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RESUMO

OSSANI, Renata Arruda. Frequéncia de anticorpos
contra Toxoplasma gondii em rebanhos ovinos com
aptidao leiteira e deteccdo do agente em amostras de
leite da mesorregido Oeste de Santa Catarina. 90 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal — Area:
Parasitologia Animal) — Universidade do Estado de Santa
Catarina. Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia
Animal, Lages, 2014.

A toxoplasmose ovina apresenta implicacfes sanitarias
importantes por causar desordens reprodutivas nesta
espécie e por ser uma zoonose. Os objetivos do
presente trabalho foram determinar a ocorréncia de
anticorpos contra Toxoplasma gondii e detectar o agente
no leite de rebanhos ovinos leiteiros na regido Oeste de
Santa Catarina. De margo a julho de 2013, foram
colhidas 298 amostras de sangue de ovinos leiteiros em
duas propriedades em Chapecé, SC. As amostras foram
processadas pela RIFI (=1:64). Do total, 37 (12,4%)
foram positivas para T. gondii com titulos de 1:64 (32) e
1:256 (cinco). Para a pesquisa da presenca do agente
no leite, foram coletadas 128 amostras de sangue das
ovelhas em periodo de lactacdo, que foram processadas
pela RIFI (=1:64) das quais 42 (32,8%) foram positivas,
com titulos 1:64 (26), 1:256 (12), 1:1024 (trés) e 1:4096
(um). Para a pesquisa do parasito no leite foram
empregadas as técnicas do bioensaio em camundongos
(22 amostras de leite de oito ovelhas com titulos de
anticorpos contra T. gondii 2256) e da PCR, para a






pesquisa de T. gondii nos cérebros dos camundongos
inoculados no bioensaio e também diretamente do leite
(108 amostras obtidas de 42 ovelhas soropositivas (=264)
em diferentes periodos de lactacdo - 40, 90 e 120 dias).
Foram utilizados os primers SAG2R4 e SAG2F4. Das 42
ovelhas lactantes e soropositivas para T. gondii foi
possivel detectar DNA do parasito no leite de 30,95%
(13/42) dos animais. No bioensaio ndo foi possivel o
isolamento, entretanto DNA do agente foi detectado no
cérebro dos camundongos inoculados com leite de oito
ovelhas (uma amostra do 45° dia de lactacdo e sete na
coleta do dia 90). Diretamente do leite, DNA do parasito
foi detectado em amostras da segunda coleta (90 dias
de lactacdo) em cinco animais. As amostras positivas na
PCR foram sequenciadas e os resultados confirmaram
identidade =297% com o antigeno de membrana gene
P22 de T. gondii. Verificou-se que a ocorréncia de
anticorpos contra T. gondii em ovinos com aptidao
leiteira, do Oeste de Santa Catarina € menor quando
comparada com a observada em ovinos de corte no
Estado e que o DNA de T. gondii esta presente no leite
de ovelhas, representando uma possivel via de
transmissao para o ser humano, por meio do consumo
do leite “in natura” e/ou derivados, além da possibilidade
da transmissao via lactogénica para cordeiros.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Ovinos leiteiros;
RIFI; Santa Catarina,; leite; PCR.






ABSTRACT

OSSANI, Renata Arruda. Frequéncia de anticorpos
contra Toxoplasma gondii em rebanhos ovinos com
aptidao leiteira e deteccdo do agente em amostras de
leite da mesorregido Oeste de Santa Catarina. 90 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal — Area:
Parasitologia Animal) — Universidade do Estado de
Santa Catarina. Programa de Po6s-Graduacdo em
Ciéncia Animal, Lages, 2014.

Ovine toxoplasmosis has important implications by
causing reproductive disorders in this species and for
being a zoonosis. This study aimed to determine the
occurrence of antibodies against Toxoplasma gondii and
to detect the agent in the dairy sheep flocks in western of
state of Santa Catarina. From March to July 2013, 298
blood samples were collected from dairy sheep on two
farms in Chapecd, SC. Samples were processed by IFI
(21: 64). From the total, 37 (12.4%) were positive for T.
gondii with titers of 1:64 (32) and 1: 256 (five). For the
animals selection, which were studied looking for the
presence of the agent in the milk, 128 blood samples
from sheep in lactation period were collected, which were
processed by IFI (=1: 64) of which 42 (32.8%) were
positive, with titers 1:64, (26) 1 256 (12), 1: 1024 (three)
and 1: 4096 (one). For the detection of parasites in milk,
techniques of mouse bioassay were employed (22 milk
samples from eight sheep with antibody titers against T.
gondii 2256) and PCR, for the detection of T. gondii in
the brains of mice inoculated bioassay and also directly
from milk (108 samples from 42 seropositive sheep (264)
in different lactation periods - 40,90 and 120 days).






SAG2R4 SAG2F4 primers were used. In 42 ewes in
lactation period and seropositive for T. gondii it was
possible to detect DNA of the parasite in the milk of
30.95% (13/42) of the animals. The isolation was
impossible in bioassay, however the agent DNA was
detected in mice brains inoculated with milk from eight
sheep (a sample of the 45th day of lactation and seven in
the collection of 90th day). The parasite DNA was
detected directly from the milk in samples of the second
collection (90 days of lactation) in five animals. Positive
PCR samples were sequenced and the results confirmed
297% identity with the membrane antigen P22 gene of T.
gondii. The results showed that the occurrence of
antibodies against T. gondii in dairy sheep in western of
state of Santa Catarina is lower when compared with that
observed in steak sheep in the state and that the DNA of
T. gondii is present in the milk of sheep, representing a
possible source of infection to humans through the
consumption of milk "in natura" and / or derivatives,
besides the possibility of lactogenic transmission to
lambs.

Key-words: Toxoplasma gondii; Dairy sheep; IFI; Santa
Catarina; milk; PCR
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1 INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii, agente causador da
toxoplasmose, € um parasito intracelular obrigatério e
possui uma ampla distribuicdo mundial. Por acometer
animais e o ser humano, tem grande importancia na
saude publica, por se tratar de uma zoonose, e na
medicina veterinaria, pois acarreta perdas econdémicas
no rebanho.

A ovinocultura no Brasil possui alto potencial de
crescimento ja que a producdo atual ndo atende a
demanda do mercado consumidor, gerando a
necessidade de melhorias nas técnicas de exploracao
(FAOSTAT, 2012).

Entre 2004 e 2011 o rebanho ovino brasileiro
aumentou 14,77%, passando de 15.057.838 cabecas em
2004 para 17.668.063 cabegas em 2011 (IBGE, 2013).

No Brasil os primeiros ovinos com aptidao leiteira
foram trazidos em 1992. A raga introduzida foi a
Lacaune, da Franca, que atualmente esta bem adaptada
as condicdes de clima e alimentacdo no Sul do Brasil.
Uma fémea Lacaune pode produzir 4,5 litros de leite/dia
no pico da lactacéo, que ocorre ao redor dos 30 dias
pos-parto, durando um periodo de lactacdo de
aproximadamente 150 dias. O estado de Santa Catarina
tem uma populagdo de ovelhas leiteiras estimada em
2.800 cabecas, com uma producéo diaria de 4,5 litros de
leite por ovelha no pico da lactagao (Dados Pessoais).

Apesar do leite cru ndo ser a principal via de
transmissdo da toxoplasmose, ele pode veicular o
parasito durante a fase aguda da doenca, portanto deve
ser ingerido somente ap0s a pasteurizacdo ou fervura
(SUAREZ-HERNANDEZ et al., 2005).
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Normalmente o leite de ovelha é consumido na
forma de queijos, iogurte, sorvetes e, em menor
proporcao, na forma de leite fluido. Possui o dobro do
rendimento na producao de queijo, em comparagao com
o leite de vaca. O iogurte é mais fino, mais leve e em
torno de 50% mais nutritivo. O leite de ovelha possui alto
teor de célcio, muito soélidos totais e é rico em Acido
Linoléico Conjugado (CLA), que Ihe confere
propriedades terapéuticas, além de ter um teor reduzido
de lactose, 0 que favorece as pessoas que possuem
intolerancia a esta proteina (CASA DA OVELHA, 2013).

Considerando-se a relevancia da enfermidade,
tanto nos animais, quanto na saude publica, e a caréncia
de dados referentes a infec¢do toxoplasmica em ovinos
com aptidao leiteira na regido Oeste do estado de Santa
Catarina, realizou-se o presente estudo, com o0s
objetivos de estimar a soroprevaléncia da infec¢ao por T.
gondii, através da reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), e a deteccao do agente em amostras de leite, por
meio do bioensaio em camundongos e da PCR.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O Toxoplasma gondii, Unica espécie existente no
seu @género, é um parasito de ampla distribuicdo
mundial, que infecta animais endotérmicos e seres
humanos, causando a doenca chamada de
toxoplasmose (AMENDOEIRA et al, 1999). Os
hospedeiros definitivos sdo os felideos, sendo que estes
eliminam os oocistos nos fezes, uma das formas
infectantes do doenca (DUBEY e JONES, 2008).

A primeira descricdo do T. gondii foi na Tunisia,
no ano de 1908, por Nicole e Manceaux em um roedor
(Ctenodactylus gondi) e no mesmo ano, no Brasil, por
Splendore, em um coelho (Oryctolagus cuniculus). A
descricdo dos sinais clinicos, lesdes e formas tipicas da
toxoplasmose, ocorreu em 1942, nos Estados Unidos
por Olason e Monlux, em um ovino.

E um protozoéario de ciclo de vida heteroxeno
facultativo e pode infectar todas as espécies de animais
homeotérmicos, incluindo mamiferos, aves e o ser
humano. Apresenta alta prevaléncia em muitas areas do
mundo, tendo importancia nas medicinas humana e
veterinaria (TENTER et al., 2000).

O T. gondii pertence ao Filo Apicomplexa, Classe
Sporozoea, Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidiida,
Familia Sarcocystidae e Subfamilia Toxoplasmatinae
(MONTOYA e LIESENFELD, 2004). No seu ciclo
evolutivo, o T. gondii apresenta trés formas principais, 1)
taquizoitos, de rapida multiplicacdo e que ocorrem na
infeccdo aguda; 2) bradizoitos, localizados em cistos
teciduais e presentes na infeccdo cronica e 3) o0s
oocistos, produto final da reprodugdo sexuada que
ocorre somente no trato digestivo dos felideos, seus
hospedeiros definitivos (MILLER et al.,, 1972) sendo
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entdo eliminados para 0 meio juntamente com suas
fezes onde, apés esporulagdo, tornam-se infectantes.

