quando I. gondii ¢
encontrado em lesdes. Recentemente, descobriu-se um novo hospedeiro para 1. gondii, ao
utilizar-se a imunohistoquimica no diagnostico “post-mortem” em um porco-espinho
adulto do Zoolégico Nacional de Costa Rica, que morreu devido a lesbes envolvendo

coracdio, pulmdes, figado e rins em decorréncia de toxoplasmose (MORALES et al., 1996).
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Organismos protozoarios reagiram fortemente com anticorpos anti-7. gondii. O porco-
espinho ficava preso e era alimentado com milho e vegetais, mas ndo carne. O animal,
provavelmente, tornou-se infectado através da ingest3o de alimentos ou dgua contaminada
com 00cistos.

Dados sobre a sensibilidade e especificidade sugerem que o PCR (reagdo em
cadeia da polimerase) (STILES et al., 1996) pode ser extremamente 1til para o diagnostico
de toxoplasmose em medicina veterinaria e humana. Recentes experimentos demonstraram
que um método desenvolvido, usando uma seqiiéncia conhecida especifica para 7. gondii
para amplificar a regido da subunidade menor ribossomal gene RNA, detecta 0,1 pg de
DNA de Toxoplasma gondii, o que representa aproximadamente um Unico organismo
(MACPHERSON & GAJADHAR, 1993). Contudo o PCR tem a desvantagem de demarcar
positividade ou negatividade sem estabelecer relagdo com atividade da doenga. A presenca
de anticorpos no caso de infecgio cronica nio reativada é positiva pelo PCR.

Até o presente, as técnicas sorologicas, para detecgdo de diversas doengas ou
infecgBes em animais silvestres, sdo pouco utilizadas na maioria das espécies da fauna
brasileira. O propoésito do presente trabalho foi verificar a presenga de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii em amostras de soros de duas espécies de cervideos ameagadas de
extingdo (Blastocerus dichotomus e QOzotocerus bezoarticus), além de desenvolver
métodos diagndsticos para a detecgdo de anticorpos anti-7. gondii, levando em
consideragdo a importincia desta zoonose. O desenvolvimento desses métodos,
certamente, aumentara o conhecimento do perfil epidemiologico da toxoplasmose-infecgio

e, conseqiientemente, contribuira para a preservagio das espécies.
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2- PROPOSICAO

Devido a auséncia de informagdes sobre a toxoplasmose em cervideos,
especialmente nas espécies da fauna brasileira, julgou-se util determinar a prevaléncia da
toxoplasmose-infec¢io em amostras de soros de cervos do Pantanal (Blastocerus
dichotomus) e veados-campeiros (Ozotocerus bezoarticus) naturalmente infectados. De um
modo geral, todas as espécies de cervideos estio em acentuado declinio populacional,
devido a destruigdo de seus ambientes, a ocorréncia de doengas de animais domésticos e a
caga. Assim sendo, devido a necessidade do conhecimento da prevaléncia da infecgdo pelo

T. gondii na América do Sul, propds-se no-presente trabalho a:

* Desenvolver testes imunodiagnosticos para detecgdo de anticorpos anti-Toxoplasma

gondii no soro de cervos do Pantanal e veados-campeiros.

e Avaliar os testes sorologicos: hemaglutinagdo indireta, imunofluorescéncia indireta, dot-

ELISA e ELISA no diagnéstico da toxoplasmose em cervideos.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 Animais estudados

3.1.1 Captura dos animais

Para obtencdio das amostras de soros de veados-campeiros, foram realizadas
quatro expedi¢des no ano de 1995, sendo duas para o Pantanal da Nhecolandia, Mato
Grosso do Sul, Brasil, nos periodos de 17 a 22 de julho ¢ 26 de novembro a 02 de
dezembro, e duas para o Parque Nacional das Emas, Goias, Brasil, de 25 de junho a 01 de
julho e 10 a 14 de dezembro. As buscas foram feitas diariamente, por uma equipe
especializada, comandada por Duarte & PIOVEZAN, 1996, percorrendo-se em média 80Km
por dia no Pantanal e 100Km por dia no Parque.

Foi utilizado um novo procedimento de captura, utilizando-se uma técnica de
rede de armagdo rapida, adaptada ao comportamento da espécie e as caracteristicas
fitogeograficas de ambas regides (DUARTE & PIOVEZAN, 1996).

Ap6s a contengdio dos animais pela rede, procedeu-se a imobilizagdo manual
dos mesmos e, posteriormente, cada animal capturado recebeu uma combinagdo anestésica
o mais rapido possivel. Duas combinagSes sedativas foram utilizadas: Quetamina -+
Xylazina + Atropina ou Acepromazina + Quetamina + Midazolan. A Quetamina associada
a Xilazina tem a capacidade de causar analgesia e indiferenga psiquica, além de imobilidade
(COSTA & NUNES, 1996).

O Midazolan, devido as suas caracteristicas de tranqiilizagdo e sua poténcia

em relagio 4 dose aplicada, além de seu amplo emprego em outras espécies, parece
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satisfazer as exigéncias para contengdo farmacolodgica de espécies silvestres (COSTA &
NUNES, 1996).

A mortalidade minima do processo é de 14,63%. Tal mortalidade é aceitavel
em processos de captura dessa espécie.

Para a captura dos cervos do Pantanal, que habitavam as varzeas marginais do
rio Tieté, Sdo Paulo, Brasil, nos periodos de abril a setembro de 1990, dois métodos foram
usados por uma equipe especial de captura. O método “net-gun”, que tem sido utilizado
com sucesso nos Estados Unidos (FIRCHOW ef al, 1986), e foi adaptado pelos
funcionarios da Companhia Energética de Sdo Paulo (CHARITY et al, 1991). A captura
utilizando esse método foi realizada com o auxilio de cinco pessoas: o piloto do
helicoptero, um “net-gunner”, um técnico, um veterinario e um coordenador. Apds a
armagdo da rede, os animais foram conduzidos para as redes com o auxilio de um
helicoptero. Apos a captura, cervos do Pantanal foram tranquilizados utilizando-se uma
combinagdo de Ketamina + Xylazina, aplicada diretamente na corrente sanginea.
Informagdes biométricas foram coletadas, e os animais foram marcados na oretha e no
pescogo (“ear-tag” e “radio-coller”).

O método “drive trapping” (DE YOUNG, 1988) utiliza uma rede longa de
200m, colocada em formato de “V”. Este método requer um grupo de aproximadamente
20 pessoas. O método consiste em direcionar um tnico cervo com auxilio de helicoptero a
uma éarea aberta onde a rede esta armada. Dois homens ficam em lados opostos da rede e
dirigem o animal para a rede. Apos ser capturado, o animal ¢ sedado. Quando comparado
com o método “net-gun”, esse método permite que um grande nomero de amostras

biologicas sejam tomadas, devido a sedagdo dos animais em estudo.
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Ainda em relagdo a captura dos animais, alguns destes, na sua maioria filhotes,
foram contidos manualmente.

A viabilidade de cada método pdde ser avaliada pela sua eficicia no campo e
pela capacidade de inferir lesGes aos animais, em decorréncia do seu emprego (DUARTE &

PIOVEZAN, 1996).

3.1.2 Obtenciio das amostras de soros
Ao serem capturados.e sedados, os animais foram posicionados lateralmente
para a colheita de sangue, tendo seus olhos vendados e ouvidos tampados para minimizar o
“stress”. Foram coletados aproximadamente 5ml de sangue da veia jugular. Ap6s uma
centrifugagio a 1000g por 10 minutos para obtengio do soro, as amostras foram

identificadas com niimeros € estocadas a -20°C.

3.1.3 Amostras de soros estudadas
Foram analisadas 41 amostras de soros de individuos da espécie Ozotecerus
bezoarticus, sendo 20 machos e 21 fémeas, e 66 amostras de soros da espécie Blastocerus
dichotomus, sendo 26 machos, 36 fémeas e 4 ndo identificados, totalizando 107 individuos.
Quanto 4 faixa etaria, foram analisadas 12 amostras de soros de filhotes, 15 de
animais jovens, 13 de subadultos, 63 de adultos e 4 amostras de animais ndo identificados

quanto ao sexo.

3.2 Obtenciio das suspensdes parasitirias
Taquizoitas da cepa RH de Toxoplasma gondii, descrita por Sabin e Feldman

(SABIN & FELDMAN, 1948), foram obtidos por passagens intraperitoneais seriadas em
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camundongos, com intervalo de 2 ou 3 dias. Foram utilizados camundongos com idade
variando entre 30 a 60 dias, inoculados com um volume de 0,2ml de exsudato peritoneal
de camundongos previamente inoculados.

Para obtencdo das suspensdes parasitirias, foram utilizados os exsudatos
colhidos ap6s lavagens intracavitarias com 3 a 4ml de salina estéril e massagem suave em
camundongos previamente inoculados. Os exsudatos foram delicadamente aspirados e uma
gota da suspensdo foi entdo examinada & microscopia dptica; a suspensdo com poucas
células e uma quantidade ideal de taquizoitas era centrifugada a 1000g durante 10 minutos
e submetida a duas lavagens com solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS) e

armazenada a -20°C, até serem utilizadas para o preparo dos antigenos.

3.3 Reagies sorologicas

3.3.1 Reaciio de hemaglutinaciio indireta (HAI)
Foi feita pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii através da aglutinagdo

passiva de hemacias humanas sensibilizadas com antigeno solivel de Toxoplasma.

3.3.1.a Preparo do extrato antigénico solivel
Suspensdes parasitarias foram descongeladas, adicionando-se em seguida Sml
de solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS) 0,01M pH 7,2. A suspensdo diluida foi
centrifugada a 1000g durante 10 minutos. O sedimento foi ressuspenso em PBS 0,01M pH
7,2, tratado com 35l de PMSF (fenil-metil-sulfonil-fluoride, Sigma Chem. Co., St. Louis -
MO, USA) e submetido a seis ciclos rapidos de congelamento/descongelamento em N,

liquido/banho-maria a 37°C (antigeno-criolise 7. gondii) (YAMAMOTO et al., 1991). Apos




23

o sexto ciclo, procedeu-se a centrifugacio do material a 2000g durante 15 minutos € o
sobrenadante, contendo o extrato antigénico solivel, foi analisado quanto a concentragdo

protéica e estocado a -20°C .

3.3.1.b Dosagem de proteinas no extrato antigénico
O extrato antigénico obtido pelo método de cridlise (antigeno-cridlise) foi
dosado quanto a concentragdo protéica pelo método de LOWRY ef al. (1951),
empregando-se como padrdo soro albumina bovina (Sigma Chem. Co., St. Louis - MO,

USA).

3.3.1.c Caracterizagio do perfil eletroforético do antigeno-cridlise T. gondii

Para caracterizar-se o perfil eletroforético do antigeno-cridlise anteriormente
obtido, foi empregada a técnica de eletroforese vertical, em sistema de tampdes
descontinuos, em mini-gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 15%, segundo LAEMMLI
(1970).

Para preparagio do mini-gel, placas de vidro medindo 12 x 10cm foram
lavadas com detergente neutro e varias vezes com agua bidestilada. Apos secagem a
temperatura ambiente, as placas de vidro foram submetidas a uma limpeza complementar
com alcool-éter e novamente com agua destilada. Apds esse processo, as placas foram
colocadas para secar em estufa a 37°C. Depois de secas, foram montadas empregando-se
espagadores de teflon de 1mm de espessura. Aplicou-se vaselina solida em ambas as faces
dos espagadores dispostos lateral e inferiormente nos moldes de vidro, e as placas foram

mantidas por garras metalicas.
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Para preparagio do gel de separagdo, utilizaram-se: TRIS-HCI (hidroximetil-
aminometano) 0,375M pH 8,8, SDS (dodecil sulfato de sodio) 0,1%, EDTA (acido
etileno-diamino-tetra-acetico) 2mM, acrilamida 30%, bis-acrilamida (N,N’-Metileno-bis-
acrilamida) 0,8%, H,O (agua), TEMED (N,N,N,N-tetrametil-aminometano) 0,125% e
persulfato de aménio 0,125%. A procedéncia dos reagentes utilizados foram: Sigma Chem.
Co. St. Louis - MO, USA: TRIS, SDS; Quimibras Industrias Quimicas S.A. Rio de
Janeiro, RJ, Brasil: EDTA; Pharmacia-LKB, Produtos AB, Bromma, Suécia: acrilamida e
bis-acrilamida, TEMED e persulfato de amdnio.

A mistura correspondente a um mini-gel a 15% de acrilamida/bisacrilamida foi
vertida lentamente para dentro das placas, tomando-se cuidado para evitar a formagio de
bolhas no interior do gel. Para evitar a polimerizagdo do gel em presenga de oxigénio,
colocou-se uma camada de butanol, que seria descartada ap6s aproximadamente 20
minutos, quando entdo ocorreria a completa polimerizagdo do gel de separagdo.

Em seguida, procedeu-se & preparagdo do gel de empilhamento. Este consistia
de: TRI-HCI1 0,125M pH 6,8, SDS 0,1%, EDTA 2mM, acrilamida-bisacrilamida 5%, H,Od
(4gua destilada), TEMED 0,125% e persulfato de amdnio 0,125%. Apds o gel de
empilhamento ser depositado na placa, aplicou-se o pente (molde de teflon) para a
formagdo dos pogos de aplicagdo, aguardando-se 20 minutos para que ocorresse a
polimerizaggo.

Nas placas contendo o gel a 15%, foram aplicadas, além do antigeno-criolise,
varias outras amostras de antigenos de Toxoplasma gondii provenientes do Laboratério de
Imunologia da Universidade Federal de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

Em tubos plasticos tipo Eppendorf, colocaram-se 25ul de cada amostra,

juntamente com 25pl do seguinte “tampdo de amostra™ 0,IM TRIS pH 6,8, 4% SDS,
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0,2% azul de bromofenol (Sigma Chem. Co., St. Louis - MO, USA), 20% de glicerol
(Labsynth- Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP) e HOd. As amostras foram, a
seguir, submetidas & fervura em banho-maria a 100°C durante 3 minutos. Um “kit”
contendo marcadores de pesos moleculares (“Electrophoresis calibration for molecular
weight determination of high and low molecular weight proteins”, Pharmacia - LKB,
Produtos AB, Bromma, Suécia: Albumina = 67.000; Lactato desidrogenase = 36.000;
Ovalbumina = 43.000; Anidrase carbonica = 30.000; Inibidor de Tripsina = 20.1000; -
Lactalbumina = 14.400) foi utilizado em todas preparagoes.

