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RESUMO

Pode-se dizer que a toxoplasmose € uma zoonose de distribuicdo mundial causada
pelo Toxoplasma gondii, protozoario intracelular obrigatério e parasito de humanos,
passaros, roedores e outros animais denominados hospedeiros intermediarios e de
felideos que sédo os hospedeiros definitivos. O presente estudo objetivou realizar o
Ensaio Imunoenzimético IgG e IgM anti-Toxoplasma gondii em sangue de coragao
de Gallus gallus domesticus, criados de forma intensiva ho municipio de Ariquemes,
Rondbnia. Os procedimentos metodologicos seguem o0s padroes dos testes
utilizados que foram o ImmunoComb Toxo IgG e ImmunoComb Toxo IgM, que séao
ensaio imunoenzimatico (EIA) indireto em fase sélida. Contatou-se que os G. gallus
domesticus criados de maneira intensiva, no municipio de Ariguemes, Rondonia,
estdo livre de contaminacdo por T. gondii, sendo indicado estudos futuros com
espécies oriundos de criagdo extensiva, esse que tem um grande percentual de
contaminag@o em outros estados brasileiros e outros paises.

Palavras-chave: Ensaio imunoenzimatico, Toxoplasma gondii e Gallus gallus
domesticus



ABSTRACT

It can be said that the toxoplasmose is a zoonose of world distribution caused by the
Toxoplasma gondii, protozoan obligatory intracellular and humans' parasite, birds,
rodents and other animals denominated intermediate hosts and of felideos that are
the definitive hosts. The present study aimed at to accomplish the Essay
Imunoenzimatico IgG and IgM anti-Toxoplasma gondii in blood of heart of Gallus
gallus domesticus, servants in an intensive way in the municipal district of
Ariguemes, Rondonia. The methodological procedures follow the patterns of the tests
used that you/they were ImmunoComb Toxo IgG and ImmunoComb Toxo IgM, that
are rehearsal imunoenzimético (EIA) indirect in solid phase. It was contacted that G.
gallus created domesticus in an intensive way, in the municipal district of Ariquemes,
Rondbnia, they are free from contamination for T. gondii, being indicated future
studies with specimens originating from of extensive creation, that that has a big one
percentile of contamination in other Brazilian states and other countries.

Keywords: Rehearsal imunoenzimatico, Toxoplasma gondii and Gallus gallus
domesticus
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INTRODUCAO

Pode-se dizer que a toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo mundial
causada pelo Toxoplasma gondii, protozoario intracelular obrigatorio e parasito de
humanos, passaros, roedores e outros animais denominados hospedeiros
intermediarios e de felideos que sdo os hospedeiros definitivos. Este parasita tem
um ciclo de vida complexo e muitas maneiras de transmissdo, sendo uma das
formas mais comuns consiste na ingestdo de oocistos infectantes derivados de fezes
de gatos ou a ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais
(ESCOPELLI, 2004).

De acordo com Hill e Dubey (2002), os gallus gallus provenientes de criacdes
de modo intensivo podem conter cistos teciduais de T. gondii, representando risco
de infeccdo para o homem, especialmente quando manuseiam carnes cruas ou
semicozidas sem muita higiene.

Segundo Monteiro (2009) apesar da infeccdo pelo T. gondii na maioria das
vezes se apresentar assintomatica nos individuos imunocompetentes, tende a
proporcionar quadros clinicos graves nas pessoas imunocomprometidos, ou seja,
aquelas que ja realizaram transplantes, submetidos a quimioterapicos ou portadores
de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), nestes casos podendo levar até
a Obito. Em gestantes, pode acarretar aborto espontaneo, nascimento prematuro,
morte neonatal, ou consequéncias severas no feto.

Devido as graves lesdes em criangas expostas durante a vida intra-uterina
e surgimento do diagnostico em pacientes imunossuprimidos se tornou de suma
importancia estudos sobre os possiveis agentes transmissores desta patogenia.
Sendo assim o0 presente estudo proposto busca entendimentos necessarios ao

fendmeno estudado anteriormente por diversos autores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TOXOPLASMOSE CONCEITO E EVOLUCAO DA DOENCA

De acordo com Pinheiro (2010a) a toxoplasmose é uma doenca causada
pelo protozoario Toxoplasma gondii, atingindo a populacdo mundial, tornando-se
uma infeccdo comum. Estimativas apontam que 1/3 da populacdo mundial ja teve
contato com este parasita. Vale ressaltar que essa doenca ndo atinge apenas paises
em desenvolvimento, pois cerca de 80% da populacdo de Paris e 70% dos
americanos apresentam sorologia positiva para toxoplasmose.

Aratjo e Teixeira (2009) realizaram levantamentos sobre a infec¢do do T.
gondii constataram que o parasita jA se disseminou em praticamente todos 0s
continentes desde sua descoberta. O primeiro caso registrado em humanos foi
apontado por Castellani em 1913, em uma crianga com quadro febril e com
esplenomegalia, ja em animais os primeiros relatos foram nos Estados Unidos em
cées, na ltalia em ovinos, suinos e caprinos.

Segundo Meireles (2001) é possivel dizer que os primeiros relatos de
toxoplasmose congénita remetem a 1923 por Janku, o qual observou cisto na retina
de uma crianga de 11 meses com hidrocefalia, logo mais tarde Torres (1927)
observou a presenca do parasita na analise histolégica do cérebro, coracdo e dos
musculos esqueléticos em uma crianca falecida apés 29 dias do nascimento, porém
a doenca congénita por meio do parasita T.gondii sé foi diagnosticada dez anos
depois por Wolf e Cowen.

De acordo com Margonato (2007) a transmissdo vertical se manifesta a
partir do momento em que 0s taquizoitos, que estdo presentes na circulacdo
materna atingem a placenta e sao transmitidos ao feto.

Conforme diversos estudos no mundo, a toxoplasmose pode deixar sequelas
irreparaveis, tais como: cegueira, encefalite, bem como malformacao do feto e sérios
riscos a saude em individuos imonodeprimido, se tornando um problema de saude
publica (SHIRAISHI et al., 2009).