Os oocistos resistem a grandes variacbes de
temperatura. Varios autores relatam viabilidade de
oocistos apds a exposicao a -21°C por no minimo 28
dias, 30°C por 107 dias, 40°C por 24 horas (DUBEY et
al., 1970; FRENKEL et al., 1972) e 50°C por uma hora
(DUBEY, 1998). Os oocistos também demostraram
resisténcia ao etanol 95% e ao acido acético 5% por
uma hora (FRENKEL et al., 1972), formalina 10% por 48
horas, &cido sulfurico 63% e dicromato 7% por 30
minutos (DUBEY et al.,, 1970), lauril sulfato de sodio
0,1% por 24 horas e amdnia liquida 5,5% por uma hora
(ITO et al., 1975).

ApOs a ingestao pelos hospedeiros intermediarios,
a parede do oocisto ou do cisto se rompe por acao
enzimatica liberando as formas infectantes (esporozoitos
e bradizoitos, respectivamente) no trato digestoério. Eles
entdo penetram nas células epiteliais do intestino onde,
apos multiplicacdo, transformam-se em taquizoitos. A
disseminacdo ocorre pelo rompimento das células
infectadas e consequente invasdo das células vizinhas.
A infeccdo distribui-se praticamente por todo organismo
através da circulacdo sanguinea, se difundindo de uma
célula a outra ou, ainda, o parasita pode ser
disseminado por macréfagos, linfécitos ou granuldcitos,
além de circular na corrente sanguinea na sua forma
livre.

Os taquizoitos sdo encontrados somente em
células nucleadas, com maior afinidade pelos sistemas
muscular e nervoso, onde se multiplicam com rapidez
até destrui-las.

Com o avanco da infec¢ao, o hospedeiro comeca
a desenvolver resposta imune que atua sobre a
multiplicacdo dos taquizoitos que passam a se dividir
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mais lentamente, sendo entdo denominados bradizoitos
e que se encontram confinados num cisto no interior da
célula parasitada, protegidos contra a acdo do sistema
imune e de drogas. E a infeccéo latente ou cronica, que
pode se perpetuar por varios anos (SWANGO et al.,
1989).

A forma evolutiva de taquizoitos ja foi encontrada
e relatada na saliva, urina e no leite de caprinos (VITOR
et al., 1991), no sémen de bovinos (SCARPELLI et al.,
2009), de ovinos (TEALE et al., 1982; AGANGA et al.,
1988; LOPES, 2007) e de suinos (MOURA et al., 2007),
no leite de cabra (CHIARI; NEVES, 1984) e de ovelha
(CAMOSSI, 2010).

O T. gondii desde 1954, € apontado com um dos
fatores de abortamento na espécie ovina, sendo a maior
causa de problemas reprodutivos desta espécie (SILVA
et al., 2003). A contaminacéo da espécie ovina com o T.
gondii normalmente acontece pela ingestdo de agua ou
de alimento (pastagem, racdo, silo) contaminados com
oocistos que estdo presente nas fezes de felideos
(ESCOPELLI, 2004; PUGH, 2004).

Em vérios estados brasileiros existem estudos
relatando a sorologia de T. gondii em rebanhos ovinos,
que apontam entre 7,7% e 54,6% a prevaléncia
(GARCIA et al.,, 1999; GONDIM et al., 1999; SILVA e
LANGONI, 2001; MEIRELES et al., 2003; OGAWA et al.,
2003; ROMANELLI et al., 2007; SOARES et al., 2009;
LOPES et al., 2010).

No Brasil as taxas de infeccdo em ovinos de corte
sao significativas, acometendo 39% dos ovinos abatidos
no Estado do Rio Grande do Sul; 30,4% no Estado de
Séo Paulo e, no Estado da Bahia, 18,7% das amostras
revelaram resultados positivos (QUEIROLO, 2009). No
estado do Paran4, na cidade de Londrina, em um estudo
com ovinos, foi observada uma soroprevaléncia de
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54,6% para T. gondii, com titulos variando entre 64 a
65.536 (OGAWA et al., 2003)

Fatores de risco associados a infeccdo em ovinos
parecem estar relacionados com alimentagdo, sexo,
sistema de criacdo e a presenca de gatos na fazenda
(MASALA et al., 2003; KLUN et al., 2006; SAMRA et al.,
2007; PINHEIRO et al., 2009; LOPES et al., 2010).

Clinicamente a  toxoplasmose ovina €
assintomatica, porém ovelhas ndo imunes que adquirem
a infeccdo durante a gestacdo podem desenvolver
disturbios reprodutivos causados pelo T. gondii,
ocorrendo graves problemas econdmicos.

O diagnéstico de toxoplasmose pode ser
realizado através de testes sorologicos (RIFI, ELISA,
MAT), necropsias de fetos abortados, exames
histopatologico e imunoistoquimico e da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) (PEREIRA-BUENO et al.,
2004).

Em humanos, a toxoplasmose é considerada uma
das enfermidades parasitarias mais comuns do mundo
(TONELLI, 2000). O T. gondii infecta mais de um bilhdo
de pessoas ao redor do mundo (EL-ON e PEISER,
2003), sendo sua infeccdo em adulto geralmente
assintomatica, com o parasito persistindo por toda a vida
no hospedeiro. Em recém-nascidos, infectados
congenitamente, e em individuos imunodeprimidos, a
infeccdo se manifesta de forma mais grave, provocando
doencas oculares e psiquiatricas (DUBEY, 1996;
PASSOS et al., 2000; SORRENTINO, 2005).

Nos ultimos anos o interesse sobre a prevaléncia
da toxoplasmose em pequenos ruminantes, devido ao
seu papel na transmissao do protozoario ao ser humano
através do consumo de produtos de origem animal, tem
aumentado (UENO et al., 2009; LOPES et al., 2010;
OPSTEEGH et al., 2010; ALVARADO-ESQUIVEL et al.,
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2011; ROSSI et al., 2011). O agente pode ser
transmitido pelo consumo de carne crua ou mal cozida e
de leite “in natura”, procedentes de animais
contaminados (DUBEY, 1980; SACKS et al., 1982,
CHIARI e NEVES, 1984; SKINNER et al., 1990; VITOR
et al., 1991; LUFT e REMINGTON, 1992; DUBEY, 1996;
FIGUEIREDO et al., 2001).

A maioria dos casos de toxoplasmose humana é
atribuida ao consumo de carnes cruas ou agua e
alimentos infectados por oocistos. Contudo, Skinner et
al. (1990) enfatizam que o consumo de leite
contaminado pode causar sérios distlrbios clinicos em
criancas imunossuprimidas e gestantes.

A presenca de traquizoitos de T. gondii foi
relatada no leite de ovelhas, cabras, vacas e
camundongos (RAGOZO et al., 2009; REMINGTON et
al., 2001). Apesar do leite cru ndo ser a principal via de
transmissdo da toxoplasmose, ele pode veicular o
parasito durante a fase aguda da doenca, portanto deve
ser ingerido somente ap0s a pasteurizacdo ou fervura
(SUAREZ HERNANDEZ et al., 2005). Tenter et al.
(2000) relataram soroconversdo para a infeccdo por T.
gondii em criangas que tinham o leite caprino como base
da alimentacgao.

Apesar da toxoplasmose clinica em seres
humanos ter sido associada ao consumo de leite de
cabra ndo pasteurizado, através da excrecdo de
taquizoitos no leite, relatada por Chiari e Neves (1984), a
similaridade biolégica que existe entre ambas as
espécies, permite supor que o leite de ovelha também
seja considerado uma potencial via de transmissao para
seres humanos (CAMOSSI et al., 2011). Assim, torna-se
evidente a importancia de pesquisa do T. gondii em
amostras de leite ovino.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Verificar a frequéncia de anticorpos contra T.
gondii em rebanhos ovinos leiteiros na regido Oeste de
Santa Catarina e detectar o agente em amostras de leite
ovino.

3.2 ESPECIFICOS

Avaliar a soroprevaléncia por meio da deteccao
de anticorpos da classe IgG em amostras de sangue de
ovelhas com aptidao leiteira do Oeste de Santa Catarina.

Identificar fatores de risco para a infeccao
toxoplasmica em ovinos com aptiddo leiteira da
mesorregido Oeste de Santa Catarina.

Detectar a presenca do agente em leite ovino por
meio das técnicas de bioensaio e da PCR.
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4 TRABALHO 1 - FREQUENCIA DE ANTICORPOS
CONTRA Toxoplasma gondii EM OVINOS COM
APTIDAO LEITEIRA NO OESTE DE SANTA
CATARINA

4.1 MATERIAL E METODOS

4.1.1 Comité de ética e experimentacdo animal

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal do
CAV/UDESC sob protocolo - 1.03.12.

4.1.2 Colheitas das amostras de sangue para RIFI

Foram colhidas, no periodo de fevereiro a abril de
2013, 298 amostras de sangue de ovinos (128 fémeas
em lactacdo da raca Lacoune, 155 fémeas secas e 15
machos) em duas propriedades na mesorregido Oeste
do estado de Santa Catarina (figura 1). A amostragem
foi constituida considerando-se uma prevaléncia
esperada de 50%, erro de 5,0% e nivel de confianca de
90% (OPAS, 1979). Na data da colheita do sangue foi
aplicado questionario epidemiolégico (Anexo V)
contemplando manejo e possiveis fatores de risco como
raca, sexo, idade, dieta principal, contato com gatos,
contato com outros animais, fonte de agua, problemas
reprodutivos e/ou neurolégicos, apOs assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo III).

O sangue (cinco mL) foi obtido por venopuncéo
da veia jugular, recolhido em tubos a vacuo, sem
anticoagulante, devidamente identificados e mantidos
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sob refrigeracéo (4 a 8°C) durante o deslocamento para
o Laboratério de Parasitologia e Doencas Parasitarias do
Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV) da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), em
Lages/SC. No laboratério, o sangue foi centrifugado a
2.500RPM durante 15 minutos para obtenc&o dos soros,
gue foram armazenados a -20°C até realizacdo dos
exames.

Figura 1 — Mesorregido Oeste de Santa Catarina —
origem das amostras de sangue e de leite de Ovinos
leiteiros.
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Fonte:cepa.epagri.sc.gov.br/agroturismo/mapa_meso.htm

4.1.3 Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Os soros foram submetidos a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccdo de
anticorpos IgG contra T. gondii, conforme técnica
descrita por Camargo (1964) utilizando-se como
antigenos taquizoitos da cepa RH do protozoario. Os
soros dos ovinos foram diluidos em PBS, utilizando 1:64
como ponto de corte (FIGLIUOLO et al., 2004). As
amostras positivas foram submetidas a titulagdo por
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diluicho sequencial, em mudltiplos de quatro, até a
méxima diluicdo reagente.