A corrida eletroforética foi realizada em corrente de 15mA e voltagem de
250V por aproximadamente 2 horas e 30 minutos, quando entdo o corante indicador (azul
de bromofenol) atingiu o final do gel.

O gel foi cuidadosamente removido e mergulhado em solugdo fixadora por 14
horas 4 temperatura ambiente. Essa solugdo foi composta de: 50% metanol (Merck S.A.
IndGstrias Quimicas, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 12% acido acético (Induastria
Farmacéutica Rio Quimica - Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil) e 0,05%
formaldeido (Quimibras Industrias Quimicas S.A. Rio de Janeiro) em 1000ml 4gua
destilada,

A solugdo fixadora foi, em seguida, desprezada e o gel foi corado pela prata,
segundo método descrito por FRIEDMAN (1982), no qual os polipeptideos se destacam pela
cor amarelada. Foram realizados trés banhos consecutivos de 20 minutos cada com etanol
a 50%, anteriormente ao pré tratamento com 0,1g de Na,S;0;, SH0 (tiossulfato de sodio)
em 500ml de 4gua destilada, durante um minuto. Lavou-se com HO bidestilada trés vezes
durante 20 minutos cada e procedeu-se a impregnagdo com 2g/l de AgNOs (nitrato de

prata) por 20 minutos, adicionando-se a este 0,375ul de formol a 35%, no momento do
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uso, lavando-se novamente como descrito anteriormente. A revelagdo foi feita utilizando-
se 3,0g de Na,COs (carbonato de sodio) em 50ml de agua contendo 25ul de formol a 35%
e 1ml de Na,S,0s (tiosulfato de sodio) até o aparecimento de cor. Todos os reagentes
utilizados nesse processo foram de procedéncia Merck S.A. Indistrias Quimicas Rio de
Janeiro.

Lavou-se com agua bidestilada duas vezes durante 20 segundos, ¢ a reagdo foi
interrompida com uma solugdo de 50% metanol e 12% acido acético glacial em 100ml
agua destilada.

O gel foi submetido a secagem durante dois dias, & temperatura ambiente entre

folhas de papel celofane, aderidos a um suporte de vidro.

3.3.1.d Técnica de sensibilizacio de hemacias com antigeno-cridlise de T.
gondii

Hemacias humanas tipo O RH negativas, foram formolizadas segundo técnica
utilizada por CAMARGO et al. (1973). O sangue humano foi lavado 3 vezes em PBS
0,01M, pH 7,2, centrifugando-se, em cada lavagem, a 1000g por 10 minutos, a
temperatura ambiente. Ressuspendeu-se o sedimento de hemacias em PBS 0,01M, pH 7,2
e adicionou-se igual volume de solugdio de formalina a 10% em PBS 0,01M, pH 7,2. A
suspensdo de hemacias foi incubada a 37°C por 18 horas, com agitagdes eventuais,
evitando-se a forma'cﬁo de bolhas nesse processo de agitagdo, tendo sido lavadas 3 vezes
em PBS 0,01M pH 7,2 contendo formalina a 2%. Essa suspensdo foi estocada a 4°C em

aliquotas de 5 a 10ml.
A técnica utilizada para sensibilizagdo das hemacias formolizadas foi a técnica

do acido tanico (YAMAMOTO et al., 1991).
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Nesta técnica, as hemacias formolizadas a 2% foram lavadas por trés vezes em
solugdo salina fisiologica por 10 minutos a 2000g e ressuspensas em acido tdnico a
1/15000 (V/V). Essa preparagdo foi incubada a 37°C durante 30 minutos, tendo sido
lavada trés vezes por centrifugacdes de 10 minutos cada a 2000g em solugdo salina. Ao
sedimento foi adicionado o antigeno-cridlise diluido em solugdo salina tamponada 0,15M
pH 6,4, na concentrago protéica ideal, como previamente estabelecido. Essa mistura foi
incubada a 37°C por 60 minutos, com agitagdes a cada 10 minutos, lavada trés vezes com
NaCl 0,15M por 10 minutos a 2000g e ressuspensa em 20ml de solugdo estabilizadora
(solugdo salina tamponada com fosfatos 0,15M pH 6,4), contendo 3,0ml de leite desnatado
10%, 20ul de EDTA 10% e 855ul de formaldeido. O reagente foi armazenado a 4°C até o

momento do uso.

3.3.1.e Triagem e titulacio das amostras de soros de cervideos utilizando a
reaciao de HAI

O reagente desenvolvido (HA-Toxo) foi testado inicialmente com varias
amostras de soros de referéncia comprovadamente positivos e negativos para anticorpos
anti-I. gondii, provenientes de diversos grupos de organismos, como bovinos, caninos,
caprinos e de humanos. Aliquotas de 50ul das amostras de soros foram utilizadas nas
dilui¢Bes de 1:16 e 1:32. Foram testados varios diluentes para a realizagdo das reagoes. O
diluente utilizado, 50ul/pogo, foi aquele do “kit” denominado Hematoxo, utilizado no
diagnéstico da toxoplasmose humana (Biolab Diagnostic S. A., Jacarepagua, Rio de

Janeiro, Brasil). A quantidade do reagente HA-Toxo foi de 25ul/pogo.
Confirmada a capacidade da preparagio HA-Toxo em dar reatividade com as

amostras de soros positivos, sem contudo dar reagdio inespecifica com as amostras
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negativas, procedeu-se a triagem das amostras de soros dos cervideos utilizando este
reagente produzido.

Em placas de microtitulagdo de poliestireno com cavidades em forma de “V”
(Biolab Diagnostic S.A., Jacarepagua), as amostras de soros (50pl/pogo) foram
inicialmente testadas nas diluigdes 1:16 e 1:32. Adicionou-se uma gota de 25ul do
reagente HA-Toxo €, apos completa homogeinizagio, a placa foi deixada em repouso, a
temperatura ambiente, em cAmara umida, em local isento de trepidagdes.

A leitura foi efetuada apds uma hora de incubagio. Em todas as reagdes, foram
feitos controles com hemacias ndo sensibilizadas na diluigdo de 1:16. Todas as 107
amostras de soros de cervideos foram testadas, seguindo as mesmas condi¢des ja descritas.
Os soros positivos foram titulados para a determinagdo do “end-point” de reatividade,
desde a dilui¢do de 1:16 até 1:2048, na razdo 2. O padrio de aglutinagdo foi determinado

apos 1 hora de incubagdo a temperatura ambiente.

3.3.2 Reac¢io de imunofluorescéncia indireta (IFI)

3.3.2.a Preparo do antigeno
A suspensio de Toxoplasma gondii foi obtida do exsudato peritoneal de
camundongos inoculados com a cepa RH de 7' gondii dois dias antes, como anteriormente
descrito. Apos centrifugacio a 1000g durante 10 minutos, descartou-se o sobrenadante e o
sedimento foi lavado duas vezes em PBS durante 10 minutos a 1000g. O sedimento foi
tratado com formol a 1% (10,5ml de salina -+ 300u] de formol 35%). Apés 30 minutos de
formolizagdo a temperatura ambiente sob agitagdo, procedeu-se a uma centrifugagio

rapida a 600g durante 1 minuto. Descartou-se o sedimento e centrifugou-se novamente o
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material presente no sobrenadante a 2000g por 10 minutos. O sedimento foi, a seguir,
lavado com PBS, por duas vezes, durante 10 minutos a 2000g e, finalmente, ressuspenso
em agua destilada estéril num volume de 2,0ml. A concentragdo foi acertada por
visualizagdo em campo microscopico, em ldminas de microscopia, até a obtengdo de uma
concentragdo parasitaria de 20 a 30 parasitas por campo microscopico com aumento 400x.
Foram adicionados 10ul da suspensdo parasitaria em areas demarcadas das laminas de
imunofluorescéncia (Perfecta Ind. e Com. de Laminas de Vidro Ltda., Sio Paulo, SP,
Brasil). Essas laminas foram previamente mergulhadas em detergente neutro por
aproximadamente 1 hora, a seguir lavadas em agua destilada, mergulhadas em élcool 70 e
secadas a temperatura ambiente.

As laminas com taquizoitas formolizados de Toxoplasma gondii foram fixadas
por dessecagdo a temperatura ambiente por 2 a 3 horas, acondicionadas em lengos de papel

e em papel aluminio, sendo, posteriormente, armazenadas em sacos plasticos a -20°C.

3.3.2.b Preparo do conjugado fluorescente

O soro anti-IgG de cervo foi fornecido pelo Laboratério de Biologia e
Controle de Hematozoarios da Universidade Federal de Vigosa - Minas Gerais, Brasil,
obtido pela imuniza¢io em coelhos com IgG de cervos.

Foi feita dosagem protéica da IgG de coelho anti-cervo pelo método de
LOWRY et al. (1951).

O conjugado fluorescente foi preparado pela marcagdo dos anticorpos anti-IgG
de cervo com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma Co. St. Louis - MO, USA),
segundo método descrito por CLARK & SHEPARD (1963). Adicionou-se a solugdio a marcar

0,3ml de tampao carbonato 0,5M pH 9,5 e esta foi colocada numa membrana de dialise
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(Sigma Co. St. Louis - MO, USA). Procedeu-se ao preparo da solugdo de banho composta
por 1,8ml de tamp#o carbonato 0,5M pH 9,5 e 7,2ml de NaCl 0,15M, a qual foi adicionada
0,0014g de FITC. Em seguida, a membrana de didlise com a proteina a ser marcada foi
mergulhada no banho alcalino com o fluorocromo, sob agitagdo lenta continua, por 18
horas a 4°C. Apds essa incubagdo, foi feita uma dialise, trocando-se o banho de FITC por
uma solugio de PBS, com finalidade de remover o fluorocromo livre, presente no interior
do saco de dialise.

O material obtido, num total de 2ml de conjugado, foi aplicado numa coluna de
gel-filtragio (Sephadex G-25, Pharmacia, Bromma, Suécia), e procedeu-se & cromatografia
para a purificagéio final do conjugado obtido. O conjugado-FITC foi coletado em tubos de
vidro, tendo sido posteriormente concentrado em solugéo de sacarose para até % do seu
volume inicial. O conjugado-FITC foi finalmente dialisado em PBS por 24 horas a 4°C,
transferido para frasco dmbar devidamente identificado e estocado a -20°C até o momento

da sua titulagdo.

3.3.2.c Titulacio do conjugado anti-IgG de cervo-FITC
O conjugado anti-IgG de cervo-FITC foi titulado, para determinagdo da
diluigio otima de uso, com amostras de soros de referéncia positivos e negativos, segundo

determinagdo obtida pela reagdo de hemaglutinacdo indireta.

3.3.2.d Triagem e titulaciio das amostras de soros de cervideos utilizando a
reacio de IFI
A reacio foi executada de acordo com a técnica descrita por CAMARGO

(1964b). Laminas previamente preparadas para IFI, como ja descrito, foram aclimatadas a
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temperatura ambiente. As amostras de soro foram utilizadas para triagem em dilui¢bes
duplas, seriadas em PBS 0,01M pH 7,2, nas dilui¢des de 1:4 ¢ 1:8. Em todas as reagdes,
foram incluidos controles com amostras de soros reativos e ndo-reativos. As diluigGes das
amostras de soro foram incubadas a 37°C durante 30 minutos em cdmara imida. Foram
feitas trés lavagens em PBS 0,01M pH 7,2, de 5 minutos cada e, em seguida, o conjugado
foi incubado por 30 minutos a 37°C em uma cimara Umida, em diluigdo previamente
determinada, tendo sido preparada na presenga de azul de Evans. Procedeu-se a nova série
de lavagens como anteriormente descrito. As ldminas foram montadas entre laminulas,
colocando-se uma gota de glicerina tamponada pH 8,8. As preparagdes foram, entdo,
observadas em microscopio fluorescente com epi-iluminagdo (Olympus Mod. BH;, Tokyo,
Japdo). Os soros reagentes foram, a seguir, titulados a partir da dilui¢dio de 1:8 até 1:1024.
Reagdes foram consideradas positivas, quando os taquizoitas demonstravam completa
marcagdo fluorescente em toda a sua superficie. Procurou-se realizar a leitura por

intermédio de dois observadores e um terceiro confirmaria ou nfo a leitura inicial.

3.3.3 Teste imunoenzimaitico dot-ELISA (dot-Enzyme Linked Immunosorbent

Assay).

3.3.3.a Preparo do antigeno
No dot-ELISA, utilizaram-se como suporte solido discos de nitrocelulose de
7,5mm em microplacas de 24 pogos (Plate-Corning Co., Corning, USA). Esses discos
foram sensibilizados com antigeno solivel de 7. gondii (antigeno-cridlise), obtido como no
item 3.3.1.a. Esse antigeno foi fixado nos discos de nitrocelulose e esses foram

posteriormente expostos & temperatura ambiente para secar. Diferentes concentra¢des
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antigénicas nos discos foram avaliadas para obter-se a concentragao ideal de antigeno a ser
utilizada (100mg/2pl/dot). Os discos de nitrocelulose sensibilizados foram selados em papel

aluminio e estocados a -20°C.

3.3.3.b Estudo da estabilidade do antigeno de dot-ELISA
Os discos de nitrocelulose, sensibilizados com antigeno previamente
preparados e conservados a -20°C, foram avaliados quanto a sua estabilidade. Foram feitas
reagdes (PAPPAS et al., 1986), inicialmente a cada dois meses e depois a cada trés meses,
até que um ano de estocagem fosse completado, mediante a utilizagdo de amostras de
soros padrdo positivos e negativos dos grupos de organismos: bovinos, cervideos e

humanos.

