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1. Introdugao




A toxoplasmose e uma doenca cosmopolita, que
acomete o homem e varias especies de animais domesticos
e silvestres.

0 Toxoplasma gondii agente da doencga, foi
descrito pela primeira vez por NICOLLE & MANCEAUX em
1908, quando isolaram esse parasita de um pequeno roe-
dor norte-africano (Ctenodactylus gonddi).

No Brasil os primeiros trabalhos sobre a doen-
ca em suinos, foram realizados no Estado de Minas Ge-
rais por SILVA (1959) e em Sao Paulo por MONICI &
RIBEIRO (1960).

A infeccao pelo T. gondii & comum em suinos,
sendo na maioria das vezes assintomatica, ou causando
sintomas brandos. No entanto, surtos da doenga causando
alta mortalidade, principalmente em leitBes recem-nas-
cidos, tem sido descrito por varios autores (COLE &
cols., 1954; HARDING & cols., 1961; WORK & cols., 1970).

0 isolamento de T. gondii de suinos aparente-

mente sadios, abatidos para o consumo humano, mostra a




importancia das infecgoes assintomaticas nestes animais
como fonte de infecgao para o homem (WEISSTANNER, 1969).

0 diagnostico da doenca geralmente & feito,
tanto no homem como nos animais, através de reagoes so-
rologicas, entre elas a mais usada & a reacao de Sabin-
Feldman (RSF), devido a sua grande sensibilidade e es-
pecificidade. Mesmo assim, apresenta alguns inconve-
nientes quando empregada em larga escala: necessidade
da obtencao de amostras de T, gond<{L em camundongos e o
uso do "fator acessorio". Estas limitacdes tem motivado
a substituicao deste metodo pela reacao de imunofluo-
rescencia indireta (RIFI) que apresenta resultados se-
melhantes a RSF e que, gradativamente, vem sendo empre-
gada como rotina no diagndstico da doenca no homem e em
algumas espécies de animais.

Com a finalidade de estudar a freqdencia da
infeccao por T. gondii em suinos do Estado de Minas Ge-

rais, o presente trabalho teve os sequintes objetivos:

1) tentar o isolamento de T. gondii a partir de diafrag-
mas e cerebro de suinos abatidos em matadouros de Be-
lo Horizonte;

2) comparar os métodos de Sabin-Feldman e imunofluores-




céncia indireta, para o diagnostico da toxoplasmose
em suinos;
3) determinar a freqllencia da infecgao por T. gondii em

alguns municipios do Estado de Minas Gerais.




2. Revisao da Literatura




A toxoplasmose em suinos foi diagnosticada
pela primeira vez por FARREL & cols. em 1952 nos Esta-
dos Unidos, atraves de demonstracao histopatologica em
8 suinos e isolamento de 2 amostras do parasita.

FELDMAN & MILLER (1956), estudando a preva-
lencia da toxoplasmose no homem e animais atraves da

RSF, examinaram 83 soros de suinos provenientes de duas

areas dos Estados Unidos e de Honduras. A freqtlencia del};

animais positivos com titulos acima de 1:16 foi de 29%
e 43% para os suinos das duas areas dos Estados Unidos
e de 11% para os de Honduras.

MOMBERG-JORGENSEN (1956) observou um surto de
toxoplasmose em um rebanho suino com mortalidade de 6
entre 11 leitoes recém-nascidos. 0 T. gondii foi de-
monstrado, ao exame histopatoldogico, em todos oS orgaos
que tinham alteragoes patologicas e pela inoculagao em
camundongos. Ao exame sorologico, a maioria dos animais
apresentaram titulos baixos e somente alguns apresenta-

-

ram titulos de 1:256 a RSF.




JACOBS & cols. (1957), em Baltimore, (USA),
inocularam 50 amostras de musculos diafragmaticos de
suinos em camundongos e isolaram 8 (16%) amostras de T.
gondi<. A presenga de Sarcocysitis sp. foi observada ao
exame direto em 43,7% de 39 diafragmas examinados. As
amostras de T, gondi{ variavam de alta a baixa viru-
1€ncia matando, em algumas vezes, a maioria dos camun-
dongos inoculados, a partir do 80 dia de inoculagao.

SATO & cols. (1958), estudando a toxoplasmose
em animais domésticos no Japao, observaram a necropsia,
lesoes nos pulmoes, figado e linfonodos mesentéricos de
6 suinos examinados. T. gondii{ foi demonstrado em todas
as lesoes e em camundongos inoculados com material de
suinos, foram isoladas 2 amostras do parasita.

EYLES & cols. (1959) estudaram a prevalencia
da toxoplasmose em animais selvagens e domesticos, da
regiao de Memphis (USA). De 129 amostras do cerebro de
suinos inoculados em camundongos, isolaram 1 (0,8%)
amostra de T, gondii. Observaram ainda que no grupo de
animais, provenientes de uma fazenda e de um abatedouro,
a freqtlencia de reacoes positivas ao teste do corante
com titulos maiores ou iguais a 1:16 foi, respectiva-

mente, de 19 e 26%.