De acordo com Costa et al.,, (2007), a toxoplasmose foi reconhecida pela
primeira vez no Brasil na cidade de Sao Paulo, em 1908, pelo pesquisador Alfonso
Splendore, ao realizar experimentos com coelhos em laboratoério, constatou-se uma

doenca em que o quadro patolégico evolutivo era similar a leishmaniose visceral
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humana. Por meio desta, descreveu de forma completa suas lesbes e o0s
corpusculos parasitarios encontrados especialmente na forma livre e intracelular,
isolados e agrupados, em multiplos tecidos de animais infectados.

Os pesquisadores Nicolle e Manceaux do Instituto Pasteur de Tunis,
relataram um microorganismo igual ao descoberto por Splendore, em células
monocelulares do baco e do figado de um roedor norte africano, o Ctenodactylus
gondii (CADEMARTORI, 2007). Nos Estados Unidos, Wolf & Cowen foram os
primeiros pesquisadores a delinear a infeccdo congénita em seres humanos
destacando a prevaléncia da toxoplasmose fetal em recém-nascido com encefalite,
meningite e mielite, ainda que com alguns erros de classificacdo que posteriormente
foram corrigidos. Ja no ano de 1940 Pinkerton e Weinman, relataram um caso de

doenca fatal generalizada em um jovem (VIEIRA, 2010)

2.2 CICLO BIOLOGICO

O ciclo biologico foi descrito por Silva (2006), sendo heteroxénico, ocorrendo
em duas fases distintas. A primeira manifesta no hospedeiro definitivo, ndo somente
por meio do gato (hospedeiro natural), mas também nos felideos em geral. A
segunda fase ocorre por meio do hospedeiro intermediario que pode ser o homem,
bem como outros mamiferos e as aves. O ciclo biolégico no hospedeiro definitivo
(gatos e felideos jovens) se manifesta exclusivamente nas células epiteliais,
especialmente no intestino delgado. Durante o desenvolvimento desse ciclo
acontece uma fase assexuada (merogonia) e outra sexuada (gamogonia) do
parasito. Assim, um gato jovem e nao imune, que tenha se contaminado via oral por
oocistos e cisto desenvolvera o ciclo sexuado.

Sendo assim os felideos sdo considerados os hospedeiros definitivos, ja o
homem, mamiferos e aves sdo considerados hospedeiros intermediarios, 0s
hospedeiros definitivos excretam oocistos no solo através das fezes, a esporulagédo
depende de condi¢Bes climaticas, sendo que poderd sobreviver por mais de 18
meses mesmo em condi¢cdes desfavoraveis sendo considerado resistente (SILVA,
2008).

Os hospedeiros intermediarios quando contaminados passa pela fase aguda
onde o0s taquizoitas, completam a proliferacdo, disseminando-se ao corpo do

hospedeiro, quando alcanca a fase cronica os cistos teciduais encontra-se repleto de
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bradizoitos, esses persistem por longo tempo ou a vida toda do hospedeiro
(SHIRAISHI et a.,2009).

Nos felideos (gatos) o parasita realiza a multiplicacdo enteroepitelial que leva
a producéo e liberacdo desses parasitas ao solo, as fezes dos gatos podera conter
em torno de 10 milhdes de oocistos que sdo eliminados ao solo, mas o0 oocistos sé
se tornam infectantes apds 24-48 horas no solo (DIAS; FREIRE, 2005).

Desta maneira pode-se dizer que os felinos sdo 0s Unicos que tem a
possibilidade de contaminar o solo, devido o ciclo reprodutivo ser completo
(PINHEIRO, 2010b).

Portanto, em relacdo aos seres humanos, estes poderdo adquirir a infeccéo
ingerindo cistos presente em carnes em geral e oocistos presente no solo que é a
forma infectante que através de vetores como moscas e baratas que levam nas
patas o oocisto e contaminam os alimentos, &guas, frutas, legumes e outros
(FERRARONI et al., 1980; SILVA, 2008; CARMO et al., 2010).

Embora os outros animais como bovinos, ovinos, caprinos e suinos nao
liberem oocisto ao ambiente como os gatos, também é considerado uma via de
transmissao da doencga, pois, como o0 parasita se instala nos tecidos dos animais, ao
comer carnes mal passadas oriundas dos mesmos, 0 parasita contamina o trato
digestivo aonde se alojam no organismo humano através da corrente sanguinea,
vale dizer que n&o necessariamente o animal carece estar doente para ter o T.gondii
em seus tecidos, da mesma forma, acontece nos seres humanos (PINHEIRO,
2010b).

Pesquisas apontam que nas regides de climas tropicais ou subtropicais de
clima Umido existe maior incidéncia de casos, visto que nestas regides é favorecida

a sobrevivéncia dos oocistos no meio ambiente (SOUZA et al., 2002).
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Toxoplasma gondii

Homem ingere oocisto,

Felinos ta?_ui;oito ou bradizoitos

(hosp. definitivo)

As formas ingeridas

perfuram o intestino e
atingem a corrente
sanglinea
Taquizoltos atacam

a lacenta

Macrbfago
Jinfectado por

— ~ taquizoitos
.'lt‘ T / k -

Taquizoitos divedem-se
e matam o macréfago

Az

atingem varios 6rgaos

\\. Q ,-_'"7 J,,.; b / )
Bovinos, caprinos,
suinos e homem
(hosp. intermediarios)

Figura 1 — Ciclo biol6gico
Fonte: EGEO solu¢fes ambientais (2008)

2.2.1 Meios de contaminacéao

O T. gondii atinge todos os tipos de animais de sangue quente como
mamiferos, contaminando também diversas espécies de aves, tanto de cativeiro,
guanto de vida livre, esses animais infectados possuem grande quantidade de cisto
tecidual, sendo repleto de bradizoitas em diversos 6rgdos e musculos, podendo
causar risco a saude, principalmente ao manipular carnes cruas e mal passada e
com pouca higiene (CARLETTI et al., 2005; GARCIA et al., 2000; SOARES et al.,
2009)

Em 1953 Sanger em uma pesquisa isolou o parasita T. gondii em tecidos
bovinos, apos isso, inUmeros estudos foram realizados em tecidos de bovinos e
verificou-se entdo, que o parasita tem a capacidade de permanecer viavel nessa
espécie até a idade do abate. Os primeiros estudos em bovinos no Brasil foram
realizados por Costa e Costa (1978) nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais,
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onde verificaram que o cisto de T. gondii infectavam bezerros, ficando isolados nos
tecidos desses animais (SPAGNOL et al.,2009).