3.3.3.c Triagem e titulagio das amostras de soros de cervideos utilizando a
reacio de dot-ELISA

Placas contendo discos de nitrocelulose sensibilizados com antigeno soluvel de

T. gondii foram lavadas por 15 minutos & temperatura ambiente com PBS-Tween 20
(PBS-T) a 0,5% e incubadas por 10 minutos com solugdo de H,O; 0,03% para bloqueio da
peroxidase endogena. Apos adigdo das amostras de soros, em dilui¢oes duplas seriadas de
1:4 a 1:128, essas placas foram incubadas por 60 minutos a temperatura ambiente. As
membranas foram, entio, lavadas em PBS-T 0,5% por 4 periodos de 5 minutos cada. A
proteina A-peroxidase (Sigma Co., St. Louis, USA), diluida a 1:250, foi utilizada como
reagente secundario e incubada por 30 minutos & temperatura ambiente. Apos novo
procedimento de lavagem, as membranas foram incubadas por 25 minutos com uma

solugdo de substrato, consistindo de H,0, (IBIZA Quimica Ltda., Guarulhos, Sdo Paulo,
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Brasil), diaminobenzidina (Sigma Chem. Co., St. Louis - MO, USA), NiCl, 6H,0O (cloreto
de niquel P.A.) (Quimica Fina Ltda, Sdo Paulo, Brasil) e Trizma-HCI 0,5M pH 7,6 (Sigma
Chem. Co., St. Louis - MO, USA). Foram incluidos em todos os testes controles com
amostras de soros reagentes ¢ ndo-reagentes. Como etapa final, os discos com antigenos
foram lavados com 4gua destilada por quatro vezes, e a leitura foi feita através da

observagio visual do aparecimento ou ndo de cor cinza-escura nos discos de nitrocelulose.

3.3.4 Teste imunoenzimditico ELISA para deteccio de anticorpos anti-

Toxoplasma

3.3.4.a Preparo do antigeno

Exsudato peritoneal de dois camundongos, previamente inoculados com a cepa
RH de Toxoplasma gondii, foi obtido como descrito no item 3.2.

Apbs centrifugagio a 1000g durante 10 minutos, foram realizadas duas
lavagens em PBS pH 7,2, e ao sedimento adicionou-se 10ml de PBS pH 7,2. Em seguida
procedeu-se a4 contagem dos parasitas em cimara hemocitométrica e acertada a
concentragdo dos parasitas para uma concentracdo final de 1 x 10° taquizoitas/pogo em
PBS, adicionado de gelatina a 1%. Essa solugdo foi depositada (100ul/pogo) em placas de
poliestireno para ELISA (Interlab, S3o Paulo, Brasil), incubando-se por 18 horas a
temperatura ambiente. As placas sensibilizadas foram acondicionadas em sacos plasticos,

identificadas e estocadas.a -20°C até o momento do uso.
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3.3.4.b Titulacdo do conjugado proteina A-peroxidase
A proteina A-peroxidase (Sigma Co., St Louis, USA) foi o conjugado utilizado
nessa reacdo. Esse reagente foi titulado com amostras de soros positivos e negativos,
como determinado pelas reagoes de Hemaglutinagdo Indireta, Imunofluorescéncia Indireta

e dot-ELISA. Assim, obteve-se a diluigdo otima de uso de 1:100.

3.3.4.c Titulac¢iio das amostras de soros de cervideos utilizando a reagiio de
ELISA

As placas de poliestireno para ELISA, previamente sensibilizadas com

taquizoitas da cepa RH de Toxoplasma gondii, foram retiradas do congelador e deixadas a
temperatura ambiente para aclimatagdo. As reagdes foram feitas segundo técnica descrita
por VOLLER ef al. (1976), com pequenas modificagdes. Procedeu-se a lavagem das
referidas placas com PBS-T 0,1%, 3 vezes, durante 5 minutos cada ciclo. Adicionaram-se
50ul das amostras de soros diluidas em PBS-T 0,1% a partir da diluicdo de 1:16 até
1:2048, e incubou-se a 37°C por 45 minutos Em todas as placas, foram feitos controles do
conjugado, omitindo-se as amostras de soros e adicionando-se 50l de PBS-T. O
conjugado enzimatico (proteina A-peroxidase) foi testado em varias dilui¢des (1:500,
1:250 e 1:100) para obter-se a dilui¢do 6tima de uso em PBS-T 0,1% Esse conjugado foi,
entdo, adicionado as placas e incubado por 45 minutos a 37°C. As placas foram lavadas,
como descrito anteriormente, ap6s cada etapa de incubagdo. O substrato enzimatico
consistiu de 4gua oxigenada 0,03% em tampdo cromogeno (OPD - orto-fenilenenodiamina
- Merck), diluidos em tampdo citrato-fosfato pH 5,0 (Na,HPO,, 2,975g/250ml; acido
citrico, 1,750g/250ml em 4gua destilada). Apos adigdo da solugdo reveladora, procedeu-se

4 incubagdio por 15 a 20 minutos 4 temperatura ambiente, em cdmara escura. A reagdo
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enzimatica era interrompida adicionando-se 25ul de solugdo de acido sulfurico 2N. A
leitura foi realizada em leitor de microplacas (Flow Titertek Multiskan Plus - USA), a

492nm.




3.4 Analise estatistica

36

Dispondo-se dos resultados do primeiro teste realizado, a hemaglutinagdo

indireta, que foi neste trabalho tomado como teste de referéncia por ser o mais antigo

descrito na literatura para diagnéstico da toxoplasmose em cervideos, calculou-se a

sensibilidade de referéncia, ou indice de co-positividade, e a especificidade de referéncia,

ou indice de co-negatividade.

Foi utilizado o teste de diferengas entre duas porcentagens pela distribuigdo

binomial para a determinagdio das provaveis diferengas existentes em relagdo a diferentes

parimetros estudados, como as porcentagens de amostras reagentes em relagéio a especie,

ao sexo e a faixa etana.

Foi considerado 0,05 como limite maximo para o erro de primeiro espécie.
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4- RESULTADOS

4.1. Padronizacio da rea¢io de hemaglutinacio indireta
4.1 1Caracterizacio do antigeno-criolise T. gondii

A dosagem protéica do antigeno-cridlise foi igual a 745ug/ml. Quanto ao perfil
eletroforético do mesmo, foi possivel constatar uma banda de 30 kDa, intensamente
corada, sugerindo ser este 0 componente mais importante desse antigeno (SAG-1/P30). O
resultado dessa analise esta ilustrado na Figura 1 (Anexo 1): o antigeno-cridlise utilizado
nas reacdes de hemaglutina¢do indireta e dot-ELISA € aquele que se encontra na terceira
coluna (criolise, 6 ciclos-PMSF). Antigenos das colunas 2, 3 e 4 foram obtidos da mesma
combinag¢io de exsudato peritoneal de varios camundongos infectados previamente com a
cepa RH de Toxoplasma gondii. As colunas 5 e 6 foram obtidas de outro material. As
concentragdes protéicas indicadas ao lado dos antigenos referem-se & quantidade aplicada

em cada pogo.

4.1.2 Titulo do antigeno-criolise utilizado na reaciio de hemaglutina¢io indireta

A titulagio do antigeno-criolise foi feita em bloco. Este antigeno foi testado nas
concentragdes de 25pg/ml, 12pg/ml, 6ug/ml e 3ug/ml. Amostras de soros padréo positivos
e negativos provenientes de diferentes organismos (humanos, caprinos, caninos e bovinos)
foram utilizados. Essas sdo correntemente utilizados no Laboratério de Imunologia da
Universidade Federal de Uberlandia, MG. Tomou-se como titulo a maior diluicdo que
fornecia reatividade maxima, sem reagdes inespecificas. Utilizou-se o antigeno na

concentragdo de 61g/ml para todas as espécies.
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4.1.3 Escolha do diluente de soro na reaciio de hemaglutinacio indireta

Foram feitos testes com 3 diluentes diferentes, visando obter um melhor
padrdo de aglutinagfio, sem reagdes inespecificas. Foram testados salina (NaCl 0,1M),
diluentes comercialmente adquiridos da Biolab (Hematoxo) e diluente da SALCK (SALCK
Ind. Com. Prod. Bioldgicos Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). Houve pouca diferenga entre os
resultados utilizando-se os diferentes diluentes. A salina nfio foi usada como diluente
porque, por ser incolor, torna dificil a visualizagdio da reagio durante os procedimentos de
dilui¢do. Optou-se pelo diluente da Hematoxo-Biolab, por facilitar a realizagdo das reagBes
durante o processo de diluigdo e estar disponivel em quantidades adequadas no
Laboratério de Imunologia da Universidade Federal de Uberlandia, MG. A Figura 2

(Anexo 1) representa os resultados de uma reagéio de hemaglutinagfio indireta.

4.1.4 Resultado da triagem das amostras de soros de veados-campeiros
(Ozotocerus bezoarticus) e cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus)
pela reacgiio de hemaglutinacio indireta

Das 107 amostras de soros de cervideos, observou-se reatividade em apenas
14 (13,08%) das amostras. Em 41 amostras de soros de veados-campeiros analisadas por
HAL 5 foram reativas para Toxoplasma e, em 66 amostras de soros de cervos do Pantanal,
9 demonstraram reatividade (Tabelas 1 e 2, Anexo 1).

Inicialmente, foi feita uma leitura ap6s 30 minutos de incubagdo das amostras
de soros com o regente HA-Toxo, e a leitura final foi realizada 1 hora ap6s incubag@o. Foi
adotado o seguinte critério como padrio de aglutinagfio: 4+ => amostras de soros muito

reativas; 3+ => amostras de soros de média reatividade; 2+ = amostras de soros de média
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a baixa reatividade; 1+ = amostras de soros de pouca reatividade (foram consideradas
como ndo-reagentes) e - = amostras de soros ndo reativas.

Em relagdo ao sexo, 8 de 46 machos testados e 6 de 57 fémeas foram
sororeagentes para 1. gondii pela HAIL

A Tabela 3 (Anexol) demonstra os resultados obtidos quanto a faixa etaria.
Dos 107 animais testados pela HAI, 11 de 63 cervos adultos foram considerados
sorologicamente reagentes, enquanto que somente 1 de 13 subadultos, 1 de 15 jovens e 1

de 12 filhotes apresentaram reatividade por este teste.

4.1.5 Titulagio das amostras de soros de veados-campeiros (Ozotocerus
bezoarticus) e cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus) pela reacgiio
de hemaglutinagio indireta

Nas 14 (13,08%) amostras positivas apds a triagem, foi feita titulagdo, sob as
mesmas condi¢des das reagdes utilizadas na triagem. Em placas de microtitulagdo em
forma de V, 50ul/pogo de cada amostra de soro foi incubada com 25ul do reagente HA-
Toxo. Os soros foram titulados a partir da dilui¢do de 1:16, em razdo 2, até 1:2048. Apos
1 hora, foi realizada a leitura final. Nessas reagdes, foram utilizados soros de bovinos,
caninos, cervideos e soro comercialmente adquirido (Hematoxo-Biolab) como soros-
padrio positivos e negativos.

A reagiio de hemaglutinagdo indireta foi a que exibiu titulos de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii mais elevados, variando de 16 a >2048. Os resultados da titulagdo das
amostras de soros de veados-campeiros e cervos do Pantanal estdo representados nas

Tabelas 1, 2 e 3 (Anexo 1).
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4.2 Reacio de imunofluorescéncia indireta

4.2.1 Titula¢fio do conjugado anti-IgG de cervo-FITC

Foram utilizados 2 soros de cervideos reagentes na reagcio de HAI e 3 soros
ndo-ragentes como padrdes positivos € negativos respectivamente, nas diluigdes de 1:8,
1:16 e 1:32. O conjugado foi titulado, em razdo 2, desde a diluigdo de 1:2,5 até 1:20. O
titulo escolhido para o conjugado foi de 2,5, no qual foi possivel observar os taquizoitas
fortemente marcados, demonstrando completa fluorescéncia na sua superficie, quando o
conjugado era colocado para incubar em presenc¢a de soros-padrdo positivos enquanto o
mesmo padriio ndo era encontrado, quando se utilizavam soros-padrdo negativos. Esses
resultados estdo ilustrados nas Figuras 3, 4 e 5 (Anexo 1). Em todas as amostras de soro
ndo-reagentes (com excegdo de apenas duas amostras de soro de cervos do Pantanal), foi
observada a chamada coloragio polar. Nas Figuras 4 e 5 (Anexo 1), as setas estdo

indicando esta regido.

4.2.2 Resultado da triagem das amostras de soros de veados-campeiros
(Ozotocerus bezoarticus) e cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus),
utilizando a reacdo de imunofluorescéncia indireta

Na reacdo de imunofluorescéncia indireta, encontramos, apos triagem, 5
(12,19%) das amostras de soros de veados-campeiros reagentes. Em relagdo a outra
espécie de cervo, cervos do Pantanal,18 (27,27%) das amostras desses animais foram
reagentes.

Em todas as laminas, amostras de soros-padrdo reagentes € ndo-reagentes de

cervideos (testados pela reagio de HAI) foram utilizados, e a leitura foi sempre realizada
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em acomodac¢des apropriadas, sem influéncias de fontes de iluminagio externa, em
microscopio epi-fluorescente (Olympus, Mod. BH2, Tokyo, Jap@o).

Quanto ao sexo, 11 de 46 machos testados e 12 de 57 fémeas foram
sorologicamente reagentes por essa reagdo, e em relagdo & faixa etaria 16 de 63 adultos, 3
de 13 subadultos, 3 de 15 jovens e 1 de 12 filhotes demonstraram reatividade para

anticorpos anti-7. gondii (Tabelas 4 e 5, Anexo 1).

4.2.3 Titulacio das amostras de soros de veados-campeiros (Ozofocerus
bezoarticus) e cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus) pela IF1

Uma vez estabelecido o limite minimo de reatividade para amostras de soro em

diluicdo de 1:8, foi feita titulagio em bloco de 23 amostras. Duas amostras apresentaram

reatividade maxima a uma diluicio de 1:256 e 1:512, respectivamente, demonstrando

completa fluorescéncia na superficie dos taquizoitas. Essas amostras pertenciam a espécie

O. bezoarticus e foram também reativas na HAI a um titulo de 2048. Quanto a espécie B.

dichotomus, obtiveram-se titulos pela imunofluorescéncia indireta, variando de 8 a 128

entre as 18 amostras submetidas 4 titulagdo (Tabelas 4 e 5, Anexo 1).