SILVA (1959) diagnosticou, atravées de exame
histopatoloagico, a toxonlasmose espontanea em suinos
pela primeira vez no Brasil.

KOESTNER & COLE (1960) trabalharam na Univer-
sidade de Ohio (USA) com 32 suinos. Destes, 24 foram
inoculados experimentalmente com T. gondii e 8 apresen-
tavam toxoplasmose natural. A necropsia, 17 animais
mostraram lesoes caracteristicas de infecg¢ao por T.
gondi4 em todo o sistema nervoso. En 9, as lesoes foram
observadas somente no cérebro.

WENDE & DIENST (1961), estudando a toxoplas-
mose em rebanhos bovinos e suinos de Georgia (USA), en-
contraram entre 48 suinos examinados, 33 positivos 3
RSF com titulos iguais ou maiores que 1:16. Foi demons-
trada a presenca de T. gondii em 5 amostras de cérebro
colhidas ao acaso entre 14 suinos abatidos.

HARDING & cols. (1961), na Inglaterra, estu-
dando a toxoplasmose em suinos, observaram morte de 3

leitoes de uma leitegada de 8 animais. 0 parasita foi




observado em lesOes dos pulmdes, figado, linfonodos e
rins de 2 leitoes que morreram. A mie dos leitoes foi
sacrificada e, apds inoculacio de amostras de varios
orgaos em camundongos, conseguiram isolar o T. gondii
de seu cerebro. Realizando sorologia no rebanho, encon-
traram titulos @ RSF, que variavam de 0 a ]:72 em ani-
mais aparentemente sadios. Um desses animais, que apre-
sentava sorologia mais elevada, foi sacrificado e seus
orgaos inoculados em camundongos nao resultando no iso-
lamento de T. gondid.

ISHIT & cols. (1962) inocularam em camundon-
gos 61 amostras de diafragma de suinos aparentemente
sadios, abatidos em matadouro de Toquio. Isolaram 3
amostras que matavam os camundongos entre 10 e 20 dias
apos inoculagao.

STUMM & cols. (1962) diagnosticaram clinica-
mente um surto de toxoplasmose em leitdes do Estado de
Sao Paulo. 0s animais eram lactentes e apresentavam
dispneia intensa, corrimento nasal, paralisia, e mor-
riam dentro de 2 a 4 dias apos o aparecimento dos si-
nais clinicos. 0 diagndstico cl1inico foi confirmado pe-
la observagao do parasita ao exame histopatologico.

KOSHIMIZU & cols. (1963) examinaram 317 soros
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de suinos, aparentemente sadios, abatidos em matadouro
de Shibaura, Toquio. Destes, 80% foram reagentes ao
teste de fixacao de complemento com titulo de, pelo me-
nos, l:3. Das amostras positivas, 17% foram reagentes a
RSF com titulos a partir de 1:16.

SUZUKI & cols. (1965), no Japao, trabalharam
com 73 amostras de soros de suinos. Comparando a RIFI
com a RSF concluiram que existe boa correlacao entre as
duas técnicas e que a RIFI tem grande valia no diagnos-
tico da toxoplasmose.

MAITANI & YOKOYAMA (1966) estudaram a toxo-
plasmose suina no Japao, atraves da inoculagao de amos-
tras de musculos diafragmaticos em camundongos. Atraves
do metodo de digestao pela tripsina, isolaram 14 amos-
tras de T. gondii de 108 amostras de tecido muscular e,
em todos os casos positivos, encontraram cistos no cére
bro de camundongos inoculados. De outras 39 amostras,
encontraram sorologia positiva a RSF (titulo 1:16) no
soro de camundongos inoculados com 6 delas, mas cistos
so foram observados em 3 amostras, cujos titulos dos

camundongos eram altos (1:256 e 1:1024).
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RUIZ (1966) inoculou em camundongos 50 amos-

tras de diafragmas de suinos abatidos em matadouros da
cidade de Sao Jose (Costa Rica). Dos 50 diafragmas fo-
ram isoladas 6 (12%) amostras de T. gondii. Ao exame

direto do diafragma 46 (92%) revelaram presencga de

Sarcocystis sp.

KANEKO & cols. (1967), trabalhando com suinos
em matadouros de Saitana (Japao), observaram a relagao
entre os achados post-moatem em toxoplasmose suina e a
detecgao do parasita pela reacao de imunofluorescencia
direta. Um total de 119.721 cabecgas foram submetidas ao
exame post-montem e a freqllencia do parasita foi maior
nos animais que apresentaram reacgao intradermica posi-
tiva.

LALLA & cols. (1967) exqminaram, em Siena
(Italia), 432 soros de suinos aparentemente sadios aba-
tidos em matadouros e encontraram 206 (47%) reagentes
com titulos 1:10. Foram isoladas 17 amostras de T.
gondid.

WORK (1967) estudou parasitologica e sorolo-
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gicamente a toxoplasmose suina na Dinamarca e, de 29
diafragmas inoculados, isolou 10 amostras de T. gondidi.
Atraves da RSF, examinou 199 amostras de soros e encon-
trou 35,2% positivos com titulos aue variavam de 1:10 a
1:256.