4.1.4 Andlise estatistica

Os dados foram tabulados e analisados
estatisticamente pelos testes exato de Fisher e qui-
guadrado (p<0,05) (R Development Core Team, 2009)
para correlacionar os resultados da sorologia com as
variaveis analisadas (Raca, Sexo, Idade, Dieta Principal,
Contato com gatos, Contato com outros animais, Fonte
de Agua, Problemas Reprodutivos e/ou neuroldgicos).

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de ovinos avaliados sorologicamente por
meio da RIFI para pesquisa de anticorpos da classe I1gG
contra T. gondii, 12,41% (37/298) foram positivos . Os
titulos de anticorpos foram 1:64 (32), 1:256 (5).

Apesar da ocorréncia de possiveis reacdes
cruzadas, muitos autores utilizam a diluicdo 1:16 como
ponto de corte para a RIFI (CHIARI et al., 1985; CHIARI
et al.,, 1987; SERRA-FREIRE et al, 1994; MAINARD et
al., 2003; SILVA et al., 2003; UZEDA et al., 2004). No
presente trabalho foram considerados positivos 0s soros
ovinos que apresentam reacdao na diluicao =1:64
(FIGLIUOLO et al., 2004). Esta diluichio aumenta a
especificidade da reacdo, diminuindo assim, possiveis
resultados falso positivos, sendo utilizada
frequentemente por varios autores (VAN DER PUIJE et
al., 2000; CAVALCANTE, 2004; FIGLIUOLO et al.,
2004).
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A amostragem foi constituida somente por
animais adultos para evitar a deteccao de anticorpos
colostrais (WEST et al., 1998) que poderia influenciar na
prevaléncia observada.

Verificou-se que a ocorréncia de anticorpos contra
T. gondii em ovinos com aptidao leiteira, do Oeste de
Santa Catarina, € menor quando comparada com aquela
observada em ovinos de corte no estado de Santa
Catarina (56,9% - SAKATA et al., 2012 e 57,86% -
Dados n&o publicados).

No Brasil, em diversas regides, estudos
demonstram soroprevaléncia em ovinos de corte
variando de 7,7% a 61% (GARCIA et al., 1999; GONDIM
et al., 1999; SILVA et al., 2001; MEIRELES et al., 2003;
OGAWA et al., 2003; ROMANELLI et al., 2007; SOARES
et al., 2009; LOPES et al., 2010; GUIMARAES et al.,
2013; ROSSI et al, 2011). A amplitude dos resultados
relatados pode ser consequéncia da idade, do manejo
aplicado aos animais amostrados, do meio ambiente e
das técnicas soroldgicas empregadas.

No estado do Rio de Janeiro, em um estudo em
trés regides, com caprinos e ovinos, utilizando a técnica
de RIFI, a prevaléncia de anticorpos IgG contra T. gondii
foi de 38,05% (137/360) nos ovinos e de 29,12%
(60/206) nos caprinos, com titulos variando de 1:64 a
1:256 para ambas as espécies (LUCIANO et al., 2011).

Em estudo realizado no México com rebanho
ovino de corte, utilizando a técnica modificada de
aglutinagcdo (MAT) encontrou-se soropositividade de
15,1% (77/511), verificando que houve relagdo com o
aumento da idade, o que indica uma transmissdo pés-
natal (ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2011).

Em rebanho ovino, no estado de Minas Gerais, foi
realizada a pesquisa de anticorpos contra T. gondii e N.
caninum, e os resultados demonstraram positividade de
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61% para T. gondii e de 23% para N. caninum (ROSSI et
al., 2011).

Rossi e Cabral (2008) determinaram a frequéncia
de anticorpos contra T. gondii em 155 amostras de soros
ovinos de corte em duas propriedades rurais, no
municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Pela RIFI
constatou-se 46,4% de animais soropositivos e, atraves
do ELISA, 63,2%.

Os estudos acerca da prevaléncia da
toxoplasmose em ovinos exclusivamente com aptidéao
leiteira, sdo escassos. Valores superiores aos do
presente estudo foram relatados na Grécia por
Tzanidakis et al. (2012), que observaram, utilizando a
técnica de ELISA, alta prevaléncia (48,6%) em rebanhos
ovinos leiteiros. Esses autores identificaram o manejo
intensivo ou semi-intensivo, ao qual 0s animais eram
submetidos, como fator de risco. O oferecimento de
concentrado e de &gua de poco (ou seja, agua nédo
corrente) favoreceria a contaminacdo destes por
oocistos. Ainda, a alta densidade poderia contribuir para
uma maior taxa de infeccdo entre esses animais.
Também na Grécia, Diakou et al. (2013), detectaram
53,71% de positividade (ELISA) em ovelhas de leite.
Embora concordem com Tzanidakis et al. (2012),
sugerindo que 0 manejo semi-intensivo possa ser o
responsavel pelos altos indices observados, os autores
nao fizeram andlise de fatores de risco. Na regido da
Toscana na ltalia, investigando 33 rebanhos de ovinos
leiteiros, através da técnica de RIFI (=1:64), Cenci-Goga
et al. (2013) encontraram 33,3% % de positivos. Esses
autores nao identificaram os fatores de risco para a
infeccéo.

Na Argentina, em um estudo com rebanho ovino
leiteiro (RIFI, 1:50), anticorpos contra T. gondii foram
detectados em 17,3% (122/704) dos animais (HECKER
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et al., 2013). Esse resultado, embora semelhante ao do
presente estudo (12,4%), foi obtido com o emprego de
um ponto de corte menor e, ao contrario do observado
no presente estudo, a maioria das amostras positivas
para T. gondii (42,6% - 52/122) apresentavam titulos de
anticorpos 21:400, indicando uma infeccao ativa.

N&o foi observada correlacdo (P>0,05) entre a
sorologia positiva para T. gondii e as variaveis
analisadas (raca, sexo, idade, dieta principal, contato
com gatos, contato com outros animais, fonte de agua,
problemas reprodutivos e/ou neurologicos). Embora
91,9% dos animais positivos sejam fémeas, a
distribuicdo dos sororreagentes de acordo com 0 sexo
(13% dos machos e 12,4% das fémeas foram positivos)
nao configura associacao, e somente 7,72% dos animais
avaliados eram do sexo masculino, podendo este
resultado (maioria dos positivos serem fémeas) ser
reflexo da amostragem. Com relacdo a idade, embora
94,6% (35/37) dos animais positivos tinham entre um e
dois anos, este grupo representou 89,93% dos animais
testados (268/298), nao indicando associacdo. As
demais varidveis analisadas apresentaram resultados
distribuidos de forma uniforme.

4.3 CONCLUSAO

A soroprevaléncia de anticorpos contra T. gondii
em ovinos leiteiros da mesorregido Oeste do estado de
Santa Catarina é de 12,41%, menor que aquela
observada em ovinos destinados ao abate, no estado de
Santa Catarina, e em ovinos com aptidao leiteira em
outras regides do mundo.
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5 TRABALHO 2 - Deteccao de Toxoplasma gondii em
amostras de leite ovino

5.1 MATERIAL E METODOS

5.1.1 Comité de ética e experimentacdo animal

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal do
CAV/UDESC sob protocolo - 1.03.12.

5.1.2 Colheitas das amostras de leite para deteccédo de
Toxoplasma gondii

Apbs o estudo de prevaléncia (Trabalho 1), foram
coletadas amostras de sangue de 128 ovelhas durante o
periodo de lactacao, que foram processadas por meio da
RIFI, conforme descrito anteriormente.

Foram coletadas, no total, 108 amostras de leite
(42, 37 e 29 amostras aos 45, 90 e 120 dias de lactacéo,
respectivamente) de 42 ovelhas lactantes positivas para
T.gondii, com titulos de anticorpos de 1:64 (26), 1:256
(12), 1:1024 (trés) e 1:4096 (uma), por ordenha manual
e individual, para a pesquisa do agente por meio da PCR
e do bioensaio. As amostras foram colhidas em frascos
estéreis, identificados e mantidos sob refrigeragdo (4° a
8°C) até a chegada ao Laboratorio de Parasitologia e
Doencas Parasitarias do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC), em Lages/SC.

No laboratorio foram retiradas duas aliquotas (3
mL), armazenadas a -20C° para a realizagao da PCR. O
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restante da amostra foi utilizado para a realizacdo do
bioensaio.

5.1.3 Detecgédo do T. gondii em amostras de leite ovino
(PCR)

Para a extracdo de DNA foi utilizado o método de
fenol-cloroférmio, baseado nos protocolos de Ausubel et
al. (1999) com modificacdes. As amostras de leite (250
ML) e da cepa VEG de T. gondii (250 L), utilizada como
controle positivo, foram adicionadas o tampéao de
extracdo calculado para um volume final de 500uL (Tris
HCI 10mM; NaCl 100mM; EDTA 25mM; SDS 1%) e
10puL de proteinase K.

Apés homogeneizagdo, as amostras foram
incubadas durante a noite em banho-seco a 37°C. Na
sequéncia foi adicionado fenol tamponado e as amostras
foram agitadas por inversdo, delicadamente, por 10
minutos, e entdo centrifugadas sob refrigeragéo (12.000
rom/5 min / 4° C). Na sequéncia, procedeu-se a
recuperacdo do maximo de sobrenadante (fase aquosa),
evitando-se a contaminacdo com fenol.

Em seguida, foi adicionado fenol (250uL) e
cloroférmio (250uL) as amostras, que foram novamente
agitadas por inversdao por 10 minutos, e entao
centrifugadas (12.000 rpm/5min) recuperando-se o0
maximo de sobrenadante.

Adicdo de cloroformio, em seguida foi
homogeneizado e invertido por 10 minutos, e entdo
centrifugado (12.000 rpm/5min), recuperando-se o0
maximo de sobrenadante, sendo este o volume final de
DNA obtido da amostra.

O sobrenadante foi transferido para novo
microtubo e acrescentado o acetato de sédio 3M
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(250uL), para ocorrer a precipitacdo, e duas vezes e
meia o volume de isopropanol 100% gelado (625uL).
Apoés a homogeneizacdo, as amostras foram mantidas a
-20°C por uma noite.

As amostras foram centrifugadas a 4°C
(14.000rpm/30 min). O sobrenadante foi desprezado e
adicionado 500uL de etanol a 70% gelado. A
centrifugagdo foi repetida por duas vezes. O
sobrenadante foi descartado e os microtubos ficaram em
posicdo invertida, até secarem completamente, em
temperatura ambiente. Depois de secas, as amostras
foram eluidas com 30uL de agua ultrapura, mantidas em
temperatura ambiente até quantificacdo do DNA através
do Nanodrop® (Anexo I).