4.3 Padronizacio do dot-ELISA

4.3.1 Escolha da concentraciio ideal do antigeno-cridlise utilizado no dot-
ELISA

O antigeno-criolise obtido de suspensdes de Toxoplasma, submetidas a seis

ciclos de congelamento/descongelamento, foi testado em diferentes concentra¢Ges

utilizando amostras de soros-padrio positivos e negativos humanos, bovinos e de
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cervideos. As concentra¢des testadas foram de 10ng, 25ng, 50ng e 100ng de proteinas
contidas em 2ul. A quantidade mais apropriada de antigeno, adsorvida aos discos de
nitrocelulose de 7,5mm de didmetro, foi de 100ng/2pl. Nessa concentragio, foi possivel a
demonstracio visual de pontos escuros no centro dos discos de nitrocelulose,
correspondendo as reagdes positivas, sem contudo haver inespecificidade com reagdes
negativas. Todas as reagdes foram feitas em presenca de controles em duplicata do
antigeno. Nesses pogos, foi colocado PBS-T 0,5% em presenga do antigeno e do

conjugado. A leitura foi realizada de 20 a 35 minutos ap6s adigdo da solugdo de substrato.

4.3.2 Titulacio do conjugado proteina A-peroxidase

Foram utilizados inicialmente soros-padrdo positivos e negativos de bovinos €
de humanos para a titulagdo do conjugado comercialmente adquirido. Esses soros foram
utilizados devido a alta capacidade de ligagdo, ou avidez dos soros dessas espécies pela
proteina A. O conjugado foi diluido 1:1000, 1:500 e 1:250. Observados os resultados
dessas reagdes, procedeu-se & titulagdo do conjugado proteina A-peroxidase com as
amostras de soros de cervideos reagentes e ndo-reagentes pelas reagoes de HAI e IFI. Em
todas as reagdes, foram feitos controles do conjugado, ou seja, na cavidade da placa
contendo a nitrocelulose sensibilizada com o antigeno (100mg) era colocado para incubar
PBS-T, o conjugado, e acrescentava-se a solugdo de substrato, ndo havendo, portanto,
incubagdo prévia com 0 SOro.

Como resultado final, optou-se por utilizar o conjugado a um titulo de 250.
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4.3.3 Triagem e titulagio das amostras de soros de veados-campeiros
(Ozotocerus bezoarticus) e cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus)
através da reaciio de dot-ELISA
Apoés triagem das 107 amostras de soros de cervideos, em relagio as 41

amostras de soro da espécie O. bezoarticus, obtiveram-se 4 animais reagentes com titulos
variando de 16 a >128, sendo 3 machos e apenas 1 fémea, e essas amostras foram
provenientes de animais adultos. Entre as 17 de 66 amostras testadas de soros de cervos
do Pantanal (Blastocerus dichotomus), com titulos variando de 8 a =128 encontraram-se,
em relagio ao sexo, 7 de 46 machos e 10 de 57 fémeas. Quanto a faixa etaria foi possivel
encontrar 11 de 63 adultos, 4 de 13 subadultos, 1 de 15 jovens e 1 de 12 filhotes testados,
todos reagentes ao teste dot-ELISA. A amostra de soro de filhote reagente ao teste dot-
ELISA foi também reagente nas reagdes de HAI e IFL. No dot-ELISA, obteve-se um titulo
de 8 para essa amostra e um titulo de 64 para as outras duas reagdes. As Tabelas 6 € 7 € as

Figuras 6 ¢ 7 (Anexo 1) representam os resultados obtidos com a reagdo dot-ELISA.

4.3.4 Resultado do teste de estabilidade do antigeno de dot-ELISA

Para o estudo da estabilidade do antigeno-crilise 7. gondii utilizado no dot-
ELISA, foram mantidas as mesmas condi¢des de ensaio durante 12 meses. Os discos de
nitrocelulose, sensibilizados com esse antigeno, selados em papel aluminio foram estocados
a -20°C. As amostras de soros utilizadas como padrdo positivos e negativos foram os
mesmos durante todas as reacdes. Entre todos os reagentes utilizados nas reacgoes, apenas
foi periodicamente preparado PBS-T 0,5%. Quanto a solugfio substrato, diaminobenzidina
(DAB), cloreto de niquel (NiCl, 6 Hz0), trizma-HCI e agua oxigenada (H;0,), foram

utilizados os mesmos reagentes desde o inicio dos testes, ou seja, pertenciam a0 mesmo
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lote € a0 mesmo fabricante. O cloreto de niquel e o Trizma-HCI, ja diluidos, foram
estocados a -4°C por até 10 meses, tendo sido utilizadas as mesmas preparagdes nas
diferentes reagdes.

Na Figura 8 (Anexo 1) estdo demonstradas as ultimas reagdes feitas visando
testar a estabilidade do antigeno. Estas foram realizadas exatamente quando se
completaram 12 meses de estocagem do antigeno e confirmaram que o padrio de reagdo

inicial foi mantido.

4.4 Padronizacio da reaciio de ELISA

4.4.1 Titulacdo do conjugado proteina A-peroxidase
Utilizou-se como conjugado proteina A-peroxidase, que foi o mesmo utilizado
na reacdo de dot-ELISA. Esse reagente foi titulado frente a varios soros de cervideos, ja
testados pelas reagdes de HAI, IFI e dot-ELISA, nas diluigdes de 1:500, 1:250 e 1:100.
Tomou-se como titulo a maior diluicio que forneceu reatividade maxima, ou seja, a

dilui¢do de 1:100 (Figura 10, Anexo 1).

4.4.2 Triagem e titulagio das amostras de soros de veados-campeiros
(Ozotocerus. bezoarticus) e cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus)
utilizando a rea¢io de ELISA
Em todas as reagdes, foram utilizados controles do conjugado, isto €, cavidade

da placa sensibilizada com 1x 10° parasitas em PBS gelatina a 1%, sem incubagdo com a

amostra de soro, e tratado com conjugado (1:100) e a solugio de substrato.
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Nas Tabelas 8 € 9 (Anexo 1), estdo indicados os resultados obtidos com as 107
amostras de soros de cervideos. As médias, desvios-padrdo e “cut-off” das densidades
Opticas a 492nm encontradas na reagdo de ELISA para triagem e titulagdo das 107
amostras de soro de cervideos, estdo ilustradas nas Tabelas 10 e 11 (Anexo 1). Do total de
amostras, 31 foram reagentes ao teste ELISA, em que 12 de 41 amostras testadas
pertenciam & espécie Ozotocerus bezoarticus e 19 de 66 a Blastocerus dichotomus.
Quanto ao sexo, observou-se que, entre os 46 animais machos e 57 fémeas testados, 10
machos, 19 fémeas e 2 que ndo foram identificados quanto ao sexo foram reagentes.

Quanto a faixa etaria, obteve-se reatividade no teste ELISA em 21 de 63
adultos testados em relagdo & amostra total, 2 de 13 subadultos, 4 de 15 jovens, 2 de 12
filhotes, 2 de 4 animais sem identificagdo. Os titulos sorologicos variavam de 16 a 256.

(Tabelas 8 ¢ 9, Figura 9, Anexo 1).

4.5 Indices de co-positividade e co-negatividade
Os indices de co-positividade ou sensibilidade de referéncia encontrados foram
de: 0,92, 0,78 e 0,64 para os testes de IFI, dot-ELISA e ELISA, respectivamente. Os
indices foram obtidos tomando como referéncia o teste de hemaglutinagdo indireta. Os
indices de co-negatividade ou especificidade de referéncia também foram obtidos tomando-
se como base a hemaglutinagio indireta. Esses indices apresentaram oS seguintes valores:
0,28, 0,66 e 0,21 para os testes de IFI, dot-ELISA e ELISA, respectivamente. Os indices

de co-positividade e co-negatividade estéo representados na Figura 11 (Anexo 1).
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4.6 Resultados comparativos entre os testes HAL IFI, dot-ELISA e ELISA

A relagio das amostras de soros reagentes em dois ou mais testes € seus
respectivos titulos estio representados na Tabela 12 (Anexo 1). As distribuigdes dos
titulos obtidos, quando coincidentes ou diferentes em apenas uma diluigdo, nos testes
estudados, quando associados dois a dois, estdo representadas nas Tabelas 13, 14, 15, 16,
17 e 18 (Anexo 1). Observou-se maior grau de associagéo entre os titulos dos testes dot-
ELISA x ELISA, dot-ELISA x IFI e ELISA x IFI, com porcentagens de coincidéncias ou
diferencas em apenas uma dilui¢do em 47,83%, 39,13% e 39,13% das amostras estudadas,
respectivamente. Essa diferenga nfio foi estatisticamente significante (p > 0,05). Por outro
lado, utilizando-se deste mesmo pardmetro de associagdo, observou-se que a comparagao
dot-ELISA x HAI ELISA x HAI e IFI x HAI apresentou porcentagens de coincidéncia de
titulos ou diferenca em apenas uma diluicdo em 17,39%, 13,04% e 26,09% das amostras
estudadas, respectivamente. As porcentagens de reatividade obtidas na comparagdo dot-
ELISA x HAI, ELISA x HAI, embora ndo significativamente diferentes entre si, foram
estatisticamente diferentes daquelas obtidas nos demais grupos de comparagdes (p < 0,05).
As porcentagens de reatividade e as distribuigdes dos titulos obtidos nos testes
empregados, quando analisados individualmente, estdo representadas nas Figuras 12 e 13
(Anexo 1), respectivamente. Quanto ao nimero de amostras reativas encontradas, exceto a
comparagio entre ELISA e HAIL ndo houve diferengas significativas entre as demais
reagdes sorologicas empregadas no presente estudo (p = 0,0048 e p > 0,05,
respectivamente).

Adotando-se como critério de positividade a reatividade das amostras em, no
minimo, dois testes que foram empregados para detecgdo de anticorpos anti-7oxoplasma

gondii, a prevaléncia global de anticorpos anti-1. gondii foi de 21,50%, representando 23
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animais naturalmente infectados. A prevaléncia global de anticorpos anti-7oxoplasma
gondii em cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus) e veados-campeiros (Ozotocerus
bezoarticus) em relago a faixa etéria, ao sexo e a espécie, esta representada nas Tabelas
19 e 20 (Anexo 1). Essa reatividade apresentou tendéncia de distribui¢do ndo-uniforme,
quando se considera o grupo de cervos do Pantanal (Blastocerus dichotonus) ¢ o grupo
de veados -campeiros (Qzotocerus bezoarticus), que apresentaram indices de
soropositividade de 27,27% e 12,19%, respectivamente (Tabela 20, Anexo 1). A diferenga
entre essas duas porcentagens, entretanto, ndo foi estatisticamente significativa p =
0,0677). Nas 5 amostras de soro da espécie Ozotocerus bezoarticus, encontraram-se 4
animais positivos em todos os quatro testes sorologicos, a excegdo foi o animal
identificado como 11/02, que foi positivo em trés testes (HAL IFI e ELISA) com titulos
variando de 256 a 2048 para HAIL, 64 a 512 na IFI e 16 a 256 no ELISA.

Em relagdo ao sexo, ndo houve diferenga significativa (p = 0,8369) entre
machos e fémeas testados (Tabela 20, Anexo 1). A andlise estatistica dos resultados das
amostras de soro em relagio a faixa etaria, ndo revelou diferengas significantes entre
adultos e jovens (p = 0,0769), subadultos ¢ filhotes (p = 0,8040), subadultos e jovens (p =
0,7403), jovens e filhotes (p = 0,8845), mas observaram-se diferengas significativas entre

adultos e subadultos (p = 0,0273). Ha de se destacar que a maior diferenga significativa foi

aquela observada entre adultos e filhotes (p = 0,0018).
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5- DISCUSSAO

Nio ha relatos sobre a prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em
cervideos no Brasil. Os achados do presente trabalho levam a inferir que a toxoplasmose-
infecgdo estd presente nas populac;(”)es de cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus) e
veados-campeiros (Ozotocerus bezoarticus) na forma de infecg¢io natural.

As amostras de soro da espécie Ozotocerus bezoarticus, analisadas no presente
projeto, foram provenientes de dois ambientes distintos. O Parque Nacional das Emas,
situado a sudoeste do estado de Goias, nas coordenadas 18°15°50” S e 52°53’33” W
(sede), possuindo uma area de 132.868ha. O Parque é a maior area de cerrado preservada
como reserva, com altitude de 650 a 1000m. Ja o Pantanal da Nhecolandia, municipio de
Corumba, estado do Mato Grosso do Sul, fica nas coordenadas 19s e 56w; sua altitude ¢
baixa, girando em torno de 80m, e a area estudada foi de 30.000ha.

As diferengas entre os dois ambientes € muito grande. No Parque Nacional das
Emas, ndo ha bovinos ou outros animais domésticos, enquanto no Pantanal a relagéo entre
essas espécies é notavel, estando umas ao lado das outras (DUARTE, 1996). A presenga de
5 (12,19%) amostras de soros reagentes para 7. gondii entre os animais da espécie
Ozotocerus bezoarticus, encontradas no Parque Nacional das Emas, chama a atengdo. Tal
fato pode estar correlacionado 4 presenga de felideos silvestres, que poderiam
eventualmente passar pelo local.

Entretanto, apesar da provavel presenca de felinos, a densidade desses animais
é muito pequena no Parque. Além disso, o clima dessa regidio caracteriza-se por apresentar

uma acentuada estacdo seca de abril & setembro, com registros de temperaturas muito




baixas. No verdo, a temperatura pode chegar a 40°C ou mais. A estagdo seca, no Parque, é
geralmente acompanhada de restricdo alimentar aos animais e, freqiientemente, ocorrem
queimadas de grandes proporgdes, que, por exemplo, no ano de 1994, destruiram 100% da
area de cerrado (DUARTE, 1996). Assim, as proprias condigdes fitogeograficas ndo sio
propicias a dispersdo e viabilidade de oocistos.