KATSUBE & cols. (1968), no Japao, estudaram a
infeccao latente por toxoplasmose em suinos, inoculando
amostras de diafragma e olhos em camundongos. De 45
suinos abatidos, isolaram 5 amostras de T. gondii, sen-
do que 3 foram de 37 animais dos cuais somente o dia-
fragma foi examinado e 2 amostras de 8 suinos que tive-
ram olhos e diafragmas examinados.

AMARAL & MACRUZ (1969) trabalharam com 25
amostras de diafragma de suinos, clinicamente sadios,
abatidos em matadouros do Estado de Sao Paulo e desti-
nados ao consumo humano. Apds inoculacao em camundongos,
foram isoladas 7 amostras do parasita e T. gondidi foi
observado em 1 caso ao exame histopatologico. A presen-
ca de Sancocystis sp. foi observada em esfregacos cora-
dos nelo Giemsa, em 80% das amostras de diafraqma.

CATAR & cols. (1969) na Bratislava (Tchecoes-
lovaquia) inocularam camundongos com cerebro e dia-

fraama de suinos. Um aqgrupo constituido de 75 amostras
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foi dividido em 15 lotes de 5 diafragmas que, apos ino-
culacao em camundongos, resultaram no isolamento de T,
gondid em 11 (73%) desses lotes. Do outro grupo consti-
tuido de 30 suinos, inocularam cerebro e diafragma de
cada animal e conseqguiram isolar o parasita de 13 ani-
mais, sendo que em 6 o isolamento foi somente de cere-
bro e em 7 foi de cérebro e diafragma. De 45 diafragmas
ao exame a fresco, 10 (20%) foram positivos para
Sancocystis &p. A sorologia dos suinos foi feita pela
reacao de fixagao de complemento, sendo que 50 (46,6%)
foram reagentes, principalmente com titulos de 1:8 e
somente 1 com titulo 1:256.

JAMRA & cols. (1969) em Sao Paulo, examinando
varios produtos de origem animal colhidos em agougues,
isolaram o T. gondi{ nas sequintes percentagens: carne
de porco, 6,8%; carne bovina, 8,1% e de ovos 1,9% apos
inoculacao em camundongos.

WEISSTANNER (1969), em Zurich (Alemanha),
inoculou 105 amostras de diafragma de suinos em camun-
dongos e isolou 13(12,8%) amostras de T.gondi<i. 0 para-
sita foi isolado somente de animais positivos a RSF.

CREMERS (1970) examinou 50 soros de suinos
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jovens pela RSF e 74% delas foram reagentes com titulos
que variavam de 1:4 a 1:512.

FERNANDES & BARBOSA (1972) -estudaram a ocor-
rencia da toxoplasmose em animais domesticos, clinica-
mente sadios, da regido Centro Oeste do Brasil. Exami-
naram 79 suinos pela RSF, dos quais 27 (34%) foram rea-
gentes com titulos que variavam de 1:16 a 1:256. Atra-
ves de inoculagao em camundongos, isolaram uma amostra
de T. gondii de 20 diafragmas inoculados. De cinco sui-
nos submetidos a exame histopatologico, observaram
grande quantidade de T. gondi{ no musculo estriado e
miocardio em dois animais.

SOGORB S, & cols. (1972) estudaram sorologi-
camente varias espécies de animais selvagens e domes-
ticos provenientes de Sao Paulo. Entre 10 soros de sui-
nos examinados pela RSF 6 (60%) foram reagentes.

MUNDAY (1975) coletou amostras de sangue de
bovinos, ovinos e suinos em matadouros da Tasmania.
Utilizando a RIFI, observou que 16,9% dos cordeiros e
61,7% de outros carneiros eram positivos as diluigoes
iquais ou maiores que 1:16 e que 23,3% dos leitoes e
7,2% de outros suinos eram positivos as diluigoes

iquais ou maiores que 1:8.




|
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3. Material e Metodos
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1. Material utilizado
1.1. Soros sangdineos

Foram colhidas 900 amostras de sangue de sui-
nos com idade variando de 6 a 12 meses em frascos de
vidro de 100 ml previamente esterilizados e identifica-
dos. Esses animais eram provenientes de 28 municipios
do Estado de Minas Gerais e foram abatidos nos diversos
matadouros de Belo Horizonte. No laboratorio, o sangue
era mantido em estufa a 379C durante uma hora e depois
colocado em geladeira para obtengao de maior quantida-
de de soro. Apos serem centrifugados (1500 rpm durante
10 minutos) eram estocados em frascos de 10 ml1 e manti-

dos até o momento do uso em congelador a -200C.
1.2. Amostras de diafragma e de cerebro

Foram colhidas 159 amostras de diafragma e 98
de cerebro ae suinos abatidos em Belo Horizonte e pro-

venientes do Estado de Minas Gerais. As amostras eram

acondicionadas em placas de Petri, previamente esteri-
lizadas e jidentificadas.
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As amostras de cerebro eram colhidas quan-
do da abertura da carcaga ao meio e eram representadas
pela metade do cerebro.