A técnica de PCR foi realizada utilizando-se 4pl
do DNA extraido adicionado a 21ul de uma mistura de
3,0mM de cada Primer, 1,0mM de dNTPs, 1,0mM de
MgCl, e 0,2U de Tagq DNA polimerase. A amplificagéo do
DNA do parasito foi realizada em 35 ciclos em um
termociclador, sob as seguintes condigdes: cinco
minutos a 94°C para desnaturagcdo em um ciclo Unico,
seguindo-se 35 ciclos de um minuto a 94°C para
desnaturacdo, um minuto a 60°C para anelamento e um
minuto a 72°C para extensao, seguido por uma extensao
final de sete minutos a 72°C. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%,
corados com “gel red” e fotodocumentados. Foi utilizado
0 DNA da cepa VEG de T. gondii como controle positivo,
e agua ultrapura como controle negativo da PCR
(MOURA et al., 2011). Foram utlizados os primers
SAG2R4 (59GCATCAACAGTCTTCGTTGC39) e o
SAG2F4 (59GCTACCTCGAACAGGAACAC39) que
amplificam um segmento de DNA de 332 Kd (HOWE,
1997).
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5.1.4 Deteccdo do T. gondii em amostras de leite ovino
(Bioensaio em camundongos)

Das 108 amostras de leite obtidas, utilizaram-se
23, provenientes de oito ovelhas lactantes (Tabela 1),
selecionadas por apresentarem maiores titulos de
anticorpos [1:256 (seis), 1:1024 (um) e 1:4096 (um)],
foram utilizadas no bioensaio.

Para realizacdo do bioensaio foram empregados
camundongos albinos Swiss, ambos 0s sexos, com
idade superior a dois meses, provenientes do Biotério da
Universidade do Estado de Santa Catarina
(CAV/UDESC).

As amostras de leite foram centrifugadas a 2.500
rpm, por 10 minutos. Em seguida o sobrenadante foi
descartado e ao sedimento foi adicionado antibidtico
[Benzilpenicilina benzatina 3.000,000Ul, Benzilpenicilina
procaina  1.500.000Ul, Benzilpenicilina potassica
1500.000Ul, Diidroestreptomicina base (sulfato) 1.250mg
e Estreptomicina base (sulfato) 1.250mg], na dose de
0,5mL/2mL amostra. ApGs breve homogeneizacao
manual, cada amostra foi divida em duas partes iguais
(aproximadamente 1,0 mL) e inoculadas
intraperitonealmente em dois animais, que foram
devidamente identificados (acido picrico) e mantidos em
caixas apropriadas, com agua e ragao “ad libitum”.

Os camundongos inoculados foram observados
diariamente para a verificacdo dos sinais clinicos da
infeccdo aguda. ApOs oitos semanas 0s sobreviventes
foram eutanasiados (deslocamento cervical, conforme
principios de Bem Estar Animal) e destes foram colhidos
sangue, diretamente do coracdo, para a realizacao da
RIFI, e 6rgaos (coracéo, pulméo, rins, figado, cérebro e
muasculo esquelético). O cérebro foi divido em trés
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aliquotas: uma encaminhada, com os demais o6rgaos,
para o Laboratério de Patologia para realizacdo de
histopatolégico (HE); outra foi utilizada para a pesquisa
de cistos cerebrais de T. gondii, pela técnica de
“squash”, que consiste em colocar um fragmento de
tecido (cérebro) entre uma lamina e uma laminula de
microscopia e observar, ap0s compressao manual, em
microscopio Optico, se ha a presenga de cistos, e uma
dltima aliguota foi armazenada para a realizacdo da
PCR, conforme descrito anteriormente.

5.1.5 Sequenciamento

Das amostras (leite e cérebro) positivas na PCR,
o DNA foi purificado e ligado ao pGem Easy Vector®
seguindo as especificacoes do fabricante.
Resumidamente, foram adicionados 1uL de pGem, 1puL
de T4 DNA ligase, 7uL do produto da PCR purificado e
1L de agua ultrapura. Estes foram ligados por 16 horas
a 16°C e posteriormente transformados em DH10B
calcio competentes. As colbnias foram triadas
diretamente por PCR e as positivas foram multiplicadas
em meio liquido e posteriormente extraido o DNA
plasmidial para o sequenciamento.

O sequenciamento das amostras foi realizado no
Laboratério Central de Tecnologia de Alto Desempenho
em Ciéncias da Vida (LacTad) da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP), Campinas/SP, utilizando o
sequenciador automatico ABI 3730XL (Genetic Analyze).
Os DNA-moldes 250ng foram marcados utilizando-se
2,5pmol do primer T7 promoter AAT ACG ACT CAC TAT
AGG e 3mL do reagente BigDye Terminator v3.1
(Applied Biosystems) em um volume final de 10mL. As
reacoes de marcacao foram realizadas em termociclador
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com uma etapa de desnaturacdo inicial a 96°C por 3
min, seguida de 25 ciclos de 96°C por 10 seg, 55°C por
5 seg e 60°C por 4 min. Os produtos precipitados foram
diluidos em 10mL de formamida, desnaturados a 95°C
por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados
no sequenciador automatico. As sequéncias foram
analisadas pela ferramenta NucleotidBlast®, disponivel
em:
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn
&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK LOC=blasthome,
utilizando os parametros de “Highly similar sequences
(megablast)”.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 42 ovelhas lactantes e soropositivas para T.
gondii DNA do parasito foi detectado no leite de 13
(30,95%) dos animais e em 13 (12,04%) de 108
amostras de leite.

Diretamente do leite, o agente foi detectado
somente nas amostras da segunda coleta (90 dias de
lactacdo) em cinco animais. Das amostras das primeira
(42) e terceira (29) coletas de leite, em nenhuma foi
detectado DNA de T. gondii.

Por meio do bioensaio, DNA do agente foi
detectado no cérebro dos camundongos inoculados com
leite de todas as oito ovelhas (uma na primeira coleta,
dia 45, e sete na segunda coleta, dia 90) (Tabela 1).

Todas as amostras apresentaram identidade entre
97-100% com o antigeno de membrana gene P22 de T.
gondii (GenBank: AB667972.1.) — Anexo Il

Na presente pesquisa optou-se por trabalhar com
animais naturalmente infectados. Estudos em condicao
de infeccéo natural sdo importantes, pois refletem o que
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realmente acontece nas propriedades (CAMOSSI et al.,
2011).

A técnica de PCR foi empregada para pesquisa
do agente no leite, pois, mesmo nao demonstrando
taquizoitos ou cistos viaveis, € um bom indicador da
presenca do parasito no material analisado (MANCIANTI
et al., 2013). Ainda, Moura et al. (2007) mostraram que a
deteccdo de T. gondii, por meio da PCR, apresenta
vantagens sobre os meétodos tradicionais (bioensaio).
Em adic¢do, outros relatos mostram boa correlagéo entre
a PCR e o bioensaio (HOMAN et al., 2000; DEHKORDI
et al., 2013).

Das 108 amostras de leite analisadas diretamente
pela PCR, referentes as trés coletas realizadas durante
o os diferentes periodos de lactacao (45, 90 e 120 dias),
cinco (4,63%) foram positivas para T. gondii (Figura 2).
O baixo numero de amostras positivas pode estar
relacionado a sensibilidade da técnica, proporcional a
guantidade da amostra utilizada para a extracdo de DNA
(OPSTEEGH et al., 2010). No presente estudo foram
utilizados 250uL de leite de cada uma das amostras
analisadas.
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Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose 2%.
Visualizagcdo das bandas (332 pb) de DNA de
Toxoplasma gondii em amostras de leite de ovelha [1 =
padrao de molecular (100bp) ; 2 a 6 = amostras de leite
positivas; 7 = controle negativo (agua ultrapura) e 8 =
controle positivo (cepa VEG de T. gondii)].

1 2 3 4 5 6 7 8

Fonte: Préprio autor.

Camossi et al. (2011) analisaram (PCR) 69
amostras de leite de ovelhas soronegativas e nao
constataram a presenca do agente e, por isso, no
presente estudo, T. gondii foi pesquisado somente no
leite de ovelhas soropositivas. Entretanto, Bezerra et al.
(2103), em Pernambuco, Brasil, detectaram o DNA de T.
gondii em 15 amostras de leite de cabras naturalmente
infectadas, das quais somente cinco apresentavam
anticorpos (RIFI, = 1:64) contra o agente. A explicacao
dos autores para o ocorrido (animais soronegativos, mas
com presenca de DNA do agente no leite) é que estes
animais poderiam estar na fase inicial da infeccéo e os
niveis de anticorpos circulantes talvez nao fossem
suficientes para serem detectados na sorologia. Nenhum
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teste sorolégico é prova definitiva da infeccdo e a
soroconversao envolve diversos fatores (DUBEY e
FRENKEL, 1998).

Tabela 1. Deteccdo de Toxoplasma gondii (Bioensaio e

PCR) em amostras de leite de ovelhas, da
mesorregido Oeste de Santa Catarina, coletadas
aos 45, 90 e 120 dias de lactacéo, (coletas 1, 2 e
3).

BIOENSAIO PCR DO LEITE
NUm Cole gt%l Cole C C C
Nume ero RI tal 5 ta3 ol ol ol
ro Ovin Fl n/S/ n/S/ n/S/ et et et
o] PCR PCR PCR a a a
c c c 1 2 3
1 2 1:2 2/- + 21-/- 21-/- - - -
56
2 3 1:1 2/-/- 21/-/ 21-/- - - -
024 +
3 42 1:2 NR NR NR - + -
56
4 5 1:6 NR NR NR - - -
4
5 6 1:6 NR NR NR - NR NR
4
6 7 1:6 NR NR NR - - -
4
7 8 1:6 NR NR NR - - -
4
8 110 1:6 NR NR NR - + -
4
9 10 1:6 NR NR NR - NR NR
4
10 11 1:2 21/0/- 2 /0/ 2/0/- - - -
56 +
11 13 1:2 2/0/- 2/0/ +  2%/0/- - - -
56
12 14 1:2 NR NR NR - - -
56
13 17 1:6 NR NR NR - - -
4
14 19 1:6 NR NR NR - - -
4
15 39 1:1 NR NR NR - + -
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Continuacao

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

23

24

28

31

32

102

91

131

61

86

67

54

52

79

99

45

147

56

102

120

136

150

149

024
1.2
56
1:4
096
1.2
56
1.2
56
1.6
1.6
1.6

1.2
56

024
1.6
1.6
1:6
1.6
1.6
1:6
1:6
1.6
1.2
56

1:2
56

1:6
1.6
1.6

1.6

NR

2/0/-

2/0/-

NR

NR

NR

NR

2/0/-

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

2/0/-

NR

NR

NR

NR

NR

NR
210/
+
2/0/ +
NR
NR
NR
NR
210/
Lx
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
2/0/ +
NR
NR
NR
NR

NR

NR

NR

2/0/-

NR

NR

NR

NR

2/0/-

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

21/0/-

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR
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continuagdo

39 129 1:6 NR NR NR - - -

40 78 i:G NR NR NR - + -

41 124 i:6 NR NR NR - - -

42 133 i:6 NR NR NR - NR NR
4

Fonte: Préprio autor.

n: nimero de camundongos inoculados com leite

S: +/- = Resultado pesquisa cistos cerebrais por meio da técnica de
“Squash”

PCRc: +/- = Resultado da PCR dos cérebros dos camundongos
inoculados com leite (* = dois camundongos com cérebro positivo
na PCR)

1: camundongo veio a 6bhito durante o bioensaio.