FERRARONI & MARZOCHI (1980) verificaram a presenca da toxoplasmose
como infec¢do muito comum entre humanos, animais domésticos e silvestres, numa aldeia
indigena na regiio de Manaus. Nessa area, a auséncia de gatos e a remota possibilidade de
presenca de felideos silvestres, devido a sua baixa densidade, grande dispersio e curto
periodo de eliminagdo de oocistos, excluem a ocorréncia de contaminagéo do ambiente em
grau suficiente para explicar a alta prevaléncia da doenca. Os autores chamam a atengdo
para mecanismos de transmissio ainda nio esclarecidos.

BARUZzI (1970), em inquérito sorolégico entre 254 indigenas do Alto Xingu
vivendo em aldeias isoladas, niio dispondo de gatos ou animais de criagio e alimentando-se
basicamente de mandioca e peixe e, esporadicamente, de macacos abatidos, encontrou
51,1% de positividade pela reagdo de imunofluorescéncia indireta com titulo igual ou
superior a 16.

A prevaléncia de animais soropositivos pode ser influenciada pela pluviosidade,
e isto pode estar relacionado ao efeito das condig¢des do solo sobre a sobrevivéncia dos
oocistos (FRENKEL ef al., 1975). Os oocistos de Toxoplasma gondii, provavelmente,
persistem por mais tempo em solo tmido do que em solo seco, porque a incidéncia de luz
solar direta e a aridez diminuiriam sua sobrevivéncia. Durante periodos de severa aridez e
calor, ou ainda sucessivo congelamento e descongelamento, os oocistos perdem sua

infectividade.
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Fatores geograficos, climatologicos e densidade populacional parecem ter um
efeito direto sobre a prevaléncia de anticorpos anti-7oxoplasma em herbivoros e nao-
carnivoros, e esses grupos, servindo como fonte de alimentos, afetariam, dessa forma, a
prevaléncia em carnivoros. Naturalmente, dieta e outros fatores sio importantes na
disseminagdo da infec¢do pelo Toxoplasma e, sendo este abundante na maioria dos
ambientes, a exposi¢do parece ocorrer se um individuo (de qualquer espécie) simplesmente
vive o suficiente para se expor ao parasito.

Como ja mencionado anteriormente, um fator primario que afeta a prevaléncia
de toxoplasmose-infecgdo em uma area é a presenga de membros da familia dos felideos.
Um gato infectado pode liberar milhdes de oocistos, que sdo potencialmente capazes de
infectar um grande nimero de animais. Por outro lado, um roedor infectado ou uma ave
infectada é capaz de infectar, com freqiiéncia, somente um tnico carnivoro. E 6bvio que
uma maior populagdo de felideos aumenta o risco de infecgdo para todas as espécies de
animais. Por outro lado, uma area com poucos gatos, mas com um grande nimero de
roedores, pode se constituir em um risco de infec¢do, e estes roedores poderiam infectar
grande numero de carnivoros ainda que gatos sejam relativamente raros. Coyotes, linces e
outros carnivoros, por exemplo, podem comer centenas de roedores durante um ano. Entre
os hospedeiros intermediarios de 7. gondii, roedores e aves sdo considerados a principal
fonte de infecgdo para os hospedeiros definitivos (STEWART ef al., 1995). Tal fato reafirma
a hipotese da prevaléncia de anticorpos anti-7. gondii ser consistentemente maior em gatos
e outros carnivoros do que em herbivoros e outros ndo-carnivoros.

Em populagdes humanas, a prevaléncia de anticorpos anti-7. gondii aumenta
com a idade (FRANTI ef al., 1976). Alguns estudos indicam que as taxas de positividade

variam de 0%, em individuos abaixo dos cinco anos, 18% de 6 a 15 anos e 26% de 16 a 30
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anos (REY, 1991). Nos animais de pequeno porte, a toxoplasmose-infecgdo também
aumenta com a idade.

SOGORB et al. (1972), ao detectarem anticorpos anti-1. gondii por meio da
observagio sorologica de 130 gatos, observaram que 0s animais mais jovens foram menos
positivos, embora tivessem os titulos de anticorpos mais elevados. Em estudos com
filhotes de gatos, alimentados com cistos teciduais infectados, DUBEY & FRENKEL (1972)
observaram o desenvolvimento de toxoplasmose aguda com freqiiéncia, enquanto todos os
animais adultos alimentados com os mesmos cistos teciduais permaneceram clinicamente
normais.

A prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em cervideos é também
mais elevada entre os animais adultos. Os achados do presente trabalho estdo de acordo
com os registros da literatura. Foi possivel observar que a prevaléncia de anticorpos cresce
com o aumento da idade. Registraram-se 17 de 63 de adultos, 3 de 13 de subadultos, 2 de
15 de jovens e apenas 1 de 12 filhotes soropositivos. A prevaléncia global foi de 21,50%.

BEHYMER ef al. (1989), ao testarem amostras de soros de cervos da Califérnia
através do teste ELISA, encontraram uma prevaléncia de 12%. FRANTI ef al. (1976),
utilizando o teste de HAI, encontraram 20% de cervos da cauda preta soropositivos.

Virios estudos tém sido conduzidos procurando-se correlacionar o sexo das
espécies com a prevaléncia de infeccdo (FRANTI ef al., 1976, BURRIDGE ef al., 1979,
LINDSAY ef al., 1991, HUMPHREYS ef dal, 1995). Em um estudo sorolégico sobre a
prevaléncia da infecgdo pelo T. gondii, observou-se, entre as populagdes humanas e em
espécies de animais domésticos e silvestres examinados, uma maior prevaléncia de

anticorpos no sexo masculino, com excegao das aves nas quais o sexo néo foi considerado




(FERRARONI & MARZOCHI, 1980). No presente estudo, observou-se a ndo existéncia de
diferencas significativas na prevaléncia de anticorpos em relagdo ao sexo.

Quanto as diferengas na prevaléncia da toxoplasmose entre as espécies aqui
estudadas, observou-se que, para Ozotocerus bezoarticus e para Blastocerus dichotomus,
houve diferengas marcantes, sendo que, para B. dichotomus, a prevaléncia foi mais
elevada. KAPPERUD (1978) demonstrou diferencas significantes na freqiiéncia de animais
soropositivos entre duas de trés espécies de cervideos examinadas. As observagdes foram
atribuidas a diferengas no clima e a presenca de gatos, afetando a sobrevivéncia e a
ocorréncia de oocistos, respectivamente. A mais alta freqiiéncia de cervideos soropositivos
foi observada entre os cervos Roe. Em outras espécies diferentes de cervideos testados
sorologicamente, cervo da Califérnia e cervo da cauda branca, CHOMEL ef al. (1994)
encontraram prevaléncia de anticorpos mais elevada (15%) na primeira espécie, utilizando
um teste de aglutinagdo indireta comercial. Qualquer soro com titulo igual ou maior de 32
foi considerado positivo, tendo sido estabelecido um gradiente em termos de intensidade
de reagdo (32 = baixo positivo; 64 a 512 = positivo, 1024 = muito positivo).

Limiares de reatividade (pontos "cut-off") que sejam experimentalmente
validos para interpretagio de titulos de anticorpos anti-7oxoplasma ndo foram
estabelecidos para quaisquer espécie de hospedeiro (QUIST ef al., 1995). FRANTI ef al.
(1975), em um estudo sorologico em 382 cervos da California, encontraram os titulos mais
elevados (32.768) em duas fémeas, uma de 4 anos de idade e outro filhote da mesma area,
mas os autores nio sabiam se os dois animais estavam relacionados. No mesmo estudo, foi
observado ainda uma fémea de 14 anos de idade com um titulo de 16.384. O teste utilizado
foi a hemaglutinagdo indireta. BURRIDGE ef al. (1979), estudando a prevaléncia sorologica

de 7. gondii em animais silvestres na Florida, observaram altos titulos de anticorpos (>
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256) nos carnivoros, estando entre estes ursos pretos, além de roedores, tatus e gambas. O
titulo mais alto foi 16.384, e este foi encontrado no \inico cervo da cauda branca positivo,
de um total de 30 cervos testados.

A sensibilidade e a especificidade da reagio de hemaglutinagdo indireta tém
sido pouco avaliadas em estudos que envolvem diferentes espécies (DUBEY, 1995b). No
presente trabalho, anticorpos foram encontrados em 5 (12,19%) dos 41 veados-campeiros
testados e 9 (13,64%) dos 66 cervos do Pantanal. Essa foi a reagdo que apresentou os
titulos de anticorpos mais elevados (2048), quando comparados com 0s outros testes
utilizados. Os cervos eram considerados positivos, quando apresentavam titulos de 16.
GORMAN et al. (1986) avaliaram 127 mamiferos sorologicamente pelo teste de HAIL, 24
(25,2%) de 95 artiodactilideos foram positivos. Esses autores utilizaram diluigdes de 1:2 e
1:4 como controles dos eritrocitos. Diluicges de 1:8 a 1:512 foram também realizadas, e
titulos > 16 também foram considerados indicativos de infecgio pelo T. gondii.

Diferentes técnicas sdo utilizadas para o preparo do antigeno soluvel de T:
gondii, empregados nos testes de hemaglutinago indireta entre os diferentes laboratorios,
e ndo existem dados comparando a sensibilidade com os varios testes utilizados.

Os anticorpos detectados pela reagdo de hemaglutinagdo indireta aparecem
mais tardiamente que os determinados por outros testes, como, por exemplo, os do teste
do corante de Sabin-Feldman (SABIN & FELDMAN, 1948) e os da reagdo de
imunofluorescéncia indireta, pois, enquanto os antigenos para esses dois testes encontram-
se na superficie do parasito, aqueles que sensibilizam as hemacias tratadas para o teste de
hemaglutinagdo incluem também os encontrados no interior dos 7oxoplasmas, sendo estes
liberados somente depois que os parasitas comecam a ser destruidos. Os titulos elevam-se

muito e mantém-se elevados por longo tempo (REY, 1991).
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A reagdo de hemaglutinagdo indireta vem sendo amplamente utilizada em
inquéritos sorologicos envolvendo espécies silvestres pela sua facilidade e simplicidade de
execugdo, ndo necessitando, por exemplo, de conjugados espécie-especificos (PATTON ef
al., 1986). IPPEN et al. (1981), estudando a toxoplasmose em animais de zoologicos,
utilizaram a reagio de HAI para testar amostras de soros de 2.338 animais. Um total de
194 espécies ou sub-espécies (89 mamiferos e 105 aves) reagiram positivamente. Dos 200
animais representantes da familia Cervidae, foram detectados anticorpos em 45 (22,5%).
Forarﬁ positivas 14 espécies e sub-espécies: Moschus moschiferus, Muntiacus muntjak,
Odocoileus virginianus, O. hemionus, Rangifer tarandus, Elaphurus davidianus, Axis
axis, Rusa sp., Dama dama, Cervus nippon, C. n. pseudaxis, Cervus elaphus, C. e. maral
e C. e. bactrianus. Para demonstrar a presenga dos anticorpos anti-Toxoplasma,
utilizaram-se como antigeno eritrécitos de ovelha liofilizados fixados em formalina e 4cido
tanico.

O tratamento de hemacias com acido tinico tem sido, geralmente, utilizado
para a sensibilizagio com antigenos protéicos (BUTLER, 1963), ao passo que a
sensibilizagdo com antigeno polissacarideo ocorre por contato direto.

YAMAMOTO (1987), ao desenvolver reagente de hemaglutinagdo passiva para
fins de diagnéstico, demostrou que o tratamento prévio das hemacias com écido tanico
propiciava a ligagdo de antigenos que detectavam anticorpos IgG da fase cronica. No
presente trabalho, as hemacias utilizadas como suporte foram taninizadas. Utilizaram-se
hemacias humanas, que foram formolizadas segundo técnica descrita por CAMARGO ef al.,
(1973). YAMAMOTO descreveu que melhores resultados sdo obtidos, quando se utilizam
como suporte hemacias homologas, ou seja da mesma espécie que se esta trabalhando

(Informag&o verbal).
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Na andlise do perfil eletroforético do antigeno 7. gondii utilizado nas reagdes
de HAI e dot-ELISA, ficou caracterizado o envolvimento de uma fragdo antigénica de 30
kDa. Os estudos fisico-quimicos do componente P30 mostraram que a molécula €
predominantemente protéica e resistente a sucessivos processos de congelamento e
descongelamento (SANTORO et al., 1986). A P30 ¢ a mais abundante proteina da superficie
do T. gondii (MCLEOD et al., 1991, KASPER & BOOTHROYD, 1993) e estd envolvida no
processo de invasdo da célula hospedeira (ROBERT ef al., 1991; GRIMWOOD & SMITH,
1992; MINEO ef al., 1993 e 1994; MINEO & KASPER, 1994). Entretanto a P30 esta presente
somente na superficie dos taquizoitas, ndo se encontrando na superficie dos bradizoitas ou
esporozoitas. O antigeno P30 ¢ uma molécula altamente imunogeénica e induz uma resposta
de anticorpos poli-isotipica em humanos e modelos experimentais (SHARMA, 1983;
DECOSTER et al., 1988; KHAN ef al., 1991; GODARD et al., 1994).

Quanto a reagdo de imunofluorescéncia indireta, em sintese, essa reagdo
consistiu-se em se fazer agir diluigdes crescentes dos soros de cervideos a serem testados
sobre esfregacos de Toxoplasma fixados em laminas microscopicas. A manipula¢do de um
grande nimero de laminas, quando se titulam véarios soros em uma reagao, constitui uma
das dificuldades técnicas da reagdo de imunofluorescéncia, especialmente na fase de leitura
microscopica. Por isso, procurou-se realizar a leitura por intermédio de dois observadores
e um terceiro confirmaria ou ndo a leitura inicial. Um detalhe técnico que facilita muito a
leitura das reagdes, tornando o ponto de viragem mais evidente, ¢ o emprego de coloragzo
de contraste pelo azul de Evans. Aqui, diluiu-se 0 conjugado em azul de Evans, como
descrito por CAMARGO (1964a).