As amostras trabalhadas foram colhidas ao aca-
so e eram provenientes de animais que nao tinham ainda

sido submetidos a exames sorologicos para toxoplasmose.
1.3. Animais de laboratorio

0s camundongos wutilizados para isolamento,
manutencao de amostras e producao de antigenos de T.
gondii eram "Swiss", linhagem "Randon-CF-CPA", albinos,
adultos, pesando entre 18 a 20 gramas.

Para obtencao da anti-gamaglobulina suina,

foram imunizados coelhos adultos da raca Gigante Branco.

2. Técnicas empregadas
2.1. Isolamento de T. gondid

2.1.1. Diafragma
Cada amostra de diafragma pesando 30 gra-
mas, em média, apos retirada a gordura, era moida e sub-
metida a digestao peptica segundo metodo descrito  por

JACOBS & MELTON (1957).
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Apos a digestao o material era filtrado
em gaze e centrifugado a 2000 rpm durante 15 minutos.
Ao sedimento adicionava-se salina fisiologica e centri-
fugava-se (1500 rpm durante 15 minutos) por duas vezes.
Apos a segunda centrifugacao adicionava-se ao sedimento
salina fisiologica contendo antibidotico (1000 UI de pe-
nicilina G-Potassica e 1 mg de estreptomicina por ml)
até completar um volume de 5 ml, que representava a
suspensao pronta para inoculagao.

Cada amostra era inoculada em 2 camun-
dongos que recebiam 2 ml de suspensao, por via intrape-
ritoneal, sendo 1 ml logo apos a preparagao e 1 ml no

dia seguinte.

2.1.2. Cerebro

As amostras eram constituidas de varias
partes do cerebro (tronco encefalico, tialamo, encefalo
e cerebelo) e pesavam 30 gramas em média. Eram tritura-
das em gral esterilizado e apos adicao de salina fisio-
logica eram centrifugadas (1500 rpm 15 minutos)por duas
vezes, e, o procedimento a sequir, era identico ao ado-

tado anteriormente para as amostras de diafragma.
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2.1.3. Exame dos animais antes da inoculacdo

Para cada grupo de camundongos utiliza-
dos para inoculagao com amostras de diafragmas e de
cerebro, sacrificava-se um grupo constituido de 10% dos
animais, oriundos da mesma coldnia. Destes retirava-se
sangue e realizava-se reagoes soroldgicas atraves da
RSF e RIFI* para certificar-se da auséncia de toxoplas-

mose na criagao de camundongos.
2.1.4. Exame dos animais ap0s inoculacio

A partir do segundo dia apds a inoculacio,
0s camundongos eram examinados duas vezes ao dia. Dos
que morriam a partir do terceiro dia de inoculados, re-
tirava-se exsudato peritoneal que, apos ser examinado a
fresco, era inoculado em 2 outros camundongos.

Dos animais que sobreviviam, 4 semanas
apos inoculagao, colhia-se sanque do retroorbitirio uti-

lizando pipetas de Pasteur umidecidas com heparina. 0

* 0 conjugado utilizado para esta reacao foi obtido no
Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG.
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sangue era centrifugado para obtencao do plasma que,
posteriormente, era examinado atraves da RSF ou de FIFI

0s camundongos com reacgoes positivas e-
ram sacrificados e tinham seus cerebros triturados em
gral e adicionado 2 ml de salina fisioldgica. Esta sus-
pensao de cerebro era examinada a fresco, em esfregacos
corados pelo Giemsa como tambem era inoculada, por via
intraperitoneal, em lotes de 2 camundongos. Esses eram
examinados diariamente e, apos 4 dias, eram sacrifica-
dos. Retirava-se exsudato peritoneal desses animais e,
apos exame & fresco, inoculava-se em outro lote de 2
outros camundongos. Esta operacgao era repetida tantas
vezes fossem necessarias para isolamento de amostras de
T. gondid.

As amostras isoladas eram mantidas por
passagens seriadas atraves de inoculacgao, por via intra
peritoneal, de exsudato retirado dos camundongos doado-
res. A virulencia destas amostras era avaliada atraves
de percentagem de mortalidade e tempo de sobrevivencia

dos camundongos.

2.2. Reacao Sabin-Feldman

Utilizando a tecnica proposta por BROOKE &
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SULZER (1955) foram examinados soros de suinos, nos

quais eram diluidos em salina tamponada (pH 7,2) na ra-

zao 4 a partir de 1:16. Para realizagao desta reacgao

foi utilizado exsudato peritoneal de camundongos inocu-

lados com T, gondi{* 48 horas antes da reacao. 0s camun-
dongos eram do mesmo grupo usados na RIFI.

Ao exsudato peritoneal, depois de lavado va-
rias vezes por centrifugacao, adicionava-se "fator
acessorio" na proporgao de 1/5. Apos distribuia-se 0,]
ml desta mistura em cada um dos tubos contendo as di-
versas diluicoes do soro a serem examinados e aos soros
controles assim como em um tubo que 50 continham salina.