NR = néo realizado

Do total de 46 camundongos inoculados com as
amostras de leite, cinco morreram ao longo do
bioensaio. As mortes foram provocadas por canibalismo,
nao sendo possivel pesquisar a presenca de formas
evolutivas de T. gondii nestes. Dos 41 camundongos
sobreviventes, nenhum apresentou sinais clinicos da
infeccdo aguda e todos foram eutanasiados oito
semanas Pl para a pesquisa de cistos e coleta de
sangue para sorologia.

Em nenhum dos camundongos inoculados foi
verificada a presenca de cistos pela metodologia de
“squash”. Este resultado deve-se, provavelmente, a
baixa concentracdo de taquizoitos neste fluido (leite),
insuficiente  para causar doenca clinica nos
camundongos e/ou induzir a formagdo de cistos
cerebrais em quantidade necesséria para sua deteccao
pela técnica de “squash”. No bioensaio, os resultados
podem ser considerados positivos quando se detecta o
parasito (taquizoitos no exsudato peritoneal ou cistos
cerebrais, revelados pela técnica de “squash” ou pela
histopatologia neste e em outros tecidos como figado,
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pulmdo e musculaturas estriada e cardiaca dos
camundongos inoculados), seu DNA (nos mesmos
tecidos) e/ou anticorpos contra T. gondi.

Todos os camundongos foram soronegativos para
T. gondii (RIFI, 21:64). Este resultado pode ser reflexo
da baixa carga parasitaria encontrada no leite, da
viruléncia da cepa e da resposta imune individual dos
animais que podem gerar niveis de anticorpos né&o
detectaveis na diluicdo de 1:64, estabelecida como “cut
off” no presente trabalho, a fim de evitar falsos positivos.
O fendmeno denominado pré-zona (RICHTZENHAIN e
SOARES, 2006), segundo o qual a positividade de uma
reacao soroldgica depende de proporcdes Gtimas entre
antigeno e anticorpo, também pode influenciar os
resultados obtidos no presente estudo. Outros autores
(NAVARRO et al., 1992, TREVISANI, 2013) empregaram
1:16 como ponto de corte para a infec¢do toxoplasmica
em camundongos. Ainda, Rosa et al. (2001) e Trevisani
(2013) observaram alguns camundongos inoculados no
bioensaio que, mesmo apresentando cistos cerebrais
e/ou taquizoitos, ndo soroconverteram, enquanto que
outros foram soropositivos (RIFI, 1:16), porém sem a
deteccdo de cistos teciduais (TREVISANI, 2013).
Divergéncias entre resultados de isolamento do agente
pelo bioensaio e sorologia dos camundongos inoculados
também foram observadas por Holsback et al. (2012) e
Cademartori et al. (2014). Dubey (2010), ao estudar a
toxoplasmose em roedores e pequenos mamiferos, citou
gue o método utilizado para a pesquisa direta ou indireta
de T. gondii em roedores é considerado critico.

DNA do protozoario (Figura 3) foi detectado no
cérebro de nove dos 41 camundongos inoculados no
bioensaio de todas as oito ovelhas testadas,
demonstrando que as amostras de leite continham o
parasito, possivelmente na forma de taquizoitos.
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Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose 2%.
Visualizagcdo das bandas (332 pb) de DNA de
Toxoplasma gondii em amostras de cérebro de
camundongos do bioensaio [1 e 10 = padrao de
tamanho molecular (100bp) ; 2 a 9 e 11 = cérebros
positivos; 12 = controle negativo (agua ultrapura) e 13=
controle positivo (cepa VEG de T. gondii)].

3 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Fonte: Préprio autor.

No presente estudo 30,95% dos animais (13/42)
eliminaram T. gondii no leite. Resultado superior ao
observado por Camossi et al. (2011), em S&o Paulo, que
identificaram 25% (5/20) das ovelhas excretando T.
gondii pelo leite. Em jumentas, valores superiores foram
observados por Haridy et al. (2010), no Egito, e por
Mancianti et al. (2014), na lItalia, que relataram 46,3% e
50% dos animais excretando o protozoario no leite,
respectivamente.

Em 12,04% (13/108) das amostras de leite ovino,
no presente estudo, DNA de T. gondii foi detectado.
Resultados semelhantes aos obtidos por Camossi et al.
(2011), em Séo Paulo, e Moura et al. (2011), no Sul da
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Bahia, que relatam 10% (7/70) e 10,5% (21/200) das
amostras de leite de ovelhas com a presenca do
parasito. Resultado também similar, porém em cabras,
foi relatado por Mancianti et al. (2013) que detectaram
DNA de T. gondii (nested PCR) em 13% (10/77) das
amostras de leite de animais naturalmente infectados, na
Italia. Valores inferiores foram relatados por Fusco et al.
(2007), na ltalia, e por Tavassoli et al. (2013), no Ird,
que encontraram 3,4% e 4,6%, respectivamente, das
amostras de leite de ovelhas com a presenca de T.
gondii.

T. gondii ja foi isolado e/ou detectado de diversos
fluidos, em diferentes espécies animais, experimental e
naturalmente infectados utilizando técnicas de bioensaio
e/ou pesquisa do DNA do parasito (PCR). Poucos séo
os estudos envolvendo leite ovino.

Os trabalhos demonstram que taquizoito € a fase
evolutiva normalmente presente no leite e, embora
possam ser inativados pelo suco gastrico, Cook et al.
(2000) apresentaram resultados que indicam que a
ingestdo de leite cru e/ou seus derivados, pode causar
infeccdo humana. Isto é possivel se estes penetrarem na
mucosa oral e/ou faringeana antes de atingir o estbmago
(RIEMANN et al.,, 1975; SACKS et al., 1982). Dubey
(1998) demonstrou que taquizoitos podem resistir até
duas horas em solucdes de pepsina e tripsina e que
gatos podem adquirir a infeccdo com a ingestdo de
grande numero de taquizoitos. Além disso, Walsh et al.
(1999) observaram que taquizoitos mantém-se viaveis
no leite caprino de trés até sete dias a 4°C, indicando o
risco de consumo “in natura” do produto. Ainda, em leite
de vaca, artificialmente infectado, trofozoitos (SAARI e
RAISANE, 1974) e cistos (HIRAMOTO et al., 2001) de T.
gondii permaneceram viaveis e, possivelmente,
constituem fonte de infeccdo para o ser humano. Uma



57

hipétese, ndo avaliada, pode ser que a gordura do leite
confira certa protecdo ao taquizoito de T. gondii frente a
acao dos sucos gastricos.

Mancianti et al. (2013), na ltalia, detectaram DNA
de T. gondii (nested PCR) em 13% (10/77) das amostras
de leite de cabras soropositivas, naturalmente
infectadas, de uma populacdo total estudada de 127
animais dos quais 60,6% foram positivas (MAT, 21:20).

No Cairo, Egito, em animais utilizados para
trabalho, Haridy et al. (2010) revelaram T. gondii
(metodologia ndo descrita) no leite de sete (46,3%) de
15 jumentas prenhas. Mancianti et al. (2014), na mesma
espécie, detectaram DNA do parasito em leite de trés
jumentas (Equus asinus), saudaveis, naturalmente
infectadas, na regido da Toscana, Itdlia. Os autores
concluiram que a presenca de DNA do T. gondii no leite
sugere que a ingestdo de leite cru de animais
soropositivos pode ser uma potencial via de transmisséo
para o ser humano quando o consumo de leite “in
natura” de jumenta é indicado, por razdes nutricionais e
terapéuticas.

No Ird, Dehkordi et al. (2013) isolaram e/ou
detectaram T. gondii do leite de cabras, ovelhas, bufalas,
vacas e camelas, pelos métodos de cultivo celular,
bioensaio em gatos e técnicas de PCR e relataram que
51 de 889 amostras de leite (5,73%) continham o
parasito (tanto no cultivo celular quanto no bioensaio em
gatos). Pela PCR, os resultados revelaram indice
ligeiramente inferior. 46 amostras positivas (5,17%). A
espécie caprina foi a que apresentou maior taxa de
contaminagao (10%).

Toxoplasmose humana por ingestao leite cru de
cabra (SKINNER et al., 1990) ja foi registrada, inclusive
no Brasil (CHIARI e NEVES, 1984) e, em Minas Gerais,
Chiari et al. (1987) encontraram correlagdo entre a
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infeccdo humana e o consumo de leite caprino. Embora
epidemiologicamente esses relatos n&o tenham impacto,
em termos de saude humana representam uma
preocupacdo, mesmo o0s casos isolados. Além disso, a
similaridade entre as espécies caprina e ovina permite
supor que 0 mesmo possa ocorrer com o leite ovino.

Ainda, a contaminacdo de leite ovino com
taquizoitos de T. gondii ndo deve ser menosprezada,
pois alguns queijos caseiros, produzidos a partir desta
matéria prima, sdo normalmente consumidos frescos e
podem representar um risco para a saude humana se
forem produzidos a partir de leite nédo pasteurizado
(FUSCO et al., 2007).

No presente estudo, a maioria dos animais
possivelmente apresenta a infeccdo na fase crénica,
conforme demonstram os resultados da sorologia. Das
cinco ovelhas das quais foi detectado DNA do agente,
diretamente do leite, trés apresentaram titulos de
anticorpos contra T. gondii de 1:64, uma 1:256 e a
ltima, 1:1024. Dos oitos animais, dos quais as amostras
de leite foram positivas por meio da PCR do cérebro dos
camundongos inoculados no bioensaio, somente dois
apresentam titulos de anticorpos compativeis com
infeccdo ativa (=21024), porém sem manifestacbes
clinicas da enfermidade no momento da colheita das
amostras. Estes resultados demonstram entdo que
ovelhas, mesmo saudaveis, podem excretar o parasito
no leite.