Ja foi demonstrado que diferencas nos lotes de isotiocianato de fluoresceina

podem ser um dos fatores responsavéis pelas coloragSes inespecificas dos conjugados
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(FROMMHAGEN & SPLENDORE, apud CAMARGO, 1964a). Por isso, recomenda-se o
emprego de isotiocianato da mais alta pureza, como o isdmero I, sabendo-se que mesmo
produtos de boa procedéncia contém, por vezes, 30% ou mais do seu peso em
componentes degradados. Esses pesquisadores chamam a atengdo para o matiz laranja de
tais componentes contrastando com a cor palida, amarelo-esverdeada do isotiocianato
puro.

CERTAIN (1958) verificou que, nos conjugados de isotiocianato de
fluoresceina, os componentes mais responsavéis pelas coloragdes inespecificas eram
aqueles com maior mobilidade eletroforética, isto é , com maior carga negativa. Tais
componentes eram os que possuiam maiores quantidades de fluorocromo por miligrama de
proteina. Foram estudadas as causas predominantes dos fendmenos de fluorescéncia
inespecifica e concluiu-se que, como fator de influéncia decisiva, a relativa acidez dos
conjugados com relagio as estruturas orginicas a eles submetidas (MAYESBACH &
SCHUBERT apud CAMARGO, 1964a). GOLDSTEIN ef al. (1961) confirmaram essas
observagdes. As moléculas de proteinas, em conseqiiéncia da combinagdo com moléculas
de fluorocromo, perdem cargas elétricas positivas. Esta perda € tanto maior quanto mais
extensa a marcagdo, isto é, quanto maior for o nimero de moléculas de fluorocromo
ligadas a cada molécula protéica. Em conseqiiéncia, ha uma baixa do ponto isoelétrico das
proteinas e aumento de sua mobilidade eletroforética, além de outras modificagdes. Esses
mesmos autores trataram globulinas imunes com quantidades variaveis de isotiocianato de
fluoresceina e verificaram que a marcagdo resultante era intensa, 4 medida que eram
maiores as quantidades de fluorocromo oferecidas para conjugaggo.

Para a marcagio do conjugado espécie-especifica no presente trabalho,

utilizou-se 0 método de dialise, como descrito por CAMARGO (1964a), com pequenas



modificagdes. Assim, o fluorocromo foi adicionado a solugdo protéica de maneira gradual,
evitando-se concentragdes locais elevadas do corante na solugdo, que poderiam
condicionar conjugagdes heterogéneas.

As reacdes positivas traduzem-se por fluorescéncia dos Toxoplasmas, mais
evidente na periferia dos parasitas, onde formam um limite brilhante, cuja intensidade vai
decrescendo com o aumento progressivo das diluigdes do soro, enquanto as reagdes
negativas aparecem como uma imagem muito ténue dos Toxoplasmas, ligeiramente
esverdeada, contrastando mal com o fundo.

Entretanto, muitas vezes, encontra-se fluorescéncia dos Toxoplasmas
localizada exclusivamente na extremidade mais arredondada dos parasitas e nitidamente
distinta da fluorescéncia especifica que se dispde sempre homogeneamente em toda a
periferia. E a chamada fluorescéncia zonal ou polar (CAMARGO, 1964a). Quase todas as
amostras de soros consideradas negativas, ao serem examinadas pela técnica de
imunofluorescéncia indireta, no presente trabalho, com exce¢do de duas amostras,
apresentaram fluorescéncia polar. Toxoplasma gondii, como outros membros do filo
Apicomplexa, ¢ caracterizado por apresentar uma porgdo apical especializada que contém
organelas Uinicas que parecem estar associadas com 0S Processos de invasdo da célula
hospedeira (MORRISSETTE ef al., 1994).

Proteinas associadas com organelas ligadas & membrana-roptrias, micronemas
e grinulos densos, tém sido identificadas em Toxoplasma e Plasmodium (|ACHBAROU ef
al., 1991a e 1991b; CHARIF ef al., 1990, DE CARVALHO ef al., 1991; FOUSSARD ef al.,
1991; HERION ef al., 1993; LERICHE & DUBREMETZ, 1990 e 1991; MERCIER ef al., 1993,
OSSARIO ef al, 1992; SADAK et al., 1988; SAFFER ef al., 1992; SAM-YELLOW et al., 1992]

apud MORRISSETE ef al., 1994), mas os antigenos do complexo apical, incluindo aqueles
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associados com o conoide e varias outras estruturas do citoesqueleto, estdo para serem
melhor caracterizados.

A pelicula de Toxoplasma é composta de trés unidades de membrana: uma
membrana plasmatica externa e um complexo de membrana (ICM), que comega no anel
polar apical e corre em uma estreita aposigio 2 membrana plasmatica ao longo de todo o
comprimento do parasito.

Toxoplasma gondii replica por endodiogenia, um processo em que duas
células-filhas formam-se dentro da célula-mae. Todas as classes de antigenos sdo visiveis
por imunofluorescéncia durante replicagdo, a localizagdo desses antigenos durante os
estagios iniciais da endodiogenia pode ser observada em parasitas maiores como dois
pontos subterminais em adi¢do a marcagéo apical da célula-mae.

MORRISSETTE ef al. (1994) isolaram e caracterizaram 26 anticorpos
monoclonais para a por¢io apical de Toxoplasma gondii, fornecendo base para o estudo
de proteinas associadas com esta regidio. “Immunoblots” das classes de antigenos da
porgio apical de T. gondii foram feitos ¢ comparados com proteinas do Plasmodium
falciparum e Homo sapiens. Anticorpos que reconhecem bandas de 38, 93, 120 e 163 kDa
nio reagem cruzadamente com proteinas de Plasmodium ou humanas.

Muitas proteinas encontradas no 1. gondii tém similaridade com algumas
proteinas de outros parasitas Apicomplexa, como, por exemplo, a tubulina, fatores de
crescimento e proteinas de roptrias. Por isso, poder-se-ia questionar se a fluorescéncia no
complexo apical das amostras de soro de cervideos ndo-reagentes, no teste de
imunofluoreséncia indireta, foi uma reagdo inespecifica por reatividade cruzada com
proteinas de outra origem que ndo de 7. gondii. Entretanto, um estudo preliminar, que

envolveu uma comparagdo da freqiiéncia dinucleotideos e codons comuns entre 1. gondii e
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Plasmodium falciparum (JOHNSON, 1990), revelou surpreendentes diferengas, indicando
que nenhuma relagio especialmente proxima existe entre eles.

ELLIS ef al. (1993) utilizaram uma escala multidimensional métrica para
investigar similaridades gerais no padrio de codons comuns entre os Piroplasmas (B.
bovis, B. rodhaini, T. parva e T. annulata) e os Coccidia (7. gondii e L. tenella) e P.
Salciparum. Dessa andlise, observaram que 7. gondii encontra-se ligeiramente distante de
B. bovis, T. parva ¢ T. annulata. A maior distancia observada foi entre 7. gondii e P.
Jalciparum € a mais proxima foi aquela existente entre 7. gondii e E. tenella. Os mesmos
autores relataram que as diferencas observadas em codons comuns entre espécies
taxonomicamente relacionadas pela escala métrica multidimensional, ainda que pequenas,
provavelmente representam verdadeiras diferencas entre eles. Ainda em relagdo aos
resultados inespecificos que podem ocorrer nas diversas reagdes sorologicas, ha de se
ressaltar que, no presente trabalho, as amostras sorologicas s6 foram consideradas como
sendo positivas quando reagiram em pelo menos dois dos testes utilizados.

Todas as amostras de soro de cervideos foram também testadas para verificar a
presenca de anticorpos anti-Babesia bovis e anti-Babesia bigemina. Estes parasitas,
também pertencentes ao filo Apicomplexa, poderiam reagir cruzadamente com
Toxoplasma gondii e, nas reagdes sorologicas, dar resultados falso-positivos. Dentre as 41
amostras de soros de veados-campeiros, que foram testadas pela reagdo de
imunofluorescéncia indireta por MACHADO & MULLER (1996), pode-se verificar 11,76%
de positividade nos animais capturados no Pantanal da Nhecolandia. No Parque Nacional
das Emas, observaram-se 8,33% de animais positivos para Babesia bovis ¢ 29,71% de
animais positivos para Babesia bigemina. Comparando esses resultados com aqueles

obtidos para 7. gondii, observou-se que entre as amostras positivas para babesiose, em
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veados-campeiros, o animal identificado como FNMA 13, macho, adulto, foi reagente na
imunofluorescéncia indireta para B. bovis e B. bigemina e foi positivo para 1. gondii. Essa
amostra foi considerada positiva para anticorpos anti-Toxoplasma gondii, porque foi
reagente nos testes de HAI, dot-ELISA, IFI e ELISA, a titulos de 256, 64, 128 e 64,
respectivamente. Outras trés amostras positivas para anticorpos anti-Babesia bigemina
(FNMA 02, FNMA 16 ¢ FNMA 26) e para anticorpos anti-Babesia bovis (FNMA 16)
foram também reagentes no teste ELISA a titulos de 32 (FNMA 02 e FNMA 26) ¢ 16
(FNMA 16). Pelo fato dessas amostras serem reagentes somente no teste ELISA e a
titulos relativamente baixos, foram consideradas negativas para anticorpos anti-
Toxoplasma gondii.

Quanto a outra espécie de cervideo, cervo do Pantanal, as 66 amostras de soro
desses animais foram também testadas para anticorpos anti-Babesia bovis pelos testes de
dot-ELISA e IFIL. Nio foi encontrada nenhuma amostra positiva pelo teste de IFI e, pelo
teste de dot-ELISA, somente 2 (3,33%) amostras foram positivas. Dessas, uma foi
também positiva para anticorpos anti-7. gondii por trés dos quatro testes aqui utilizados,
HALI, dot-ELISA e IFI, com titulos de 64, 8 ¢ 128, respectivamente. Essa amostra refere-
se ao animal identificado como 04, jovem e macho.

DUBEY et al. (1996) realizaram experimentos em que amostras de soros de
animais foram examinadas para produgio de anticorpos anti-Neospora caninun e
reatividade cruzada com Toxoplasma gondii. Os testes de IFI e ELISA foram utilizados
para investigar reatiQidade para N. caninum, enquanto que a aglutinagdo direta modificada,
o teste do corante de Sabin-Feldman e a IFI, para 7. gondii. Como resultado, a reatividade

cruzada entre N. caninum e T. gondii foi nenhuma ou minima pelo teste de IFL. Estudos
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similares foram também realizados por outros autores que observaram que N. caninum e T.
gondii podem ser distinguidos estrutural e antigenicamente (GUO & JOHNSON, 1995).

Em relagio a outro protozoario da familia Toxoplasmatinae, Besnoitia
Jellisoni, embora taquizoitas sejam estruturalmente similares, ndo ha protegdo cruzada
entre eles (GRISARD et al., 1997).

No teste ELISA, obtiveram-se, dentre as amostras reagentes,14 amostras com
titulos variando de 16 a 64. Essas amostras foram consideradas como negativas por serem
reativas somente nesse teste. DUBEY (1995b), demonstrou a sensibilidade ¢ a
especificidade de varios testes sorologicos para deteccdo de infecgdo pelo T. gondii em
porcos naturalmente infectados. O teste de ELISA foi o que apresentou maiores indices de
resultados falso-positivos. No presente trabalho, os indices de co-positividade e co-
negatividade, obtidos para o teste de ELISA em relagio ao teste de hemaglutinagdo
indireta, foram de 0,64 e 0,21, respectivamente. Entre as 23 amostras sorologicas positivas
em pelo menos dois testes, o ELISA foi capaz de detectar 17 amostras positivas.

Cada teste requer reagentes diferentes, habilidade técnica e, freqiientemente,
atérios. Em locais onde ¢ possivel se obter

podem ser feitos paralelamente em labor

fracionamento antigénico, o teste ELISA pode ser aplicado em amostras de soros contra

varios antigenos simultaneamente. O método ELISA serve como modelo para ser aplicado

em estudos soroepidemiologicos de animais de vida livre ¢ animais de zoolégico. Como ha

dificuldades no manejo de grandes grupos de animais, métodos mais aperfeigoados,

rapidos e eficazes tornam-se muito importantes.

O método ELISA tem vantagens distintas para testes soroldgicos de animais

silvestres. Problemas tais como atividade anti-complementar, toxicidade e aglutina¢do ndo
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especifica, que podem também estar associados com outros métodos sorologicos, néo
ocorrem com o ELISA (BEHYMER et al., 1989).

Entretanto, para dar leituras mais precisas, o ELISA normalmente requer
equipamentos caros tal como espectrofotdmetro. A leitura pode ser feita visualmente
quando fotdmetros ndo estdo disponiveis, mas os resultados tornam-se altamente
subjetivos (PAPPAS ef al., 1986).

O diagnéstico de toxoplasmose deve ser, freqiientemente, baseado na avaliagio
critica de um ou mais testes sorologicos (VOLLER ef al., 1976). A analise conjunta dos
resultados de vérios testes dardo certamente informagdes mais precisas sobre a infeccao.

O dot-ELISA tem sido amplamente aceito como um teste rapido e versatil para
a detecgdo de doengas parasitarias em humanos e em gado (ZIMMERMAN ef al., 1985; DE-
GASPARI et al., 1994; LISSALDO ef al., 1994; Vaz DE LIMA et al., 1994; ELSAID et al.,
1995). Esse teste ¢ capaz de detectar baixos niveis de anticorpos, em comparagio com
outros testes soroldgicos, como a IFL, por exemplo. O uso de discos de nitrocelulose para
a imobilizagdo de antigenos provou ser eficiente em varios sistemas de avaliagdo de
complexos antigeno-anticorpo (BAHIA ef al, 1993). Modificagdes recentemente
introduzidas tornaram possivel a avaliagio simultinea de um grande nimero de amostras €
a utilizagdo de quantidades menores de reagentes, reduzindo os custos da reagdo sem
contudo prejudicar sua eficiéncia (MONTENEGRO ef al., 1991).