Agitava-se os tubos e incubava-os em estufa a 379C por

1 hora. Ao final deste periodo os tubos eram retira-

dos da estufa, sobre cada um pipetava-se 0,02 ml de so-

lugao alcalina de azul de metileno (pH 11), deixava-se

* Amostra cedida pelo Departamento de Parasitologia do

ICB/UFMG.
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em repouso por alguns minutos e realizava-se a leitura

ao microscopio, utilizando ocular 10 X e objetiva 40 X.
2.3. Reacgao de Imunofluorescencia Indireta (RIFI)

Para exame dos soros suinos utilizou-se a
tecnica da RIFI descrita por CAMARGO (1964) com algumas
modificagoes. As etapas do preparo e execucao da RIFI

sao descritas nos itens seguintes:
2.3.1. Preparo do antigeno

Foi utilizada amostra de T. gondi{ man-
tida em laboratdrio através de inoculagOes sucessivas
(2 em 2 dias) em camundongos.

Apos 2 dias de inoculagao retirava-se o
exsudato peritoneal com solugao de citrato de soddio
(3,8%). Ao exsudato juntava-se igual volume de salina
tamponada (pH 7,2) contendo 1% de formalina (40% p.a.).
Este material era homogeneizado rapidamente por agita-
cao, deixado a temperatura ambiente durante 30 minutos
e em seqguida centrifugado (10 minutos a 1500 rpm) para
sedimentar os parasitas. Acrescentava-se ao sedimento
salina tamponada suficiente para se obter um numero

ideal de toxoplasmas (10 a 15 por campo microscopico
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com objetiva 40 X). A suspensao de toxoplasmas era en-
tao colocada em laminas para imunofluorescéncia previa-
mentedelimitadas com pequenos circulos feitos com ade-
sivo*,

As 1aminas eram colocadas em estufa a 370C

durante um periodo de tempo suficiente para secagem do

antigeno e apos serem acondicionadas em folha alumini-
zada eram estocadas em congelador (-200C) ate o momento
do uso.

2.3.2. Obtencgao da anti-gamaglobulina suina

A anti-gamaglobulina suina destinada a
conjugacao foi obtida a partir de 2 coelhos imunizados
de acordo com 0 seguinte esquema:

a) cada coelho foi inoculado com 5 mg de gamaglobulina
suina liofilizada dissolvidas em 0,5 m1 de salina

fisiologica. Adicionava-se a esta suspensdao 1,5 ml
de adjuvante completo de Freund;

b) ap0s emulsificagao do material cada coelho foi ino-
culado com 0,8 ml em cada pata posterior e com 0,4
ml pela via subcutanea do abdomen;

c) 21 dias apods a inoculagdao verificava-se o estado de
imunizacao dos coelhos, inoculando-se 1 mg de gama-
globulina suina diluida em 0,1 m1 de salina, por via
intradérmica, no abdomen de cada animal e para ob-
servar se havia a reacao de Arthus. Alem disso o
estado de imunizagao foi avalijado, ainda, pela prova
de precipitacao em gel descrita por KUBES (1965)

* Araldite. BRASCOLA, S.A. - Sao Paulo.
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utilizando a mesma solucao usada para a reagao intra-
dermica. Quando a reacao de Arthus era positiva ou o
titulo na prova da precipitacdo em gel era igual ou
maior que 1:64 os animais eram sangrados;

o sangue dos coelhos era colhido na veia marginal da
orelha, colocado em estufa e posteriormente em gela-
deira, para obtencao do soro;

colocava-se o soro em geladeira e sob agitacao mag-
netica adicionava-se igual volume de solucdo de sul-
fato de amonia 3,52 M, onde permanecia por 24 horas;
a solucao era centrifugada a 3000 rpm durante 30 mi-
nutos. Ao sedimento resultante adicionava-se um vo-
Tume de agua destilada aproximadamente a metade do
soro original e homogeneizava-se gentilmente com uma
pipeta para que fosse obtida uma solucao homogénea;
a suspensao de gamaglobulina era novamente precipi-
tada como descrito acima (itens e e f) mas empregan-
do um volume de solucao de sulfato de amonia 3,52 M
igual ao volume da agua adicionada no Ttem f;

a solucao de gamaglobulina mantida entre 2-60C era
dialisada com salina fisiologica, freqllentemente tro-

cada ate remocao completa do sulfato de amonia.
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2.3.3. Conjugacao da anti-gamaglobulina

A concentracao da anti-gamaglobulina suf-
na foi determinada utilizando-se refratometro manual*.

A solugao de gamaglobulina foi colocada
em geladeira e sob agitacao magnetica foi adicionada,
isotiocianato de fluoresceina na proporcao de 1 mg des-
ta substancia para 40 mg de gamaglobulina. 0 isotiocia-
nato foi diluido em solucao tampio de carbonato(pH 9,0)
cujo volume era de 10% do volume de solucao de gamaglo-
bulina. A conjugacao foi processada em geladeira(2-60C)
sob agitacao magnetica, o conjugado foi passado em co-
Tuna de DEAE celulose**, montada no dia anterior e man-
tida em geladeira (4-50C).

0 conjugado foi colhido em pequenas fra-
coes conforme a tonalidade da cor, para posterior titu-
lacao.