No Brasil, Camossi et al. (2011) detectaram DNA
de T. gondii no leite de 10% (7/70) de ovelhas
naturalmente infectadas, na fase cronica (conforme
demonstrou a curva sorologica) da enfermidade.

Ao contrario, Vitor et al. (1991) relataram que
cabras inoculadas com taquizoitos da cepa C4
eliminaram T. gondii pela saliva, urina e leite, na fase
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aguda. Somente em uma amostra de leite os autores
demonstraram o parasito na fase cronica da infecgao
(434 DPIl). Esses autores deduziram que cistos
presentes na glandula mamaria podem ser rompidos
durante a ordenha e seriam 0s responsaveis pela
infeccdo uma vez que os taquizoitos séo eliminados por
um periodo muito curto da fase aguda. Os resultados de
Bezerra et al. (2013), em cabras, indicam que também
na fase inicial da infecgdo T. gondii pode estar presente
no leite.

A presenca do agente no leite pode ser efeito de
alteracdes fisiologicas sob o sistema imune, na época do
periparto, que favoreceriam a conversdo de bradizoitos
em taquizoitos (processo de interconverséo que pode ter
origem em diversos fendbmenos de ordem imunoldgica,
principalmente imunidade celular) e, desta forma,
poderiam atingir o leite (CAMOSSI et al., 2011).

Costa e Langoni (2010) recuperaram DNA de T.
gondii em amostras de leite de ratas, experimentalmente
infectadas, tanto na fase aguda quanto cronica da
infeccéo.

No presente trabalho, DNA de T. gondii foi
observado em amostras de leite de 13 animais somente
em uma das trés coletas de leite avaliadas ao longo do
periodo (45, 90 e 120 dias de lactacdo) néao
caracterizando intermiténcia. Powell et al. (2001)
detectaram (PCR) e/ou
isolaram (Bioensaio) T. gondii em amostras de leite de
cinco de seis gatas, experimentalmente infectadas com
cistos de diferentes cepas do parasito, de forma
intermitente. Esses resultados, segundo o0s autores,
poderiam estar relacionados com o volume das
amostras ou a liberacdo esporadica do parasito. Ainda, a
presenca de T. gondii no leite das gatas ao longo de trés
semanas da lactagdo pode ser responsavel pela
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infeccdo de gatinhos que nascem saudaveis, mesmo
congenitamente infectados, mas adoecem e morrem.
Mantendo-se as diferencas entre as espécies, 0 mesmo
talvez possa ocorrer com cordeiros.

Tavassoli et al. (2013), no Ira, encontraram DNA
de T. gondii em 16 (4,63%) e trés (1,07%) amostras de
leite de 345 e 280 ovinos e caprinos, respectivamente,
infectados naturalmente. Menores indices de infeccao
das cabras, em relacdo as ovelhas, podem ser
atribuidos a diferenca na suscetibilidade ao T. gondii e
aos habitos alimentares de cada espécie (BAHRIENI et
al., 2008).

Em leite de ovelha, Fusco et al. (2007), na ltalia,
encontraram 3,4% das amostras com presenca de DNA
de T. gondii, por meio da PCR, utilizada para amplificar o
gene B1, e os resultados foram confirmados por
sequenciamento. Os autores utilizaram um “pool”
composto por amostras de leite de 10 animais em cada
uma das 117 propriedades avaliadas.

No Sudéao, continente africano, Ishag et al. (2006)
detectaram T. gondii no leite de duas de trés camelas
infectadas experimentalmente (5 x 10° oocistos por
animal, via oral, cepa nao informada). No isolamento
(por meio de bioensaio em camundongos) foram
observados cistos e taquizoitos nos tecidos e fluidos dos
camundongos inoculados com o leite das camelas.
Também foi constatada a infeccdo dos bezerros de
camelo, que possivelmente contrairam o parasito via
ingestao do leite, pois 0s mesmos soroconverteram para
T. gondii entre sete e nove dias apds a inoculagdo das
camelas e apresentaram enfartamento de linfonodos
mesentéricos, inguinal e subescapular, petéquias
hemorragicas em cérebro e pulméo além da presenca
de cistos teciduais no cérebro e de taquizoitos em
pulmao, figado, rim e coragéo.
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5.3 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo
mostram que T. gondii pode ser excretado,
possivelmente na forma de taquizoitos, no leite de
ovelhas naturalmente infectadas e saudaveis,
representando uma possivel fonte de infec¢ao para o ser
humano, por meio do consumo do leite “in natura” e/ou
derivados, além da possibilidade de transmissdo via
lactogénica para cordeiros.
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ANEXOS



ANEXO |

Quadro 1- Resultado da Quantificacio de DNA
(Nanodrop®) das amostras de leite ovino e de cérebro
de camundongos inoculados, positivas para a presenca

de T. gondii.

Amostra leite

Quantidade de DNA

3011 224 ngul
4211 1171 ng'nL
TEII 281 ng'ul
3611 399 ng'ul
11011 32.0ngul

Amostras de cérebro

Quantidade de DNA

21 36,7 ng'uL
31 89.0 ng/uL
1111 120,0 pg'ul
1311 22.0ng/ul
2411 450 ng/ul
2E8]1 26,0 ng'nl
13111 33.0ng/ul
36,11 512ngul
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ANEXO I
Sequenciamento do T. gondii referente a amostra C Il 13
de cérebro do bioensaio.

[BIDownload v GenBank Graphics
Toxoplasma gondii ME49 surface antigen P22, mRNA
Sequence ID: refiXM_002365730.1/ Length: 1669 Number of Matches: 1

Range 1: 170 to 463 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
532 bits(288) 8e-148 291/294(99%) 0/294(0%) Plus/Minus

Query 21  GGGCGCTGGCGTCTCGGTGG
- IHIlIIIHHIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIlIIlIIIIIIIIIHIIIIIIIIIII
Sbjct 463 CGCAAGAGCGAA

Query 81  GAGCGCTAGMGACGCTAGGCTCGTGGTCTTTGAGAAACTCATAGTTCCKACAAGACAAAG 140
. LLCCLUDED TEREEEELEE L L ELEEE R ELE L LT e EEEEELELI ]
Sbjct 403 GAGCGCTAGCGACGCTAGGCTCGTGGTCTTTGAGAAACTCATAGTTCCGACAAGACAAAG 344

Query 141 ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG 200
LLLCLL LR REE L L EEEE R LR RV EEEEEERELETELTL ]
Sbjct 343  ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG 284

Query 201 CGCAAGCAGC 260
. IIIIIII IIIIIIIlIlIIIIIIIIlIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIII

Sbjct 283 AACTGCAACCCGTGAAA TCGCAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCAGATG 224

Query 261 GARACATTTCTGTTCCCTTTGTGTTCCTGTTCGAGGT 314

IIIHIHHIHIIHIIIIIHIIIIlIIlIIIIHIlIlHIlIIHIIII
Sbjct 223 GGTCACTGCAGCAACCTGAAACATTTCTGTTCCCTTTGTGTTCCTGTTCGAGET 17@

Sequenciamento do T. gondii referente & amostra C Il
131 de cérebro do bioensaio.

f@Download v GenBank Graphics

T.gondii surface antigen P22 mRNA, complete cds, clones c(86,88, 120,122)
Sequence 1D: gbJM33572 1|TOXP22 Length: 1404 Number of Matches: 1

Range 1 1to 283 ngﬂank ﬁnnhms

Score Equd Identities Gaps " Strand
512 bits(277) le-141 280/283(99%) 0/283(0%) Plus/Minus
Query 21 CTGGCGTCTCGGTGGTGGACG CAACAAACAAGCC

; |||IIIHHHIIHIIHIH||Il|IlllllllllllllHHllll[lllllllll
Sbjct 283 GCTGGCGTCTCGGTGE CGCAAGAGCGAA 224
Query 81 AGCGCTAGMGACGCTAGGCTCGTGGTCTTTGAGAAACTCATAGTTCCKACAAGACAAAG 140

|||||||l| |l||||l|||l||||]|I|I|l|||lll|||||l[||| |I|I|||l|l|

Sbjet 223 164

Query 141 ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG 200
F PLEEELECELERELELCCE R LR REE LR RCE LR LRI TREEinni
Sbjct 163 ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG 184

Query 201 AACTGCAMCCCGTGAAACAA CGCAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCAGATG

IIIIIIl IIIIIIIIlIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIHlIIIIlIIIlIlIlI
sbjct 103 CGCAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCAGATG
Query 261 GCAGCAACCT! TTCTGTTCCCTTTGTGTTC

. IIlIlIIIllIlIIIIlIlIIIlIIIIIIlIIIlIIllIIIlI
sbjct 43 GCAGCAACCT! TTCCCTTTGTGTT
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Sequenciamento do T. gondii referente a amostra C 1l 11
de cérebro do bioensaio.