O uso de membrana de nitrocelulose permite a visualizagdo de um reagao
colorida contra um fundo branco, o que aumenta o contraste na leitura, quando comparado
com outros testes, tornando a discrimina¢io de reagdes positivas e negativas mais fécil

(HAWKES ef al., 1982).
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No presente trabalho, observou-se que o antigeno solivel empregado (1.
gondii-criblise), adsorvido a membrana de nitrocelulose, é estavel por, pelo menos, 12
meses, se mantido & temperatura de -20°C. Na pratica, a sensibilidade de detec¢do de um
antigeno particular depende de um niimero de determinantes. A utilizagdo de 100ng do
antigeno-cridlise de 7. gondii proporcionou “dots” visiveis, permitindo que mesmo baixas
concentragdes de anticorpos sejam detectaveis. O fato da forte capacidade de ligagdo de
membranas de nitrocelulose a proteinas, e estas nio serem rapidamente liberadas, faz
dessas uma das mais uteis fases solidas para uma ampla variedade de aplicagdes (HARLOW
& LANE apud STEINITZ & TAMIR, 1995). Além disso, proteinas antigénicas imobilizadas
sobre nitrocelulose sdo freqiientemente bons imunégenos (STEINITZ & TAMIR, 1995).

O dot-ELISA foi capaz de detectar anticorpos anti-Toxoplasma gondii em 21
amostras. Destas, 19 foram positivas em outro teste ¢ apenas duas s0 foram positivas no
dot-ELISA. Os reagentes utilizados neste teste mostraram-se estdveis por varios meses,
mesmo depois de diluidos, como no caso do cloreto de niquel e trizma.

Dentre os quatro testes aqui estudados, o dot-ELISA foi considerado o mais
indicado para a detecg¢do de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em cervideos. E uma
técnica simples e que pode ser realizada em nivel de campo, sendo, portanto, de grande
valia no trabalho com populagdes nativas de espécies ameagadas de extingdo.

A prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em cervos é relativamente
alta, como comprovada no presente estudo e em investigagdes ja realizadas em outros
paises. Com isso, cagadores de cervos deveriam usar luvas impermeaveis, quando
realizarem o abate dos animais e lavar as mdos e utensilios com agua e sabdo apos a
preparagio da carcaga, assim como os consumidores de carne de cervo devem tomar

cuidados especiais na preparagdo dessa carne. A carne de cervo deve ser congelada pelo
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menos a 10°C durante um periodo minimo de 24 horas ou cozida a 66°C ou temperaturas
mais elevadas, para matar os oocistos (DUBEY, 1994).

Muitos cagadores particulares abandonam uma parte ou a carcaga de cervo
quase que inteira no mato, quando o animal ¢ morto (COLLINS,1981). As visceras ndo
devem ser deixadas no ambiente, a fim de prevenir seu consumo por felideos silvestres e
outros animais.

Tem sido demonstrado que a identificagio do papel e da relevincia de
mamiferos silvestres no ciclo natural de microorganismos patogénicos € de grande
importancia epidemioldgica devido a varios aspectos, tais como: 0 conhecimento da
interagdo existente entre parasito-hospedeiro, partindo-se de um ponto de vista
evolucionario, patogénico e ecoldgico; e o entendimento do processo envolvido na
dindmica de transmissdo, se presente em um ambiente natural ou em um ambiente ja foi

modificado pelo homem.
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6. CONCLUSOES

Foram desenvolvidos testes imunodiagnosticos para detecg@o de anticorpos
anti-Toxoplasma gondii em amostras de soros de cervos do Pantanal e veados-campeiros.
Todas as amostras de soro foram testadas através das reagdes de
hemaglutinagdo indireta, imunofluorescéncia indireta, dot-ELISA e ELISA. As quatro
reagdes foram avaliadas, segundo a facilidade e tempo de execugdo e custos.
A reagiio de HAI aqui estudada apresenta as seguintes caracteristicas:
1. Detecta anticorpos anti-Zoxoplasma gondii nas amostras de soro. Os titulos variaram
de 16 a 2048.
2. O reagente desenvolvido (HA-Toxo) pode ser exequivelmente preparado, destinando-se
ao teste de hemaglutinacdo
3. A HAI ¢ um teste simples, pratico e rapido, realizavel em qualquer laboratorio sem a
necessidade de equipamentos especializados.
A reago de IFI utilizada, apresenta as seguintes caracteristicas:
1. Detecta anticorpos anti-7oxoplasma gondii nas amostras de soro com titulos que
variam de 8 a 512.
2. Este teste foi aquele que detectou o maior niimero de amostras positivas. Entre as 23
amostras positivas, segundo o critério adotado de serem consideradas como positivas
aquelas amostras reagentes em dois ou mais testes, 20 (86,95%) amostras foram

positivas.
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3. A principal desvantagem da IFI ¢ a necessidade de um conjugado espécie-especifico,
mas é também um teste pratico e rapido, realizavel em laboratérios que disponham de

microscopio de imunofluorescéncia.

A reagdo de dot-ELISA:

1. Detecta anticorpos anti-Toxoplasma gondii nas amostras de soro com titulos que
variam de 8 a 128.

2. Os reagentes utilizados neste teste apresentam longa estabilidade.

3. O antigeno utilizado neste teste, quando estocado a -20°C, é estavel por pelo menos 12
meses.

4. Este teste foi capaz de detectar 19 (82,60%) amostras positivas, segundo o critério
adotado de serem consideradas como positivas aquelas amostras reagentes em dois ou
mais testes.

5. Esta ¢ a reagdo mais indicada para o diagnostico da toxoplasmose-infecgdo em
cervideos, pois nio depende da existéncia de infra-estrutura laboratorial complexa,
sendo por isso facilmente executavel a nivel de campo.

A reacdo de ELISA:
1. Detecta anticorpos anti-7oxoplasma gondii nas amostras de soro a titulos que variam
de 16 a 256.

2. O conjugado utilizado nesta reagio, assim como na reagdo de dot-ELISA, ¢ de baixa
avidez para anticorpos presentes no soro de cervideos.

3. Este teste foi capaz de detectar 17 (73,91%) amostras positivas, segundo o critério
adotado de serem consideradas como positivas aquelas amostras reagentes em dois ou

mais testes.
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4. O ELISA requer a utilizagdo de um espectrofotdmetro para dar Jeituras mais precisas.
Se este aparelho estiver disponivel no laboratorio, o teste é muito rapido, sendo

também recomendavel para o diagnostico da toxoplasmose-infecgao.
Os dados apresentados no presente trabalho indicam que a detecgdo de

anticorpos anti-Toxoplasma gondii ndo deve ser baseada em testes sorologicos isolados,

mas em dois ou mais testes, para que s€ possd ter um quadro diagnostico mais preciso.
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7- RESUMO

Amostras de soros de 107 cervideos foram examinadas para detecgdo de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii através de quatro testes sorologicos: hemaglutinagdo
indireta (HAI), imunofluorescéncia indireta (IFT), dot-enzyme-linked immunosorbent assay
(dot-ELISA) e enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Parte dessas amostras
(38%) foram provenientes de veados-campeiros (Ozoloceris bezoarticus) que habitam a
regido do Pantanal e o Parque Nacional das Emas, Brasil. As amostras remanescentes
(62%) pertenciam a outra espécie de cervideo, o cervo do Pantanal (Blastocerus
dichotomus), que vive nas varzeas marginais do rio Tieté, Brasil.

A prevaléncia global de anticorpos anti-7. gondii foi de 23 (21,50%),tomando-
se como base que as amostras foram consideradas positivas quando demontraram
reatividade em pelo menos dois testes.

Através da reagdo de HAI, 13,08% das amostras de soro de cervos
apresentaram titulos variando de 16 a 2048. Pela reagdo de IFI, 21,49% tiveram titulos
variando de 8 a 512, enquanto 19,63% das amostras de soros tiveram anticorpos
detectaveis pelo dot-ELISA, com titulos de 8 a 128. Pelo teste ELISA, 28,97% tiveram
titulos de 16 a 256.

A prevaléncia mais elevada de anticorpos anti-Toxoplasma  gondii foi
encontrada entre subadultos (32,08%), seguida por adultos (26,98%) e jovens (13,33%).
Somente uma amostra de soro de filhote de cervo (8,33%) foi positiva nos testes

sorologicos.
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Os achados do presente trabalho sio consistentes com a hipdtese, pois
demonstram a existéncia de infecgfio natural pelo Toxoplasma gondii dessas populagdes de

cervideos nas regides estudadas.
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8- ABSTRACT

Serum samples from 107 cervids were examined for Toxoplasma gondii
antibodies by using four serological tests: indirect hemagglutination (IHA), indirect
immunofluorescence (IFA), dot-enzyme linked immunosorbent assay (dot-ELISA) and
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Part of these samples (38%) were obtained
from pampas deer (Ozofocerus bezoarticus) living at Pantanal region and Emas National
Park, Brazil. The remaining samples (62%) came from marsh deer (Blastocerus
dichotomus) living at Tieté river course, Brazil.

Taken into account that the samples were considered positive when showing
reactivity in at least two tests, the global prevalence of antibodies anti-7. gondii was found
in 23 out of 107 cervids (21,50%).

By IHA, 13.08% of the deer serum samples had titers from 16 to 2048. By
IFA, 21.49% had titers from 8 to 512, while 19.63% of the serum samples had detectable
antibodies by dot-ELISA, with titers ranging from 8 to 128. By ELISA, 28.97% had titers
from 16 to 256.

The highest prevalence of Toxoplasma gondii antibodies was found in sub-
adults (32.08%), following by adults (26.98%) and juveniles (13.33%). Only one serum
sample (8.33%) from infant deer was positive in the serological tests.

These findings are consistent with the hypothesis that points out the existence
of natural infection of these cervid populations by ZToxoplasma gondii in those studied

regions.
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Figura 1 - Perfil eletroforético de antigenos de Toxoplasma gondii obtidos por diferentes

métodos de extragao através de SDS-PAGE a 15% e coloragio por nitrato de

prata.
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emaglutinagdo Indireta para

Figura 2 - Experimento representativo da reagao de H

deteccdo de anticorpos anti-7. gondii, em mostras de sSOTOS de cervideos

utilizando como suporte hemacias humanas formolizadas e sensibilizadas com

antigeno-criolise 7. gondii (6pg/ml).
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Figura 3 - Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta para detecgdo de anticorpos anti-

Toxoplasma gondii demontrando sorologia positiva. A seta indica completa

fluorescéncia na superficie de taquizoita (aumento de 290X). Na borda

superior direita, visualiza-se aumento de 115X.
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de anticorpos anti-

Figura 4 - Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta para detecgdo

Toxoplasma  gondii demonstrando sorologia negativa. A seta indica

coloragdo polar na regido apical do taquizoita (aumento de 290X).
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Figura 5 - Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta para detecgdo de anticorpos anti-

Toxoplasma gondii demonstrando sorologia negativa. Os asteriscos indicam

coloragéo polar na regido apical dos taquizoita (aumento de 115X).



Figura 6 - Dot-ELISA em discos de ni

para anticorpos anti-Toxoplasma gondii.
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trocelulose, demonstrando resultados de amostras

de soros de veados-campeiros reagentes (35 e 30) e ndo

-reagentes (03 e 19)
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* = CA: controlg do antigeno; CC: controle do conjugado; SC
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Figura 7 - Dot-ELISA em discos de nitr
de soro de cervos do Pantanal reag

SCN, e SCN3) para anticorpos anti-Toxoplasma gondil.
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Figura 8 - Dot-ELISA em discos de nitrocelulose, demonstrando resultado final de teste
de estabilidade do antigeno-cridlise de 7. gondii. Linha 1 — amostras de soro
bovino; Linha 2 — amostras de soro humano; Linha 3 — amostras de soro de
cervideo e Linha 4 — amostras de soros controles. CA: controle do antigeno;
CC: controle do conjugado. SCN;: soro controle negativo 1 (bovino), em

duplicata, SCNy: soro controle negativo 2 (humano) em duplicata; SCNs: soro

controle negativo 3 (cervideo) em duplicata).
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Figura 9 - Experimento representativo da reagdo de ELISA para a detecgdo de anticorpos

anti-T. gondii. As placas de poliestireno foram sensibilizadas com antigeno (1 X

cervideos testadas foram

10° taquizoitas/pogo). As amostras de soro de

ase foi usado para detecgdo do

adicionadas € 0 conjugado proteina A-peroxid

N—> soros controle negativos, 1-8—

anticorpo. P—> soro controle positivo,

dilui¢des crescentes das amostras de soro (1:16 2 1:2048).
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Titulagédo do conjugado proteina A-peroxidase no

teste ELISA

08 7 —&— Animal 11
E = Animal 11/02
o 06 Animal 35
® 05 === Animal 120
§ 04 == Animal 107
g 03 —o—Animal 17__
g 02
2 o1

0 e —q

1100 1/250 1/500

Dilugdes do conjugado proteina A-peroxidase

Figura 10 - Resultado da titulagdo do conjugado proteina A-peroxidase utilizado no teste
anti-Toxoplasma

imunoenzimatico ELISA para detecgiio de anticorpos

gondii.
Animais identificados como 1 1, 11/02 e 35 representam amostras de soros de

cervideos reagentes € animais identificados como 120, 107 e 17 representam

amostras de soros de cervideos nao-reagentes.
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Figura 11 - Indices de co-positividade ¢ co-negatividade obtidos conforme os resultados

da reagio de HAI em comparagio com 0s testes de IFL, dot-ELISA e ELISA.
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reagentes

Porcentagem de amostras

ELISA

ELISA

TESTES

Figura 12 - Porcentagem de amostras reagentes para anticorpos anti-Toxoplasma gondii

determinada pelos testes Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA =

28,97%), Imunofluorescéncia Indireta (IFI = 21,49%), dot Enzyme Linked

Immunosorbent Assay (dot-ELISA = 19,63%), € Hemaglutinagdo Indireta

(HAI = 13,08%).
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de HAI IFL, dot-ELISA e ELISA para o diagnéstico de toxoplasmose. O

“cut-off” considerado para as reagdes HAI e ELISA foi o titulo 16, enquanto

que, para as reagdes IFI e dot-ELISA, o “cut-off” foi 0 titulo 8.
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Tabela 1 - Resultado da titulagdo das 5 amostras de soros de veados-campeiros
(Ozotocerus bezoarticus), utilizando como suporte hemdacias humanas
formolizadas, sensibilizadas com reagente HA-Toxo para pesquisa de

anticorpos anti-7oxoplasma gondii.