Para titulacao do conjugado foram feitas

as sequintes diluicdes: 1:5, 1:10, 1:15, 1:20, 1:40 e

* Atago Serum Protein Refratometer; Atago Optical Works
Com. Ltd. Japan.

** DEAE-celulose-Mesh medium; capacity 0,80 meg/mg.
Sigma Chemical Co.
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1:80, em salina tamponada (pH 7,2) contendo Tween 80 a
2%. 0 conjugado foi titulado pela RIFI, wutilizando-se
soros controles positivos testados anterjormente pela
RSF.

0 conjugado foi mantido em congelador
(-200C).

2.3.4. Reacao de Imunofluorescencia Indireta

0s soros a serem testados eram diluidos
do mesmo modo empregado anteriormente na RSF. De cada
diluicdo retirava-se 0,01 ml e colocava-se sobre cada
area delimitada contendo antigeno, nas laminas prepara-
das anteriormente. Estas, antes de serem usadas, eram
retiradas do congelador e expostas ao ventilador para
secarem.

Em seguida, as laminas eram colocadas em
camara umida e mantidas em estufa a 370C durante 40 mi-
nutos. Transcorrido esse periodo eram lavadas com sali-
na tamponada (pH 7,2) e cobertas pela mesma solugao por
5 minutos. Depois eram lavadas com agua destilada e ex-
postas ao ventilador para secarem. 0 conjugado, apos
ser diluido em Tween 80 a 2%, era depositado em cada

area delimitada da lamina. As laminas eram colocadas no-
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vamente em estufa a 370C durante 40 minutos, lavadas e
colocadas para secarem conforme ja descrito. Depois de
secas, corava-se as laminas com azul de Evans, na di-
Tuigao 1:5000 em salina tamponada (pH 7,2), durante 5
minutos. Eram lavadas em agua destilada e, depois de se-
cas, cobertas com glicerina tamponada (pH 7,2) e laminu-
Tas (32 x 24 mm). A leitura da reacao era feita utilizan
do-se um microscopio binocular, objetiva de imersiao 40 X
provida de diafragma, ocular 10 X condensador de campo
escuro a oleo, iluminacdo com lampada ultravioleta HBO-

200, filtro de excitacao 4 G-2 e de barreira 0/41,
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1. Demonstracao de T. gondi{{ em amostras de diafragma e

de cérebros de suinos
1.1. Exame direto

Em nenhuma das amostras de diafragma examina-
das foi demonstrada a presenca de T. gondid atraves do
exame a fresco ou en esfregagos corados pela solugao de
Giemsa. A presencga de Sarncocystis sp., foi observada em

30% das amostras de diafragma.

1.2. Isolamento de T. gondii atraves de inoculagao

em camundongos

As amostras de T. gondid foram isoladas a
partir de cérebro de camundongos anteriormente ino-
culados com cérebro ou diafragma de suinos e que
apresentavam reagoes sorologicas positivas a RIFI.

De 20 lotes de camundongos inoculados com
amostras de diafragmas, 2 foram positivos a RSF com t7-
tulo igual a 1:16. Entretanto, nao foram sacrificados

para exame direto de cérebro e/ou tentativa de isola-
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mento de T. gondii. De outros 139 lotes de camundongos
inoculados com o mesmo material, 6 foram positivos a
RIFI com titulos 1:16 (3 lotes), 1:64 (2 lotes) e U
1024 (1 lote). Nesses lotes positivos foi demonstrada a
presenca de cistos de T. gondii no cérebro dos camun-
dongos em 1 lote (1:62), do qual foi isolado uma amos-
tra do parasita (Quadro I). Desta forma, entre 159
amostras de diafragmas inoculados, 8 (5%) foram positi-
vas 3@ sorologia para toxoplasmose, sendo isolada uma
amostra de T. gond4<.

‘Dos 98 lotes de camundongos inoculados com
amostras de cerebro de suinos, 7 (7,1%) foram positivos
3 RIFI com titulos 1:16 (2 lotes), 1:64 (4 lotes) e 1:
257 (1 lote). Em 4 desses lotes positivos (titulo 1:64)
foi demonstrada a presenga de cistos de T, gondid{ no
cerebro de camundongos e foram isoladas 4 amestras do
parasita (Quadro I).

0 numero de passagens necessarias para 0 iso-
lamento de T. gondi{ variou de 2 a 6 e as amostras
levaram de 10 a 20 dias para matar os camundongos. ApOs
adaptarem-se aos novos hospedeiros todas as amostras
mostraram-se virulentas para os camundonges, matando-

3

0s na maioria das vezes, & a 3 dias apo0s inoculacgao. Os
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titulos obtidos pela RIFI, nos soros dos suinos, dos
quais foram isoladas as amostras, variaram de 1:16 a 1:
256.

Com a finalidade de se determinar de qual or-
gao era mais facil isolar T. gondii, amostras de dia-
fragma e cérebro, provenientes de 90 suinos, tiveram
Seus resultados comparados (Quadro IT). As amostras de
cerebro apresentaram maior percentagem de isolamento

(4,4%) do que os diafragmas (1,1%).