[@Download v GenBank Graphics

T.gondii surface antigen P22 mRNA, complete cds, clones c(86,88, 120,122)
Sequence ID: gb|M33572 1|TOXP22 Length: 1404 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 283 GenBank Graphics

Score Expe(( " Identities Gaps Strand
512 bits(277) le-141 280/283(99%) 0/283(0%) Plus/Minus
Query 21  GGGCGCTGGCGTCTCGGTGGTGGACGCAAGAG TTGAACA 80
Z lllllllllllll||||IlllllllllIlIIIIIIIIIHlllHHHlIIIIIIlIII
Sbjct 283 CTGGCGTCTCGGTGG 224
Query 81 CTCGTGG TGAGAAACTCA 140
||I|I|||| |||||||||l|||]I|||||||||l||||||l|l][|| ||||||H|||
Sbjct 223 AGCGACGCTAGGCTCETGG 164
Query 141 ATTGGAACGAGACAGAA CCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTT! 200
i |ll|l||||||||||||||[||I]!|||II||I|||||IIHHHHIIIHIIHIII
Sbjct 163 GAGACAGAAGGTG 104
Query 201 ICAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCAGAT
||l|||l |||||||||||l||||||||||||||l||||||l|l]|||||||||||l|||
Sbjct 103 CGCAAGCAGC TTCTTCGCAGATG
Query 261 GCAGCAACCT! CTGTTCCCTTTGTGTTC 3083
. |H|l|||||||||||||IIlllHlIIIIIIIIIIHIIIH
Sbjct 43 GTCACTGCAGCAACCTGAAACATTTCTGTTCCCTTTGTGTTC

Sequenciamento do T. gondii referente a amostra C Il 24
de cérebro do bioensaio.
[EIDownload v GenBank Graphics

Toxoplasma gondii strain C56 SAG2 (SAG2) gene, partial cds
Sequence 1D: gblKJ524441 1] Length: 295 Number of Matches: 1

Range 1: 3 to 257 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

460 bits(249) 4e-126 252/255(99%) 0/255(0%) Plus/Minus

Query 21  GGGCGCTGGCGTCTCGGTGGTGGACGCAAGAGCGAACT ACAACARACAAGCC 80
I||||IlIIIIIIIIII||HIIIII||||II|HlHII|I|HIIIIIIIIIII|I|I

Sbjct 257 GGGCGCTGGCGTCTCGGTGOTGGACGCAAGAGCGAAC ACAACAAA

Query 81 TTTGAGAAACT 140
IIIIIIIII IHIIIIIIIIlI[I[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIII

Sbjet 197 (GECTCGTGGTCTTTGAGAAACTCATAG 138

Query 141 ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG 200
: LLLLCELREEEEEREL R L L REL L LT EEEREEELTEEEEL LT
Sbjct 137 ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG 78

Query 201 AACT TCGCAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCAGATG
i IIIIIII IlIIIIIIIIIIIII[IIIIIIIIlIIlIlIIIlIIIIIIIIIIlIIIIIII
sbjct 77 TCGCAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCAGATG
Query 261 GGTCACTGCAGCAAC
LILLELLELELLE
Sbjct 17  GGTCACTGCAGCAAC
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Sequenciamento do T. gondii referente a amostra C Il 28
de cérebro do bioensaio.

[RiDownload v GenBank Graphics

Toxoplasma gondii isolate C56 surface antigen P22 (SAG2) gene, complete cds
Sequence 10: gblAF249698 1|AF249698 Length: 1307 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 247 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
440 bits(238) S5e-120 243/247(98%) 0/247(0%)

Query 21  GGGCGCTGGCGTCTCGGTGE
LI II IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIII
CGCAAGAGCGAACT TGAACACAACAAAL

Sbjct 247 GGGCGCTGGCGTC
Query 81 1GACGCTAGGCTCGTGGTC nrmmc CA 5 cc CAAGA 140
2 IIIIIIIII IIHIIIIIIIIIIIIIIIIHII 11 I Il LT
Sbjct 187 TTGAGARACT! GACAAGACAAAG 128
Query 141 ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG 200
. LLLCLEELEEREEE R L EEEREE L L LR ERETELELLL
Sbjct 127 ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG 68
Query 201 AACTGCAMCCCGTGAAACAACACA! TCGCAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCAGATG
R IIHIII IHIHIIIIIIIIIIIII IIIIIIlIIIlIIIIIIIIIIHI!IHIIII
Sbjct 67  AACTGC TCGCAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCAGATG

Query 261 (Ii(li}'tll?cl'{ 267
Sbjct 7 GGTCACT

Sequenciamento do T. gondii referente a amostra C Il 56
de cérebro do bioensaio.

[I0ownload v GenBank Graphics
Toxoplasma gondii from skunk surface antigen 2 (SAG2) gene, partial sequence

q 1D: gb|DQ000461.1| Length: 242 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 242 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
431 bits(233) 3e-117 238/242(98%) 0/242(0%) Plus/Minus
Query 46 GAGCGCTAGMGACGCTAGGCTC 105
= ||H||||||H|||||H||||||||]H|||H|||“|'|| |||H||||]|H||
Sbjct 242 183
Query 106 165
||l||||||||]||||||||||| |||||]||||||||l||[|||||||[|]|||||]||
Sbjct 182 GTCTTTGAGAAACTCATAGTTCCGA! 123
Query 166 GCAATTGTGC, CCTAGAACTGCAMCCCGTGAAACAACA 225
. ||l|”||||H||||[|||||l|[||l|1||||||||l||l ||||||H|||||”||
Sbjct 122 GCAATTGTG CTAGAACTGCAACC 63
Query 226 AGAATCGCAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCAGATGGGTCAC

TGCAGCAACCTGARACATT
; II lIlIIIIlIIIIlIlIIIIIIHIHIIIIIIIIHII!IIHIIIIIHIIIHII
sbjct 62 GCTCGTTTTCTTCGCAGA

Query 286 TC 287
Sbjct 2 TC 1



Sequenciamento do T. gondii referente a amostra C Il
131 de cérebro do bioensaio.

[IDownload v GenBank Graphics
Toxoplasma gondii isolate C56 surface antigen P22 (SAG2) gene, complete cds

Sequence ID: gb|AF249698 1|AF249698 Length: 1307 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 247 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
440 bits(238) Se-120 243/247(98%) 0/247(0%) Plus/Minus
Query 21  GGGCGCTGGCGTCTCGGTGGTGGACGCAAGAGCGAACT TGAACACAACARACAAGCCCGT

¥ N i
Sbjct 247 GGGCGCTGGCGTCTCGGTGGTGGACGCAAGAGCGAACTTGAACACAACAAACAAGCCCGT 188
Query 81 GCTAGMGACGCTAGGCTCGTGGTCTTTGAGAAACTCATAGTTCCKACAAGACAAAG 142

|||H|l[| ||l|||||[|||l||||||||||||||||||H|l||l |||||||l|||

Sbjct 187 TTGAGAAACT! 128

Query 141 ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG 200
: DLLULUELLELLEEEELEELEREEEEEELELE LTV L LD ELEELEE LT ]
Sbjct 127 ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG 68

Query 201 GTGAAACAACA TTCGCAGATG
; lIIHII IIIIHIIHHIIIIIH HHIIIIIIIIIIHIIIHI LT
sbjct 67 GAAACAACACACAGGATCGCAAGCAGCGCTCGTTTTC cecmre
Query 261 GGTCACT 267

; LTI
Sbjct 7 GGTCACT 1

Sequenciamento do T. gondii referente a amostra C | 2
de cérebro do bioensaio.

f@0ownload v GenBank Graphics

Toxoplasma gondii P22 gene for surface antigen, partial cds, isolate: S7
Sequence 10: dbIABS67972 1| Length: 303 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 297 CenBack Coaghics

Score Expect Tdentities Gaps Strand
538 bits(201) 2e-140  204/297(99%) 0/297(0%) Plus/Minus
Query 21  GGGLGCTGEGCGTCTCGGTGOTEEACGLARGAGCCAALT TGAALACAACARACAAGCCCGT
PEERERREERER R T R R R R R R il
Sbjct 297 GOGCGCTOGCOTCTCOETCOTEAALGLAAGAGCGALCT TGALCACAACARACAAGCCCET
Query 31 GLTAGMEACGCTAGCCTCGTGETCTTTCAGAAACTCA' CCRACARGACAALG 140
||III||Il IIIIIIIIIIIIIHIIHIIIIIHIIIIIIIIIIII FLILETRLLE
sbjct 237 TTGAGARACTCA COGACAAGACAALG 178
Query 141 GAALCGAGACAGAAGETE GTGCACAATCACAACTCAG 200
IlIIlllIlllllIlIIIIIIIIHIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIII
sbjct 177 GCAALGAGALAGARGGTG ACAATCACAACTCAGTTCCTAG 118
Query 201 GTCAAACAACACACAGAATCGCAMGCAGCECT
IlIIIlI IIIllIIIIIIIIIIHIIlIlIIIIlIIIIIIIIIIHIIIIHIIIIIII
Svjct 117 GTCAAACAACACACAGAATCOCAAGCAGCOCTCETTTTCTTCCCAGATE
Query 261 CACTGCAGCAACCTGARACATTTCTGTTCCCTTTGTGTTCCTGTTCGAGETAGC

I|IIIHIHIIIIIIIIIIIIHIIIlIHIIIlIIIIIlIIHHIlIIHHH
Sbject S7 CACTGCAGCAACCTCAMACATTTCTGTTCCCTTTGTGTTCCTGTTCGAGSGTAGL
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Sequenciamento do T. gondii referente a amostra L Il 39
de leite.
W0owrioad v GenBank Graphica

Toxoplasma gondii strain RUB surface antigen P22 (SAG2) gene, SAG2-5 allele, complete cds
Sequence 10: ghIAF 357581 1 Length: 1250 Number of Matches: 1

Ramge 13 1 to 736 Geclack Gcachics

Score Expact Identities Gaps Strand
425 bits{220) le-115 233/236(99%) 0/236(0%) Plus/Minus
Query 21 GOGCOCTGECOTCTCOOTOOT COALGCAMGAGTGAALT TEAACACAACAAACARSCLC »
IIIHIIIHIHIHIHIIIIHIIIIIIHIIIIHHIIIHIIIIIIIIIIIHI
Sojet 236 GEALGCAMGAGIGAAL TTGAAL ALAALARALAAGICT 7
Query 81 G T AGMEAL CCTAGGCTCG TG TCT TTGAGARAL TCA FACARSACAAAS 140
lIIlIIHl IIIIHIHIIIHIIIlHlHHlIlIIlIIIIlII T
$odct 176 GAGCOCTAGCGACGCTAGOCTCOTOOTCTTTOAGAAAC TCATAOTTCCOACAAGALAARS 117
Query 141 ATTGGAALGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATIGTGCACAATCALAALTCAGTTICCTAS 209
IIIIIHIHIHHIIIHIIlllllllllllllill!llllIHIIllIIIIIlHH
Sojct 116 GAML GAGAC AGAACGTC OTOCACAATCACAACTCAD L 24
Query 201 AACTGCAMCCCGTGARACAACACACAGAATCGCAAGCAGCOCTCGTTTICTTCGCA 255
lII|I|l lllllllllllllllIlIlllllllllllllllllllllIIIIIIIII
sojct 56 CT GAMACAACACACAGAAT CGCAAGC AGL TTCGCA 1

Sequenciamento do T. gondii referente a amostra L Il 42
de Leite.

f@iDownload v GenBank Graphics

Toxoplasma gondii strain RUB surface antigen P22 (SAG2) gene, SAG2-5 allele, complete cds
Sequence 10: gblAF357581.1| Length: 1250 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 236 GenBank Graphics e
Score Expect Identities Gaps Strand

425 bits(230) 1e-115  233/236(99%) 0/236{0%) Plus/Minus

Query 21 GGGCGCTGGCGTCTCGGTGGTGRACGCANGAGCGAACTTGAACACAACARACARGCCCGT 80
LCCELTELLLLELEET LT LU ELELLLLLLLE

Sbjct 236 GGGCGCTGGCGTCTCGOTGOTGGACGCAAGAGIGAACTTGARCACAACARACAAGCCCGT 177

Query 81 ACRAGACAAAG 140
IIHIIII! |IlIIllIIIIII|IIIIIIIIIIIHIIIIHIIIII [T

Sbict 176 GAGCGCTAGCGACGCTAGGCTCGTGGTCTTTGAGAAACTCATAGTTCCGACAAGACAAAG 117

Query 141 ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG 200
j [LLLCCLLEETEEELLEEEELLELCEELEEEREEEEELELEEEEELLELTTLT]
Sbjct 116 ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG 5

Query 201 GTGAAACAACACA GCGCTCGTTTTCTTCGCA 256

: IIIIIII lIIIIIHIIIIIIHIIIII||Il|IlIIIIIIIlIIIIIIIIIIH
Sbjct 56 GCAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCA 1
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Sequenciamento do T. gondii referente a amostra L Il 78
de leite.