De acordo com Benigno et al. (2009), a prevaléncia de bovinos contaminados
com a toxoplasmose é aproximadamente 32%, e de bubalinos 6%. Camossi (2010)
ressalta a necessidade de incluir este agente como uma das causas de perdas
reprodutivas nos rebanhos brasileiros.

Os bovinos se contaminam por meio da alimentacdo (pastagem, racao) essa
contaminacdo se da através do oocisto presente ao solo contaminado (COSTA et
al., 2007). Ja nos Estados Unidos, a carne suina € uma importante via de
transmissao da toxoplasmose para populacdo humana (CARLETTI et al., 2005).

Fialho e Araujo (2009) destacam que existe alta prevaléncia em suinos com
toxoplasmose, como estudo realizado por Suarez-Aranda et al, em suinos abatidos
de um frigorifico da cidade de S&o Paulo em que se obteve uma prevaléncia de
9,6%,e em Porto Alegre (RS), foram encontrados soro prevaléncia de 33,75% em
frigorifico, em Londrina (PR) encontraram soro prevaléncia de 37,84% e 15,35%, em
suinos da mesma regiao.

Bispo et al. (2011), obteve através de estudo realizado em diferentes regifes
do Estados de Pernambuco com alta prevaléncia T. gondii em ovinos com 48,4% e
caprinos com 47,6%, utilizando o método de imunofluorescéncia.

Filha (2009) destaca também em estudo realizado, a presenca do parasita
em diversos animais, servindo como fonte de transmissdo humana através da
alimentacdo, sendo que os animais mais frequentes sdo bovinos, ovinos, suinos,
caprinos, frango, pato, peru, coelhos.

De acordo com Filha (2009) além de carnes cruas ou mal cozidas, o leite nao
pasteurizado ou mal cozido se torna uma fonte de contaminagcdo humana.

Spagnol (2009) ressalta que os maiores indices de soro prevaléncia da
toxoplasmose estéo relacionados justamente ao consumo de carnes mal passadas.

No estado do Rio Grande do Sul, a toxoplasmose é considerada uma doenca
de notificagcdo obrigatéria de acordo com a Lei Estadual N° 11.267 de 18 de
dezembro de 1998, garantindo desta forma tratamento gratuito a populacéo
(BRASIL, 2004).

A agua é outro fator importante para a transmissao do T.gondii, se um

reservatorio de agua for contaminado por oocisto, através de fezes dos gatos, uma
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populacdo inteira de uma cidade podera ser contaminada com a doenga, pois
podera vir a acontecer um surto, com indice alto de soro prevaléncia (DIAS, 2005).

De acordo com Silveira (2002) o primeiro e maior surto da histéria do Brasil
ocorreu na cidade de Santa Isabel do Ivai (PR), em dezembro de 2001, através da
dgua de um reservatério que abastecia a cidade, foi contaminado por oocisto
liberados pelos filhotes de uma gata doméstica que vivia no local. Mais de 600
pessoas infectaram-se e dentre elas sete gestante, destas, seis bebés foram
infectados e houve um caso de aborto (BRASIL, 2002).

Parece oportuno destacar matéria divulgada no dia 29/09/2011 em varios
sites de noticias de Rondbnia que trouxeram que no dia 29 de julho, houve um
acidente no km 08 da Linha 81, em que um caminhdo carregado com 5.000 quilos
de um tipo de adubo conhecido como cama de frango (formada com palhas e
cascas de vegetais, essa cobertura recebe parte de alimentos ndo aproveitados
pelas aves nas granjas, além de suas fezes e restos de penas) caiu no Rio Bom
Vista acerca de 4 quildmetros das bombas de captacdo da Companhia de Aguas e
Esgotos de Rondénia (CAERD) que abastecem a cidade de Ouro Preto (FIOCRUZ,
CEPEM, 2011).

Este acidente foi apontado como uma das provaveis hip6teses das causas de
indices de toxoplasmose registrados nos municipios de Jaru, Ouro Preto D’'Oeste e
Ji-Parana, pois foi justamente nesta época, ou seja, em meados de julho a agosto
de 2011 que uma quantidade de pessoas apresentou sintomas desta doenca, sendo
confirmados 36 casos. As autoridades do municipio dizem que esta possibilidade da
contaminagcdo através da agua é remota, no entanto Instituto de Pesquisas em
Patologias Tropicais (Ipepatro) da Fundagao Osvaldo Cruz (Fiocruz) e representante
do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM) estiveram em setembro de
2011 nos municipios de Ouro Preto do Oeste, Jaru e Ji-Parand, estas trés cidades
foram visitadas com a finalidade de encontrar o possivel causador do surto de
toxoplasmose nesta regiao (FIOCRUZ; CEPEM, 2011).

2.3 DIAGNOSTICO
O diagnéstico nem sempre é fécil, visto que o0s sinais clinicos da

toxoplasmose sdo comuns, o que pode confundir com outras enfermidades

infecciosas, além das manifestacfes clinicas serem facilmente confundidas por
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aguelas ocasionadas por outros agentes como o Citomegalovirus, Herpes simples,
Rubéola, HIV, Epstein Barr, Treponema pallidum, Listeria monocytogenes, Borrelia
burgdorferi e Trypanosoma cruzi. a eritroblastose fetal e algumas doencgas
degenerativas. Desse modo, é preciso utilizar técnicas laboratoriais para sua devida
confirmacéo (HILL; DUBEY, 2002).