2. Reagoes sorologicas

2.2. Comparacao da reacao de Sabin-Feldman com a

reacao de Imunofluorescéncia Indireta

Os resultados obtidos em 57 soros de suinos
examinados simultaneamente pela RSF e RIFI foram compa-
rados e houve concordancia em 48 (84,2%) soros. As con-
cordancias obtidas de acordo com os titulos foram as
seguintes: ao tTtulo 1:16, (93,3%); a 1:64, (100%); a
1:256, (75%) e a 1:4096, (100%). Em 25 soros nio rea-
gentes a RSF, a concordancia foi de 80% e § (20%) tive-

ram titulo de 1:16 na RIFI.
2.3. Imunofluorescencia Indireta

Das 900 amostras de soro examinadas, 269
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(29,9%) foram reagentes 3 RIFI com titulos que variaram
de 1:16 a 1:4096. Entre as reacoes positivas, 214(23,8%)
tiveram titulos iguais a 1:16, 48 (5,3%) iquais a 1:64,
5 (0,6%) iguais a 1:256 e 2 (0,2%) iguais a 1:4096. A
freqdencia de anticorpos dos suinos provenientes de
A 29 municipios do Estado de Minas Gerais se encontra no

Quadro ITI.

t))




QUADRO 1

Isolamento de T. gondi<{ a partir da inoculacao em ca-
mundongos de 139 diafraagmas e 98 cérebros de suinos aba- |

tidos em matadouros de Belo Horizonte, MG, 1975

RIFI ~ Diafragma Cerebro
TITULO Reagentes Isolamento Reagentes Isolamento
1:16 3 0 2 0
1:64 2 1 4 4
1:256 - -  fi 0
h 1:1024 1% 0 - -
Total 6 1 i 4

* Nao foi tentado isolamento.




QUADRO II

Isolamento de T. gondii através de inoculacao em ca-
mundongos de 90 amostras de <cérebro e de diafragma

de suinos abatidos em matadouros de Belo Horizonte,

34

MG, 1975-
Diafragma
~ Positivo Negativo Total
Cerebro
Positivo 3 4
Negativo - 86 86
Total 1 89 90
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QUADRO TI11

Freqliencia de anticorpos nela PIFI, em sorns de suinos abatidos
em matadouros de Eelo Horizonte, nrovenientes de 29 municipios
do Estado de "inas Gerais. 1974/75

) NO de Diluicoes Reagentes
Municipios exami :
nados 1:16 1:64 1:256 1:4096 NO %
Rraxa 18 6 1 - - 7 39,0
Betim 22 8 1 - - 9 40,0
Carmo do Paranaiba 38 10 3 - - 13 34,0
Conceicao das Alagoas 36 11 6 2 - 19 52,8
Contagem 3 - - - - B -
Corinto 29 5 - - - 5 17 .3
Coromande]l 37 6 6 - - 12 32,5
Cruzeiro da Fortaleza 18 3 1 - - 4 22,8
Entre Rios de Minas 16 - - - - - -
Esmeraldas 4? 6 - - - & 14,3
Felixlandia 37 11 ] - - 12 32,5
Formiga 28 12 1 - - 13 46,5
Guape 16 2 - - - 2 12,5
Guimarania 20 7 ¥ - - 14 70,0
I[tuiutaba 68 22 2 1 - 25 36,8
Jequeri 16 2 - - - 2 12,0
Joao Pinheiro 17 8 1 - - 9 53,0
Jose de Melo 16 2 - - - 2 12,0
Lagoa Formosa 23 5 2 - - 7 3045
Luz 16 1 1 1 - 3 18,8
Montes Claros 25 6 - - 1 7 28,0
Pains 24 12 1 - - 13 54,2
Patos de Minas 126 13 4 - - 17 135
Ponte Nova 16 4 3 1 1 9 56,3
Ribeirag das Neves 61 13 - - - 13 25,5
Santa Luzia 20 6 4 - - 10 50,0
Sao Pedro do Suagui 24 12 1 - - 13 54,2
Santa Vitoria 82 21 2 - - 23 28,1
Vespasiano 16 - - - - = -

Total 900 214 48 5 2 269 29,9
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5. Discussao
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A toxoplasmose e estudada atraves do isola-
mento de T. gondii ou pela determinacao de anticorpos
no soro sangtlineo. Clinicamente, a doenca em suinos &
de dificil diagndstico porque os sinais clinicos apre-
sentados sao muito variaveis, embora determinadas mani-
festagoes (dispnéia intensa, paralisia e morte precoce)
tenham sido observadas por alguns autores (HARDING &
cols., 1961; STUMM & cols., 1962) em casos de toxoplas-
mose natural.