[@iDownload v GenBank Graphics

Toxoplasma gondii strain RUB surface antigen P22 (SAG2) gene, SAG2-5 allele, complete cds
Sequence 1D: gbIAF357581 1} Length: 1250 Number of Matches: 1

Rlnge 1 1 lo 236 ngﬁmk ﬁnm

S<m Expeci l'dt'nﬁrﬁn Gap{ . /Strand
425 bits(230) le-115 233/236(99%) 0/236(0%) Plus/Minus
Query 21

GGGCGCTGGCGTCTCGGETGGTGGACGCAAGAGCGAACT TGAACACAACARACAAGCCCGT
; LULCLDRLELEEELEEEE TP EEE L ERELE L L EEEEEEEEEETELTETi
Sbjct 236 GGGCGCTGGCGTCTCGGTGGTGGACGCAAGAGCGAACTTGAACACAACARACAAGCCCGT 177

Query 81 GCTAGMGACGC TTGAGARACTCA KACAAGACAAAG 140
. IIIIIIIII lIIIIIIlIII|||llIIIIIllIIIIIIIIIIlIIIl lIIIIIIIIII
sbjct 176 GCTAGGCTCGTGGTCTTTGAGARACT! 17
Query 141 ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG
. PLLCCLELELCEEECELE R LR EEE L L LR ERERELETi i
Sbjct 116 ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG
Query 201 TCGCAAGCAGC r TTCTTCGCA 256
IIIIHI IIII||I|I||H|1IHIIIIIIIIIIIHIHI [LLLLEETEEL
sbjct 56 CGCAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCA

Sequenciamento do T. gondii referente & amostra L |l 86
de leite.

[SDownload v GenBank Graphics

Toxoplasma gondii strain MAS surface antigen P22 (SAG2) gene, SAG2-4 allele, complete cds
Sequence 1D: gbIAF357580.1| Length: 1253 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 236 GenBank Gnuhm

Score Expect Identities Gaps “Strand
425 bits(230) le-115 233/236(99%) 0/236(0%) Plus/Minus
Query 21

GGGCGCTGGCGTCTCEGTGGTGGACGCAAGAGCGAACT TGAACACAACARACAAGCCCGT
: LULCULELEEREL LR RV LR LR LR LR EREEEET LR
Sbjct 236 GGGCGCTGGCGTCTCGGTGGTGGACGCAAGAGCGAACT TGAACACAACAAACAAGCCCGT
Query 81 GAGCGCTAGMGACGCTAGGCTCGTGGTCTTTGAGAAACTCATAGTTCCKAY 140

AGTTCCKACAAGACAAAG
A LELLCCEL DLEELEREEEEELEE DL L LR e FEEELEELTE
Sbjct 176 GAGCGCTAGCGACGCTAGGCTCGTGGTCTTTGAGARACTCATAGTTCCGACARGACARAG 117

Query 141
Sbjct 116
Query 201 TCGCAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCA 256

) I|I|III IIllIIIIIIIIlIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIll
sbjct 56 GTGAAACAACACACAGAATCGCAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCA

ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG
LLLLLCCECE LR TR LR R LR LT EEL LT i
ATTGGAACGAGACAGAAGGTGTCACACCGCAATTGTGCACAATCACAACTCAGTTCCTAG
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Sequenciamento do T. gondii referente a amostra L |l

110 de leite.

E@Download v GenBank Graphics

Toxoplasma gondii strain LGE96-1 surface antigen P22 (SAG2) gene, SAG2-2 allele, complete cds
Sequence 10: gblAF357578 1| Length: 1253 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 236 GanBank Graphics

Score Expect 1dentities Gaps Strand
425 bits(230) le-115 233/236(99%) 0/236(0%) Plus/Minus
Query 21

GGGCGCTEGCGTCTCGGTGETGRACGCAAGAGCGAACT TGAACACAACARACAAGCCCGT

LECELELLERELELEEE LR L EE LR LR LR EEEEL e L
Sbjct 236 GGGCGCTGGCGTCTCGGTGGTGEACGCAAGAGCGAACT TGAACACAACARACAAGCCCGT

Query 81  GAGCGCTAGMGACGCTAGGCTCGTGGTCTTTGAGAAACTCATAGTTCCKACAAGACAAAG 140
4 PECLEELTE TEEE LR R E L R L LR R e P

Sbjct 176 GAGCGCTAGCGACGCTAGGCTCGTGGTCTTTGAGAAACTCATAGTTCCGACAAGACAAAG 117
Query 141 GAGACAGAAGGTG CACAACTCAGTTCCTAG
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

sbjct 116

Query 201

AACTGCAMCCCGTGAAACAACACACAGAATCGCARGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCA
PLLLEEE EEELEEEEEREL R E R EE LR T TRt
Sbjct 56  AACTGCAACCCGTGAAACAACACACAGAATCGCAAGCAGCGCTCGTTTTCTTCGCA

Resultado do sequenciamento do T. gondii referente ao

controle positivo VEG.
fEiDownload v GenBank Graphics

Toxoplasma gondii P22 gene for surface antigen, partial cds, isolate: S4
Sequence ID: dbjlAB667973 1| Length: 291 Number of Matches: 1

Range 1: 3 to 290 Bank by

Score Expect Identities Gaps Strand
521 bits(282) 2e-144  285/288(99%) 0/288(0%) Plus/Minus
Query 34

CGTCTCGGTGETGGACGCAAGAGCGAACTTGAACACAACAAACAAGCCCGTGAGCSCTHG
LULCLCLCELLLEEEEEEE R EEEELEERELELEREEE TR LR Ly 1)
Sbjct 290 CGTCTCGGTGGTGGACGCAAGAGCGAACTTGAACACAACAAACAAGCCCGTGAGCGCTAG 231

Query 94 CTAGGCTCGTGG CCSACAAGACAAA 153
X |IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII |I||ll|||||||||l||||
sbjct 230 GCTAGGCTCGTGG CCGACAAGACARA mn
Query 154 CAATTGTGCACAATCACAACTCAGTT 213
7 IIIIIIIHIIIIllllllIIIIII[IIHIIIIHIHIIIIIHIIIHIIIIIIIII
Sbjct 170 AGACAGAAGGTG CAGTTCCTAGAACTGCAAC 111
Query 214 TTCGCAGATGGG 273
IIIIIIIl[IIIIIIIIIII[IIIIIIIlIIIIIIIIIIlIIIIlIIIIIIIIIIIIIII
sbjct 110 CACACAGAATC AGCGCTCGTTTT 51
Query 274 TGTTCCCTTTGTGTTCCTGTTCGAGGTAGE

: IIIIIIIllIIIIlIIIIlIIIIIIIIIHIIIIIIIIHIIIIHIl
sbjct 50 GARACATTTCTGTTCCCTTTGTGTTCCTGTT
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ANEXO 11l

R UDESC

Universidade do Estado de Santa Catarina
CAV - LAGES
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS — CAV
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS -
CEPSH
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Toxoplasma gondii: Soroprevaléncia em rebanhos ovinos com
aptiddo leiteira e detecgédo do agente em amostras de leite na
mesorregido Oeste de Santa Catarina.”
O (a) senhor (a) esta sendo convidado a participar de um estudo
que fara a avaliacdo da ocorréncia de anticorpos contra Toxoplasma
gondii em ovinos de sua propriedade, para se conhecer a
prevaléncia desta doenca nos rebanhos ovinos da regido do Oeste
de Santa Catarina e detectar o agente em amostras de leite ovino.
Sera realizada coleta de sangue por meio de puncado da veia jugular
dos mesmos e trés aliquotas de leite. O material sera devidamente
identificado, acondicionado e transportado ao laboratério para
andlise. As informagBes obtidas através dessa pesquisa serdo
confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participacdo. Os
dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua
identificacdo. Os procedimentos adotados s&o minimos, nao
envolvendo risco ao animal.
Sua identidade serd preservada nao havendo necessidade de
fornecer nome ou enderec¢o e os animais serdo identificados através
do numero de protocolo.
Os beneficios serdo o conhecimento da prevaléncia de Toxoplasma
gondii entre ovinos da regiio do Oeste de Santa Catarina e da
presenca do agente no leite, informacfes importantes para a
adocdo de medidas de prevencdo que implicam em melhorias na
sanidade dos rebanhos ovinos. Os exames néo terdo custo.
Solicitamos vossa autorizacdo para coleta de sangue e leite bem
como o uso destes dados para a producdo de artigos técnicos e
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cientificos. A sua privacidade serd mantida através de néo
identificacdo do seu nome.

Agradecemos a vossa participacao.

Pessoa para contato: Prof. Anderson Barbosa de Moura
(pesquisador responsavel)

NUmero do telefone: 049 2101 9119

Endereco: Laboratorio de Parasitologia e Doencas Parasitarias do
CAV/UDESC

Av. Luis de Cam@es, 2090 — Bairro Conta Dinheiro — Lages, SC.
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Protocolo N°:

TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da
pesquisa e que recebi de forma clara e objetiva todas as
explicagbes pertinentes ao projeto e que todos os dados a meu
respeito serdo sigilosos. Eu compreendo que neste estudo, as
medi¢bes dos experimentos/procedimentos serdo feitos em meu
animal.

Declaro que fui informado que posso me retirar do estudo a
qualgquer momento.

Nome por extenso

(Localidade)

Assinatura



Dieta | Contato Contato | Font Problemas

. = b com | ede Reprodutivos Prob.
NossoN° | Nome N Raga Sexo | Idade v:m____o_u nmﬂv:m outros | Agu | (Abo/Natim/RCioM Neur
g animais | a umif)

Questionario Projeto Toxoplasma gondii Leite Ovino

Protocolo N°:

ANEXO IV
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