Portanto, o diagnostico laboratorial é indispensavel e adquire grande
importancia, tendo em vista que esta doenca € uma zoonose e assim se manifesta
nas mais distintas formas e situacfes (VIDOTTO et al, 1991).

Assim, o diagnéstico envolvendo os animais tem por base métodos direto,
que procuram identificar o parasita em amostras desses animais infectados, ja 0s
métodos indiretos, consistem em identificar os anticorpos peculiares contra o T.
gondii. Nos casos necessarios em pesquisas diretas de antigenos de T. gondii nas
amostras clinicas realizam-se o diagnéstico diferenciado nos varios estagios da
toxoplasmose (ARAUJO et al., 1998; MEIRELES, 2001).

Entre os métodos diretos, para identificar o parasita realiza-se esfregacos de
secrecdo ocular corados pela técnica de Giemsa, na qual é pesquisada a presenca
dos taquizoitos, com sua particularidade na forma de meia-lua. “Esta técnica é
bastante util em materiais de bidpsia, sobretudo puncbes de linfonodo e figado,
assim como nos lavados traqueobrdnquicos, principalmente nos gatos”. (LEAO et
al., 1997; ARAUJO et al., 1998).

O diagnéstico da toxoplasmose encontra-se fundamentado na pesquisa de
anticorpos contra o parasita, através de testes soroldgicos e pesquisas diferenciadas
de imunoglobulinas 1gG (imunoglobulinas gam), IgM (imunoglobulinas um), IgA
(imunoglobulinas alfa) e IgE (imunoglobulinas épsilon) anti-Toxoplasma compde
uma das fontes primordiais ao diagnéstico da doenga. Além disso, a presenca dos
anticorpos anti-Toxoplasma quando transcorre a infec¢do, possibilita analisar o perfil
sorologico peculiar, em que esteja envolvida infec¢do recente em fase aguda, ou de
infeccdo antiga, em fase de laténcia ou cronica (CAMARGO, 1995; MEIRELES,
2001).

Embora existam varios tipos de técnicas para diagnosticar a doencga, somente
algumas estéo diretamente ligadas ao estudo aqui proposto, conforme sera exposto

a sequir.
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2.3.1 Diagndstico soroldgico ou imunolégico

Conforme citado anteriormente pode-se dizer que as avaliacdes soroldgicas
sdo de extrema importancia para determinar o0 momento da infeccao por T. gondii
sendo que a fase de gestacdo é essencial, mesmo porque é nesta fase da infeccéo
toxoplasmica, que demanda intervencdo e tratamento. Em sua fase aguda da
infeccéo esta pode se tornar toxoplasmose congénita (MEIRELES, 2001).

Portanto, os niveis de anticorpos caracteristicos da classe IgM se expandem
velozmente com a infeccdo aguda adquirida e comecam a decrescer apOs varios
meses, mas concentracdes detectaveis tendem a permanecer por um ano ou mais.
Em virtude de detectar niveis duraveis de IgM por longo periodo. Quando ocorre a
instalacdo da infeccdo adquirida, ndo se recomenda presumir uma data da infeccéo
apenas levando em conta a presenca de anticorpos IgM anti-T.gondii (CAMARGO et
al, 1991).

De acordo com a literatura ap6s a infeccdo é de grande utilidade realizar o
ensaio de avidez, tendo em vista que a demonstracdo do anticorpo IgG € baixa na
fase aguda da infeccdo e gradativamente evolui com o tempo, podendo representar
indicios de uma infec¢éo antiga ou recente (CAMARGO et al, 1991).

A passagem de IgG pela placenta atrapalha o diagnostico da infeccéo
congénita, tendo em vista que sua presenca no sangue da crianca tende a refletir a
imunoglobulina materna que foi transmitida via placentaria durante a gestacdo como
protecdo, ou até mesmo pelo mecanismo de defesa imune da crianca. Entretanto, a
comparagao dos titulos dos anticorpos do bindmio “méae-filho” pode distinguir essa
situacdo no momento em que o recém-nascido apresentar niveis de IgG superiores
os da mae em no minimo quatro diluicbes (FERREIRA, 2006).

Vale relatar as dificuldades em interpretar os valores de IgG durante o
acompanhamento da criancga, pois os anticorpos da mae pode perdurar no sangue
do lactente por até um ano. Porém a sua persisténcia em titulos expressivos ao
passar dos meses, sugere producdo pela crianga, pois 0s niveis advindos da mae
decrescem com o tempo. Depois de passado um ano, a presengca no sangue do
infante significa que houve estimulacdo pelo T. gondii no sistema imune e, assim
houve a infeccdo (BOWIER et al., 1997; VIEIRA, 2010).

No entendimento de Montoya (2004), o diagndstico de infeccéo por T. gondii

se processa assim: primeiramente necessita verificar se a pessoa foi exposta ao



19

parasita. O teste que visa detectar os anticorpos da classe IgG permite analisar se
existe presenca ou a auséncia de infeccdo. Em um numero reduzido de pacientes,
anticorpos 1IgG podem nao ser detectados dentro de duas a trés semanas apos a
exposicao inicial ao protozoario (MONTOYA, 2004).

Segundo Pinheiro (2010b) o corpo humano apenas torna-se imune, ou seja,
cria anticorpos contra determinado germe ou bactéria se for exposto aos mesmos.
Logo, para ficar imune a toxoplasmose o individuo deve ser contaminado pelo
parasita transmissor. Sintetizando, pode-se dizer que o corpo humano trabalha com
dois anticorpos, denominados IgM e IgG. A presenca no organismo do anticorpo IgM
em sua fase aguda, significa que a doenca € recente e se manifesta com apenas 1
(uma) semana de contaminacao, sendo o diagndstico positivo para toxoplasmose.
Posteriormente a aproximadamente 4 (quatro) semanas, o paciente deixa de ter o
IgM e passa a ter o IgG positivo para toxoplasmose e assim ficaré positiva pelo resto
da vida (PINHEIRO, 2010Db).