Titulos Identificagiio das amostras PADROES*
S35 $30 S11/02 S13 Si1
16 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ BOV-
32 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ BOV+
64 3+ 4+ 4+ 3+ 3+ CERVO023
128 3+ 4+ 4+ 2+ 3+ CERVO0140
256 3+ 4+ 4+ 2+ 3+ CAO+
512 3+ 4+ 4+ 1+ 2+ KIT+
1024 3+ 4+ 3+ - 1+ KIT-
>2048 2+ 3+ 2+ - - Antigeno**

* Foram utilizados como padrdo soros bovinos positivo e negativo, soros de cervos
negativos, soro de cio positivo e padrio positivo e negativo comercialmente adquirido
(Hematoxo-Biolab).

** Controle do Antigeno: isto é, cavidade tratada com hemacias ndo sensibilizadas.

Foi adotado como padrdo de aglutinagdo: 4+ para soros muito reativos, 3+ soros de média
reatividade, 2+ soros de média a baixa reatividade, 1+ soros de pouca reatividade

(foram considerados como soros ndo-reagentes), € - para soros nio reativos.
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Tabela 2 - Resultado da titulagao das 9 amostras de soros de cervos do Pantanal

(Blastocerus dichotomus), utilizando  como suporte hemécias humanas

formolizadas, sensibilizadas com reagente HA-Toxo para pesquisa de

anticorpos anti-7 oxoplasma gondii.

Titulos Identificaciio das amostras PADROES*
N15 NO04 NI128 N110 N28 Ni03 N127 N134 N15"
16 24 2+ 3+ 3+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ BOV-
32 1+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ BOV+
64 1+ 2+ 2+ 3+ - - - - - CERVO23
128 - 1+ 1+ 1+ - - - - - CERVO140
256 - - - - - - - - - CAO+
512 - - - - - - - - - KIT+
1024 - - - - - - - - - KIT-
22048 - - - - - - - - - Antigeno**

oros de cervos

* o - ; " ;
Foram utilizados como padrao soros bovinos positivo € negativo, §

padrdo positivo € negativo comercialmente adquirido

negativos, soro de cao positivo €

(Hematoxo-Biolab).

** Controle do Antigeno: isto &, cavidade tratada com hemécias ndo sensibilizadas.

Foi adotado como padrdo de aglutinagdo: 4+ para soros muito reativos, 3+ soros de media

reatividade, 2+ soros de média a baixa reativid
-reagentes), € - para soros ndo reativos.

ade, 1+ soros de pouca reatividade

(foram considerados como SOros nao
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Tabela 3 - Rela¢do das amostras de veados-campeiros (Ozotocerus bezoarticus) e cervos
do Pantanal (Blastocerus dichotomus) reagentes ao teste de HAl segundo o

titulo sorologico, sexo e faixa etaria.

Espécie e N* do animal Titulo Sexo Faixa etdria

0. bezoarticus

11 512 Macho Adulto
13 256 Macho Adulto
30 >2048 Fémea Adulto
35 >2048 Macho Adulto
11/02 >2048 Macho Adulto

B. dichotomus

15° 16 Macho Subadulto
134 16 Fémea Adulto
127 16 Fémea Adulto
04 64 Macho Jovem
128 64 Macho Filhote
15 16 Fémea Adulto
08. 16 Fémea Adulto
110 64 Fémea Adulto

103 16 Macho Adulto




Tabela 4 - Relagio das amostras de soros de veados-campeiros (Ozotocerus bezoarticus)

reagentes ao teste de IFI segundo o titulo sorologico, sexo e faixa etaria.
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Identificacio do animal Titulo Sexo Faixa etaria
11 128 Macho Adulto
13 128 Macho Adulto
30 64 Fémea Adulto
35 512 Macho Adulto
11/02 256 Macho Adulto




Tabela 5 - Relagdo das amostras de soros d

reagentes ao teste de IF1
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e cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus)

segundo 0 titulo sorologico, sexo e faixa etaria.

Identificaciio do animal Titulo Sexo Faixa etdria
02 16 Fémea Subadulto
141 8 Macho Subadulto
17 16 Macho Adulto
27 8 Macho Adulto
18 8 Fémea Adulto
103 8 Macho Adulto
106 8 Fémea Jovem
134 128 Fémea Adulto
127 8 Fémea Adulto
04 128 Macho Jovem
128 64 Macho Filhote
15 64 Fémea Adulto
08 32 Fémea Adulto
110 16 Fémea Adulto
113 16 Fémea Adulto
148 32 Macho Jovem
132 16 Fémea Subadulto
118 32 Fémea Adulto

!




Tabela 6 - Relagio das amostras de soros de veados-campeiros (Ozofocerus bezoarticus)

reagentes ao teste de dot-ELISA segundo o titulo sorologico, sexo e faixa

etaria.
Identificacio do animal Titulo Sexo Faixa etdria
11 16 Macho Adulto
13 64 Macho Adulto
30 16 Fémea Adulto

35 >128 Macho Adulto
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Tabela 7 - Relagio das amostras de soros de cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus)

reagentes ao teste de dot-ELISA segundo o titulo sorologico, sexo e faixa

etaria.
Identificacio do animal Titulo Sexo Faixa etaria
02 64 Fémea Subadulto
141 16 Macho Subadulto
17 >128 Macho Adulto
96 16 Fémea Adulto
27 16 Macho Adulto
16 8 Macho Subadulto
134 64 Fémea Adulto
99 >128 Macho Adulto
04 8 Macho Jovem
128 8 Macho Filhote
15 >128 Fémea Adulto
08 64 Fémea Adulto
110 64 Fémea Adulto
113 16 Fémea Adulto
144 >128 Fémea Adulto
111 8 Fémea Subadulto
118 64 Fémea Adulto




Tabela 8 - Relagdo das amostras de soros de ve
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ados-campeiros (Ozolocerus bezoarticus)

a0 teste de ELISA segundo o titulo sorologico, sexo e faixa etéria.

reagentes
Identificaciio do animal Titulo Sexo Faixa etdria

11 16 Macho Adulto
13 64 Macho Adulto
30 256 Fémea Adulto
35 256 Macho Adulto
11/02 256 Macho Adulto
S02 32 Fémea Jovem
S10 16 Fémea Adulto
S14 16 Fémea Adulto
S16 16 Macho Adulto
S26 32 Fémea Adulto
S36 16 Macho Jovem
S37 16 Fémea Adulto
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Tabela 9 - Relagio das amostras de soros de cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus)

reagentes ao teste de ELISA segundo o titulo sorologico, sexo e faixa etaria.

Identificaciio do animal Titulo Sexo Faixa etiria
02 32 Fémea Subadulto
114 16 Fémea Jovem
17 64 Macho Adulto
27 16 Macho Adulto
1354 64 ND* ND*
135" 32 ND* ND*
106 16 Fémea Jovem
134 128 Fémea Adulto
127 32 Fémea Adulto
954 16 Fémea Filhote
151 32 Fémea Subadulto
19 16 Macho Adulto
08 32 Fémea Adulto
110 128 Fémea Adulto
113 16 Fémea Adulto
8o 16 Fémea filhote
144 16 Fémea Adulto
99 16 Macho Adulto
118 128 Fémea Adulto

ND*

: Nao Determinado




99

Tabela 10 - Médias, desvios-padrio e “cut-off” das densidades oOpticas a 492nm

encontradas na reacio de ELISA para triagem de 107 amostras de soros de

cervideos.

édias e desvios-

padrio Placa 1

“Cut-off”

Placa 2 Placa 3

0,153 (£ 0,08)

177

0,249 (+0,12) 0,145 (£ 0,16)

285 157
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off” das densidades Opticas a 49Znm

Tabela 11 - Médias, desvios-padrdo € “cut-

encontradas na reagao de ELISA para titulagdo de 107 amostras de soros de

cervideos.

édias e desvio-

Placa 2 Placa 3

padrio Placa 1

“Cut-off”

0,141 (£0,18) 0,200 (% 0,36) 0,147 (+0,27)

195 308 228




101

Tabela 12 - Relagio das amostras de soros de veados-campeiros (Ozotocerus bezoarticus)

e cervos. do Pantanal (Blastocerus dichotomus) reagentes por 2 ou mais

testes segundo o titulo sorologico.

Titulo em:

Espécie e N* do animal
IFI DOT-ELISA ELISA

O. bezoarticus HAI
11 512 128 16 16
13 256 128 64 64
30 >2048 64 16 256
35 >2048 512 >128 256
11/02 >2048 256 NR 256
B. dichotomus

16 16 NR 8 NR
134 16 128 64 128
127 16 8 NR 32
04 64 128 8 NR
128 64 64 8 NR
15 16 64 >128 NR
08. 16 32 64 32
110 64 16 64 128
103 16 8 NR NR
02 NR 16 64 32
141 NR 8 16 NR
17 NR 16 >128 64
144 NR NR >128 16
27 NR 8 16 16
99 NR NR >128 16
118 NR 32 64 128
113 NR 16 16 16
06 NR 8 NR 16

s oo

NR* -Nao Reagente
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Tabela 13 - Relagdo das amostras de Soros de veados-campeiros (Ozotocerus bezoarticus)

e cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus) reagentes pelos testes HAI e

IFI que apresentaram titulos de anticorpos coincidentes ou diferentes em uma

diluigdo .

Titulo em:

ST 5 16 32 64 128 256 512 1024 2209 Total ;

IFI
8 1 i |
16 1 1
32 1 1
64 1 1 F‘
128 I3 1 2
[
256 -0 '
512 0 1
1024 0
2048 0
0 6

Total 1 2
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Tabela 14 - Relacdo das amostras de soros de veados-campeiros (Ozotocerus bezoarticus)

e cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus) reagentes pelos testes HAl e

dot-ELISA que apresentaram titulos de anticorpos coincidentes ou diferentes

em uma dilui¢do.

Titulo em:

512 1024 22048 Total

\18 16 32 64 128 256
DOT- ELISA
1

8 1

16 2 2
32 0
64 1 1
128 0
256 0
512 0
1024 0
2048. 0
Total 0o 1 0 3 0 0 0 0 0 4
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Tabela 15 - Relagido das amostras de soros de veados-campeiros (Ozotocerus bezoarticis)

e cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus) reagentes pelos tesies HAI e

ELISA que apresentaram titulos de anticorpos coincidentes ou diferentes em

uma diluigdo.

Titulo em:

Total
128 256 512 1024  >2048
HAI 8 16 32 64

ELISA

0
8
0
16
2
32 2
0
64
1
128 1
0
256
0
512
0
1024
0
2048
3

Total 0o 2 0 1 0
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Tabela 16 - Relagio das amostras de soros de veados-campeiros (Ozotocerus bezoarticus)

e cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus) reagentes pelos testes IFL e

dot-ELISA que apresentaram titulos de anticorpos coincidentes ou diferentes

em uma diluigéo.

Titulos em:

IFI 8 16 32 64 128 256 512 Total
DOT-
ELISA
8 0
16 2 1 3
32 0
64 2 2 4
128 1 1 2
256 0
512 0
Total ) 1 2 1 2 1 0 9
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Tabela 17 - Relagdo das amostras de soros de veados-campeiros (Ozofocerus bezoarticus)

mus) reagentes pelos testes IF1 e

e cervos do Pantanal (Blastocerus dichoto

ELISA que apresentaram titulos de anticorpos coincidentes ou diferentes em

uma diluigdo.

Titulos em:

IFI 8 16 30 64 128 256 512 Total
ELISA

8 1 1

16 1 1 2

32 1 1 2

64 1 1

128 1 1

256 1 1 2

512 0
Total 1 3 1 13 2 1 1 9
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Tabela 18 - Relacio das amostras de soros de veados-campeiros (Ozotocerus bezoarticus)

e cervos do Pantanal (Blastocerus dichotomus) reagentes pelos testes ELISA

e dot-ELISA que apresentaram titulos de anticorpos coincidentes ou

diferentes em uma diluigdo.

Titulos em:
8 16 32 64 128 256 512 Total

0

t6 3 3
32 0
64 2 1 3- 6
128 1 1 2
256 0
512 0
Total 0 3 2 2 3 1 0 11
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Tabela 19 - Prevaléncia global de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em Cervos do

Pantanal. (Blastocerus dichotomus). € veados-campeiros (Ozotocerus

bezoarticus) em relagao a faixa etéria.

Faixa etaria N¢ de amostras testadas Reativos (%0) Nao-reativos(%o)
ND™ 4 0 (0,00) 4 (100,00)
Filhote 12 1(8,33) 11 (91,67)
Jovem 15 2(13,33) 13 (86,67)
Subadulto 13 3 (23,08) 10 (76,92)
adulto 63 17 (26,98) 46 (73,02)
Total 107 23 (21,50) 84 (78,50)

entes em pelo menos dois

ada a partir de amostras reag

* A prevaléncia global foi calcul
«cut-off” utilizado foi o titulo de 16 e para IFI

testes sorologicos. Para HAI e ELISA, 0
e dot-ELISA o titulos de 8.

** ND = Nao Determinado.
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Tabela 20 - Prevaléncia global de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em. CeTvos do

Pantanal (Blastocerus dichotomus) € veados-campeiros (Ozotocerus

bezoarticus) em relagio ao sex0 € a espécie.

adas Reagentes (%) Nio-reagentes(%o)

N? de amostras test

Sexo
Machos 46 11(23,91) 35 (76,09)
Fémeas 57 12 (21,05) 45 (78,95)
ND™ 4 0 (0,00) 4 (100,00)
Espécie
B. dichotomus 66 18 (27,27) 48 (72,73)
O. bezoarticus 41 5(12,19) 36 (87,81)
107 23 (21,50) 84 (78,50)

Total
rtir de amostras reagentes €m pelo menos dois

* A prevaléncia global foi calculada a pa
para HAL € ELISA, 0

testes sorologicos. “cut-off” utilizado foi 0 titulo de 16 e para IF1
¢ dot-ELISA o titulos de 8.

*% ND = Nao Determinado.
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