Conforme explicitado acima, um paciente portador de toxoplasmose aguda
tem IgM positivo, ja agueles que possui o0 parasita inativo no corpo apresentara IgG

positivo. Logo, quem nunca teve exposi¢cao ao toxoplasma tem IgM e IgG negativos.

2.3.2 Imunoensaio enzimatico (ELISA)

Em meados do inicio de 1990, foi desenvolvido o teste de ELISA IgG para
avidez. Este método analisa o antigeno dos anticorpos IgG em face do T. gondii,
fazendo-se a separacdo dos anticorpos de baixa avidez, produzidos inicialmente
pela infeccdo, dos anticorpos de alta avidez, indicativos de infeccdo cronica. A
voracidade que se unem o0s anticorpos IgG a seus respectivos antigenos pode ser
considerada pela maior ou menor facilidade de quebra dessa ligacdo. Por meio
deste método tem-se um diagnéstico bastante confiavel de infeccdo aguda
adquirida. (CAMARGO, 1995, CALVAQ, 2002).

Desmonts et al.(1974) criaram uma técnica para deteccdo de IgM, que leva o
nome de ELISA duplo sanduiche (DS - ELISA IgM) ou teste de captura de IgM. Por
meio deste teste, teve-se a possibilidade de verificar a presenca de IgM particular
para T. gondii em 92% das pessoas que adquiriram toxoplasmose recente, e que
apresentavam testes negativos na reacao Imunofluorescéncia para IgM (COSTA,
2007).
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Em razdo disso os ensaios imunoenzimaticos empregam antigenos solaveis
do parasita fixados a superficie de placas de microtitulacdo (poliestireno), isto
possibilita unir os anticorpos especificos que se encontram no soro de pessoas
infectadas. Assim, nesta fase, € possivel detectar os anticorpos lavando os pocos de
reacdo acompanhados pela soma de conjugados contendo anti-imunoglobulinas
ligados a uma enzima. A reagdo enziméatica, depois de adicionar o substrato soltvel
adequado, produz mudanca colorimétrica, refletindo a quantidade de anticorpos anti-
Toxoplasma ligada, sendo muito sensiveis e contendo especificidades peculiares
(ISABEL, 2006).

Rotelro para Interpretacao da sorologla para toxoplasmose

& & N\
E— Negatia |——{ Nao-imuwne” )

. Positia )

hfecco pregressa
(em geral >1 ang)

H Infecgao recente
| -~ - (<3 mesas)
<2UVmL |
\ PTALIONT 7

] _ Infecgio pregressa )
(>3 mesas)

N 7

Avidez de IgG

( Baba (<30%) —

p
Alta (>60%)

Wtermediaria | Infeccdo em momento
(=>30% e <60%) ) indeterminado )

_ * Cas0 a kG sga negativa e a IgM, pesitiva, sugere-s2 acompanhamento sorolégico.

Figura 2 — Roteiro para interpretar a sorologia para toxoplasmose
Fonte: (BIANCHI apud VIEIRA, 2010, p. 32)

A figura acima retrata de forma bastante clara como se processa o
diagndstico soroldégico. Na fase aguda, € possivel a sua identificacdo pela presenca
de IgM especifica para T. gondii, bem como, por um significativo aumento de IgG
nas amostras, sabe-se que os “anticorpos IgM para T. gondii podem ser detectados
em alguns pacientes por um longo periodo apos a fase da infec¢do aguda, enquanto

que, altos niveis de IgG podem estar presente apds o0 inicio dos sintomas”
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(CAMARGO et al., 1991). Neste contexto, € possivel dizer entdo que o Ensaio

Imunoenziméatico (ELISA) trouxe grandes avancos ao diagndstico da doenca.

2.3.3 Diagnostico parasitolégico

O diagnostico em sua forma direta acerca do T. gondii, pode ser provocadas
em virtude de diversos componentes organicos, dentre estes podem-se citar:
sangue, liquido cefalorraquidiano, saliva, escarro, medula 6ssea, cortes de placenta,
além de conteddos colhidos de infiltrados cutaneos, de manifestacbes
exantematicas, do baco, do figado, masculo e, de maneira especial de ganglios
linfaticos (BRASIL, 2004).

Em exudatos e no liquor, os parasitas podem ser pesquisados no sedimento
apos centrifugacéo. Os toxoplasmas também podem ser vislumbrados em cortes de
tecido ou em impressdes de 6rgaos corados por Giemsa, usa-se igualmente
coloracéo de Leishman, como ainda outras coloracfes. J4 o exame histopatolégico,
€ executado por meio de um cuidadoso diagnostico diferencial das formas, em
virtude da similaridade morfol6gica existente entre Toxoplasma gondii, Trypanosoma
cruzi, Leishmania, Sarcocystis, Encephaliotozoon, Histoplasma e Cryptococcus
(BRASIL, 2004).

Outra maneira de diagnosticar, consiste em semear o material infeccioso em
cultura de tecidos, visto que, por este ser um parasito intracelular obrigatério, ndo
tem como cultiva-lo em meios acelulares. Depois de semeado o material e passado
quatro dias, o mesmo deve ser corado e feito a observacdo por microscopio. Caso
existam toxoplasmas livres no meio ou células infectadas tem-se a positividade,além
das peculiaridades morfologicas, existem algumas caracteristicas histolégicas
tintoriais que contribuem para a distingdo dos parasitos. No entanto, se a amostra do
tecido perdurar davidas, métodos histologicos, de pesquisa gendmica do parasito
Polymerase Chain Reaction (PCR) e andlise ultraestrutural realizada por microscopia

eletrbnica podem ser aplicados (BIANCHI, 2005).
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2.3.3.1 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Este teste tem uma sensibilidade fora do comum, visto que tem a capacidade
de identificar o parasita ainda que este esteja em namero reduzido ou lisado e tem
como base ampliar as sequéncias especifica de DNA (HOLLIMAN et al., 1994). O
DNA de T. gondii, € detectado por meio de fluidos corporais ou fragmentos de
tecidos que por meio deste pode-se diagnosticar a toxoplasmose congénita, ocular,
cerebral e disseminada.

O T. gondii ainda pode ser isolado com a inoculacdo em cobaias ou ter seus
componentes antigénicos identificados em liquidos organicos, em cortes de tecidos,
utilizando técnicas de imuno-histoquimica ou em materiais de esfregacos de biopsia
da placenta, de fetos e necropsia de natimortos (CAMARGO et al., 1995; FRENKEL,
2002).

A técnica de PCR trouxe evolugdo sem precedentes para o diagnostico de
infeccdo intrauterina por T. gondii, mesmo porque ele permite diagnosticar
precocemente, evitando, portanto o uso de procedimentos hostis para o feto
(GROVER et al., 1990; MONTOYA, 2004).

A sua utilizacdo mais comumente da PCR para diagnéstico de infeccao
congénita se processa por meio do liquido amniético. O diagnéstico pré-natal de
toxoplasmose congénita é primeiramente fundamentado em achados na ultra-
sonografia e na PCR do liquido amniotico. A PCR realizada com 18 semanas de
gestacdo € mais sensivel, mais rapida e segura do que os métodos de diagnésticos
realizados com o sangue fetal. Este diagnodstico deve ser feito em todas as mulheres
gravidas com testes soroldgicos positivos para toxoplasmose e elevada suspeita de
infeccdo aguda contraida durante a gestacdo, e também, caso houver achados
sugestivos de dano fetal ao ultrasom (BORGES, 2006).

O diagnostico por PCR também possibilita verificar o DNA de T. gondii em
tecido cerebral, fluido cerebroespinhal, fluido agquoso e vitreo, fluido de lavagem
broncoalveolar, e sangue em pacientes com AIDS. Importante destacar que o teste
por PCR néo é indicado para pesquisa de fluido amnidtico, tendo em vista o risco de
transmitir-se o virus HIV ao feto durante o processo de amniocentese (MONTOYA,
2004).
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2.4 FORMAS DE TRATAMENTO

De acordo com Hill e Dubey (2002) uma das formas de tratamento mais
utilizadas é a associacdo de sulfadiazina com a pirimetamina, sendo disponiveis
outras sulfonamidas (sulfamerazina, sulfametazina e sulfapirazina), bem como a
clindamicina, dapsona e atovaquona, esses medicamentos sdao usados para o0
tratamento em pessoas e animais.

Devido aos resultados falso-negativos dos métodos de diagndstico fetal, todas
as criangas nascidas de maes com toxoplasmose aguda devem ser submetidas a
exames sorologicos e clinicos para a deteccdo de possivel infeccdo e sequelas.
Apoés a confirmacao do diagndstico materno e/ou neonatal, o tratamento deve ser
instituido o mais precocemente possivel (LOPES et al., 2010).

O diagndstico precoce e o tratamento antiparasitario adequado a gestante
demonstraram ser capazes de reduzir a taxa de transmissao para o feto e a
gravidade das sequelas nos casos em que a infeccdo intrauterina ja ocorreu
(ARAUJO; TEIXEIRA, 2009).

Na toxoplasmose congénita "inativa", em que 0s prejuizos sao aparentes e
estabilizados, ndo existe método terapéutico completo a ser estipulado. Oliveira
(1981) assegura que em sua forma subclinica da infeccdo congénita, na qual é
constatada a presenca de anticorpos IgG e IgM anti-toxoplasma o tratamento
precoce, especialmente com sulfadiazina e pirimetamina, se mostra bastante eficaz
e a dependéncia com menor intensidade, em relacdo a frequéncia e porte, as
consequéncias futuramente esperaveis. Ainda que em sua forma clinica se
manifesta ativa, ja em sua forma subclinica, da toxoplasmose congénita, o
tratamento podera ser reiterado algumas vezes no transcurso do primeiro ano de

vida.



Quadro 1 — Esquema terapéutico

Sulfadiazina e 75 a 100mg 25-50mg

pirimetamina 500 a 1000mg 500-1000mg
2/4x dia 2/4x dia

Acido Folinico 5-10mg/dia 5-10mg/dia

Combinacéo
sulfadoxina
pirimetamina

500mg e 25mg

500mg e 25mg

Espiramicina

Alternativa para quando houver contra
indicacdes para  sulfanidicos elou
diaminopiridinas

Sulfamidios

Isoladamente (como por exemplo, o
sulfametoxazol)

4 a 6 semanas

Fonte: Adaptado de Oliveira (1981) e Ministério da Saude (2004)
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Oliveira (1981) assegura que a duracdo do tratamento de trés semanas é o

periodo minimo, porém, de forma habitual, pode-se prolongar por até 40 a 60 dias,o

tratamento mais eficiente quando se utilizam o sulfadiazina e pirimetamina,

administradas de maneira simultanea e diaria. E valido dizer que as observacgdes de

carater experimental

e resultados obtidos em pacientes

fortemente acometidos pela toxoplasmose, apdiam essa escolha.

imunodeprimidos,
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar Imunoglobulina IgG e IgM anti-toxoplasma gondii, utilizando o
ensaio Imunoenzimatico de fase solida em sangue de coracdo de Gallus gallus

domesticus, criados de forma intensiva no municipio de Ariquemes, Rondonia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v'Identificar o teste ImmunoComb Toxo IgG em sangue de coracdo de
Gallus gallus domesticus, criados de forma intensiva;

v' Descrever o teste ImmunoComb Toxo IgM em sangue de coracdo de
Gallus gallus domesticus, criados de forma intensiva,

v' Comparar os resultados dos testes ImmunoComb Toxo IgG e

ImmunoComb Toxo IgM.
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

As coletas foram feitas em cinco locais, sendo trés matadores e dois
acougues, em cada local foi adquiro duas amostras com uma média de 15 coracdes
de Gallus gallus domesticus em cada amostra, totalizando 150 exemplares, criadas
de modo intensivo e alimentadas por meio de racdes especializadas.

Todo material coletado foi encaminhado para o laboratério de parasitologia da
Faculdade de Educacdo e Meio Ambiente (FAEMA), a uma temperatura de 02 a
08°C, conforme recomendado pelo fabricante dos testes ImmunoComb Toxo IgG e
ImmunoComb Toxo IgM.

4.2 ANALISE LABORATORIAL

4.2.1 Coleta do sangue

Extracdo do sangue dos coracfes de Gallus gallus domesticus, foi realizada
através de pressao nos mesmos, sendo as amostras separadas pelos locais de

coleta e ndo por espécie, totalizando dez amostras distintas.

4.2.2 Ensaio Imunoenzimaéatico

Os procedimentos metodolégicos seguem os padrées dos testes
ImmunoComb Toxo IgG e ImmunoComb Toxo IgM, sendo um ensaio
imunoenzimatico (EIA) indireto em fase solida. A fase sélida € um pente com doze
projecdes (“dentes”). Cada dente é sensibilizado em duas posi¢des: Ponto superior —
Imunoglobulina humana (Controle Interno) e ponto inferior — Antigenos de T.gondii
inativos.

A Placa Reveladora tem 6 fileiras (A-F) de 12 cavidades, cada fileira contendo
reagentes prontos para uso em diferentes etapas do ensaio. O teste é realizado por

etapas, movendo o Pente de fileira a fileira com incubacdo em cada etapa.



27

Antes de iniciar o teste, amostras de soro ou plasma sdo adicionadas ao
diluente nas cavidades da fileira A da Placa Reveladora o pente é entdo colocado
nas cavidades da fileira A.

Anticorpos contra o T. gondii, se presentes na amostra, irdo ligar-se
especificamente aos antigenos de Toxoplasma nos pontos inferiores dos dentes do

Pente conforme demonstra a figura 3.

Formaglo do complexo antigeno
gk 2:. ’ Toxo-anticorpo 10 min
Antcorpos
anti-Toxo
Ligeco do conjugado arti-IgQ
& 3= ' Humano , 20 min
Conjugado anti-1gCs
Humano
' Reagio enzimdtica de
,‘.>_>_ﬂ +ﬁ ’ cor, 10 min
Substrato
crommo gEni co

Figura 3 — Principio do teste
Fonte: Bula ImmunoComb Toxo IgG

Os componentes ndo ligados sdo removidos por lavagem na fileira B. Na
fileira C, as IgG anti-Toxo capturadas nos pontos inferiores dos dentes, e a
imunoglobulina humana dos pontos superiores (Controle Interno), reagirdo com
anticorpos anti-lgG humana marcados com fosfatase alcalina (FA). Nas proximas
duas fileiras, os componentes néo ligados sao removidos por lavagem. Na fileira F, a
fosfatase alcalina ligada ira reagir com componentes cromogénicos. Os resultados

sao visiveis como pontos cinza azulados na superficie dos dentes do Pente.

4.3 MATERIAIS E METODOS

4.3.1 Material

v' Pipetas de precisdo e ponteiras descartaveis para dispensar 10 uL, 25 L
e 100pL.

v' Tesoura.

v' Crondmetro ou reldgio de laboratério.
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4.3.2 Métodos

As 150 amostras foram processada no laboratério da Faculdade de Educacao
e Meio Ambiente - FAEMA foram pesquisadas utilizando-se o kit comercial
Immunocomb® II Toxo IgG e IgM da marca Orgenics. O principio deste teste
sorologico € a deteccdo de anticorpos de IgG e IgM especificos anti-toxoplasmose
gondii pelo ensaio imunoenzimético indireto em fase solida (indirect soli-plase
enzejme immunoassy-EIA). O teste € composto por uma placa reveladora contendo
solugcbes reagentes e de lavagem, com pentes sensibilizados com imunoglobulina
humana da classe G no ponto superior do pente e com antigenos Toxoplasma gondii
no ponto inferior, o kit contém uma régua com escala colorimétrica para a leitura,
entretanto o teste de anti-IgM no ponto superior contem imunoglobulina humana da
classe M e no ponto inferior é sensibilizado com antigeno inativo T. gondii, para
realizar o teste IgM é necessério pré-tratar a amostra com a solugcdo absorvente a
qual € composta por anti-lgG humana para prevenir interferéncias, ap0s ser
incubada por 10 minutos, neste teste se utilizou 25uL desta amostra tratada
diferenciando do teste toxo IgG que apenas utiliza 10puL e o tempo de repouso da
primeira fileira € de 10 minutos e do IgM é de 20 minutos na primeira fileira. Todo o
material utilizado permaneceu a temperatura ambiente entre 22°C a 26°C. A placa
reveladora foi encubada na estufa durante 20 minutos sob agitacdo para que
houvesse a mistura dos reagentes. Apos a incubacao depositou-se 10 pul de amostra
na primeira fileira da placa e inseriu-se o pente sensibilizado durante 10 minutos na
fileira A, para que houvesse a reacao da imunoglobulinas, ao termino deste periodo,
o pente foi inserido durante 2 minutos na fileira seguinte para reagir a primeira
lavagem, na terceira fileira aconteceu a ligacdo do antigeno e anticorpo e o pente
ficou inserido durante 20 minutos, durante esta etapa na quarta fileira durante 2
minutos foi realizado a segunda lavagem, na etapa seguinte ocorreu a terceira
lavagem em tempo igual a 2 minutos. A reacdo colorimétrica aconteceu na sexta
fileira a onde o pente ficou inserido durante 10 minutos ao termino deste periodo o
pente retornou se a quinta fileira durante 1 minuto para que houvesse a parada da
reacdo. Apos este tempo o pente ficou em repouso ao ar livre para secar
materialmente. A leitura do teste € semi quantitativa e foi realizado visualmente sem

a necessidade de uso de aparelho leitor. O Nivel de IgG e IgM anti-toxoplasma em
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cada amostra foi estimado comparando-se a intensidade de cor combscale

fornecida com Kit.
4.3.3 Resultados dos Testes
Para confirmar o funcionamento correto do teste e demonstrar que 0s

resultados s&o validos, as trés condicdes abaixo foram cumpridas conforme

visualizado pela figura 4.

L%nnt;pla ilf‘”fr:‘_'a Resultados
ositivo egativo Invalidos

Figura 4 — Validacao dos testes
Fonte: Bula ImmunoComb Toxo IgG

1. O Controle Positivo deve produzir dois pontos no dente do Pente.

2. O Controle Negativo deve produzir um ponto superior (Controle Interno). O
ponto inferior ndo ird aparecer ou aparecera bem fraco, nao afetando a interpretacéo
dos resultados.

3. Cada amostra testada deve produzir um ponto superior (Controle Interno).

Todas as trés condicdes foram cumpridas, sendo os resultados validos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 LEITURA E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Foi comparada a intensidade do ponto inferior de cada dente de amostra com

o ponto inferior do dente do controle positivo, conforme Figura 5.

0 0 0
<
9 v - E‘
Resultado Controle Presenca de
Negativo Positivo anticorpos para
T.gondii

Figura 5 — Interpretacdo dos Resultados
Fonte: Bula ImmunoComb Toxo 1gG

O ponto com intensidade maior ou igual a do controle positivo indica a
presenca de anticorpos para T.gondii.

Nenhum ponto ou um ponto com intensidade menor que a do controle positivo
€ considerado um resultado negativo. Os procedimentos realizados no laboratorio

estdo demonstrados resumidamente na Figura 6.
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Figura 6 — (A) ImmunoComb ; (B) Amostra de Sangue;; (C) Sangue centrifugado; (D) Insercéo
das amostras; (E) Homogeneizacéo; (F) Insercdo do pente.

Os resultados do ImmunoComb Toxo IgG e ImmunoComb Toxo IgM para

T.gondii em Gallus gallus domesticus, pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados ImmunoComb Toxo IgG e
ImmunoComb Toxo IgM para T.gondii em Gallus gallus
domesticus.
Toxo I1gG Toxo IgM
N P N P
Al + - + -
L1 A2 + - + R
Al + - + -
L2 A2 + - + -
Al + - + -
L3 A2 + - + -
Al + - + -
L4 A2 + - + -
Al o - & -
L5 A2 + - + R

L: Local de coleta; N: Negativo; P: Positivo.
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Em ambos os testes Toxo IgG e Toxo IgM, todos os resultados foram
negativos, para a presenca de anticorpos de T.gondii em sangue de coracéao de G.
gallus domesticus, diferentemente de Garcia et al. (2000) que em seu estudo
realizado em Jaguapitd no norte do estado do Parana obteve uma taxa de 10,3% de
soroprevalencia T.gondii em aves entre as 155 amostras examinada.

E importante ressaltar que as amostras foram coletadas de espécimes criados
de forma intensiva, ou seja, delimitados em uma area e com alimentac&o controlada,
diminuindo assim a possibilidade de contaminacdo, ja que as mesmas ndo tém
contato com 0 meio externo. Esses dados estdo de acordo com Meireles et al.
(2003) que nado encontraram nenhuma galinha soropositiva entre as pesquisadas
em cria¢cdes intensivas do estado de Sdo Paulo. Porém no Egito, Devab; Hassanein
(2005), encontraram uma prevaléncia de 11,10% em G. gallus domesticus criadas
de forma intensiva.

Ja a forma de criacdo extensiva, é considerada em varios estudos como a
com maior probabilidade de contagio das aves sendo também relatada no Egito, por
Devab; Hassanein (2005), porém com uma prevaléncia de 30% de contaminacao.
Em estudo de Dubey et al. (2004b) a prevaléncia foi de 46,88% das galinhas criadas
de forma extensiva em Israel. Ja Marques et al., (2009) realizou uma pesquisa em
Eldorado, no estado de Mato grosso do sul, onde obteve uma soroprevaléncia
positiva de um total de 201 aves pesquisadas de 23%.

Essas altas prevaléncias do T.gondii em G. gallus domesticus de criacdes
extensivas, é devido a presenca de oocistos no ambiente porque as galinhas se
alimentam diretamente no solo (DA SILVA et al. 2003; DUBEY et al., 2004, 2005).

A sintomatologia da toxoplasmose em galinhas naturalmente infectadas varia
de total abstencdo de sinais clinicos a sintomas como: febre, espasmos, paralisia,
cegueira e morte (KANETO et al., 1995). Em um estudo com galinhas poedeiras e
pombas experimentalmente infectadas com o parasito, foi observada a suspensao
temporaria da postura e morte de embribes, especialmente durante as duas
primeiras semanas pos-inoculacdo, e sinais clinicos como diarréia, incoordenacao,
espasmos, hepatomegalia, esplenomegalia e obito (BIANCIFIORI et al.,1986).

O parasita T.gondii também é adquirido por outras espécies de aves mais
resistentes como em avestruzes de criatérios comerciais, onde Dubey et al. (2004)
no Canada, encontraram 2,9% de animais soropositivos, enquanto Houve e

Mukaratirwa (2005), ao pesquisarem o T. gondii no soro de 50 avestruzes selvagens
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do Zimbabwe, encontraram 48% dos animais reagentes para a doenca. Ainda ha
poucos parasitos conhecidos que possam ser transmitidos através da carne de
avestruz para consumidores humanos, portanto, a énfase, como em outras criacdes
intensivas, sera preventiva ao invés de terapéutica, e envolvera a integracdo de

nutricdo, manejo, genética e controle de doencas (GILLESPIE; SCHUPP, 1998).
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CONCLUSAO

Contatou-se que os G. gallus domesticus criados de maneira intensiva, no
municipio de Ariquemes, Rondénia, estao livre de contaminagdo por T. gondii, sendo
indicados estudos futuros com espécimes oriundos de criacdo extensiva, esse que
tem um grande percentual de contaminagdo em outros estados brasileiros e outros
paises.

E importante ressaltar que boa parte da populacéo do estado de Rondénia se
alimenta de aves criadas de forma extensiva o que pode estar contribuindo para os

altos indices de contaminacéo por T. gondii.
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