0 método mais utilizado para o isolamento do
parasita a partir de animais & o da inoculacdo em ca-
mundongos, de Odrgdos submetidos ou ndo 3 digestio pep-
tica ou de 1iqllidos tissulares (JACOBS & cols., 1957;
KATSUBE & cols., 1968). 0 parasita pode ser demonstrado
atraves do exame direto feito em esfregagos de tecidos,
digeridos ou nao, corados pela solucao de Giemsa ou pe-
Ta imunofluorescéncia direta ou atraves de exames his-
topatologicos (FARREL & cols., 1952; MOMBERG-JORGENSEN,
1956; SATO & cols., 1958; SILVA, 1959; KOESTNER & COLE,
1960; KANEKO & cols., 1967).
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0 exame direto realizado no sedimento de 159
amostras de diafragma apos digestao peptica foi negati-
vo para T. gondidi, concordando com os resultados obti-
dos por varios autores (JACOBS & cols., 1957; AMARAL &
MACRUZ, 1969; CATAR & cols., 1969; JAMRA & cols., 1969)
e positivo para Sarcocysfds sp. em 30% das amostras. A
percentagem de Sarcocysidis sp. encontrada por varios
autores & variavel sendo, as vezes, maiores, como as
observadas por JACOBS & cols. (1957); RUIZ (1966) e
AMARAL & MACRUZ (1969) que encontraram respectivamente
43,2%, 80% e 92% de diafragmas infectados, ou menores,
como 20,2% encontradas por CATAR & cols. (1969) que as
encontradas neste trabalho. Sendo o Sarcocystis sp.fa-
cilmente visualizavel ao exame direto devido ao seu ta-
manho, essas diferencas de positividade nao dependem da
metodologia empregada pelos diversos autores mas, pro-
vavelmente, das variagoes de prevalencia do parasita
nas diversas areas estudadas.

A percentagem (0,6%) de amostra de T. gonddi<,
isolada de diafragma dos 159 suinos, e relativamente
baixa se comparada as obtidas por varios autores que
utilizaram a mesma técnica e o mesmo Oorgao utilizados

no presente trabalho. Essas diferencas de isolamento
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sao provavelmente devido a varios fatores como, por
exemplo, quantidade de amostra empregada, sorologia dos
suinos e procedéncia dos animais. JACOBS & cols. (1957)
e WORK (1967) utilizaram, respectivamente, em média 91g
e 100 g de diafragma, quantidades superiores as aqui
utilizadas (30 g), justificando em parte, as maiores
taxas de isolamento (16% e 34%) por eles obtidas. En-
tretanto, ISHII & cols. (1962) utilizando 10 g do mesmo
material, isolaram o T. gondisi de 32% dos suinos estu-
dados. Estes resultados provaveimente sao devido as di-
ferencas de prevalencia da toxoplasmose, pois, como ob-
servaram FELDMAN & MILLER (1956) para viarias especies
animais procedentes de diferentes areas geograficas ela
variou de acordo com a regiao.

Alem do isolamento de 1 amostra de 7. gondid
7 outras amostras de diafragma induziram formacao de
anticorpos nos lotes de camundongos inoculados. Em 2
lotes examinados pela RSF o titulo foi iqual 1:16 e em
outros 5 lotes examinados pela RIFI, apresentaram titu-
los de 1:16 (3 lotes), 1:64 (1 lote) e 1:1024 (1 lote).
Considerando que a amostra isolada o foi a partir de

subinoculagao de camundongos que apresentavam titulos
1:64 a RIFI e que alguns lotes de camundongos com SoOro-

logia positiva (1:16 a RSF e 1:1024 a RIFI) foram sa-
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crificados sem subinoculagao correspondente para isola-
mento. E perfeitamente aceitavel considerar as amostras
de diafragma inoculadas nestes lotes de camundongos co-
mo positivas para T. gondidi. O0s outros 2 Jlotes que
apresentaram titulo igual 1:16 a RIFI poderiam, tambem,
ser considerados como provenieites de diafragmas posi-
tivos se se considerar que CATAR & cols. (1969) encon-
traram cistos de T. gondii no :erebro de camundongos
de pelo menos 2 entre 5 camundoigos que apresentavam a
RIFI titulos que variavam de 1:2 a 1:256 e que tinham

sido inoculados com diafragma e cérebro de suinos. A
partir deste raciocinio deve se* considerado que apesar
de ter sido isolada apenas 1 amostra de T, gondid, 8
diafragmas estariam parasitados e o percentual de sui-
nos positivos seria de 5% e nao 0,6%, obtidas por isola
mento. Esse percentual de positividade se assemelha aos
obtidos por ISHII & cols. (19621 e FERNANDES & BARBOSA
(1972) que encontraram, respec:ivamente, 4,9% e 5% de
diafragmas positivos para T. gondii. Esses autores tra-
balharam com animais escolhido: ao acaso, como aqui
trabalhados, inoculando amostra: de diafragma de suinos
com sorologia positiva ou negat va. Deve ser ressaltado
que FERNANDES & BARBOSA (1972) observaram o parasita em
misculo estriado e miocardio de 2 entre 5 animais sub-

metidos ao exame histopatologico.




41

Amostras de carne de suinos destinadas ao
consumo humano, e que foram utilizadas por alguns auto-
res, forneceram taxas de isolam:nto maiores que as ob-
tidas aqui com amostras de diafragma, pois, MAITANI &
YOKAYAMA (1966) e JAMRA & cols. (1969) obtiveram, res-
pectivamente, 12,9% e 6,8% de isolamento do parasita.
Como esses resultados foram obtidos em regioces diferen-
tes, e provavel que as diferencis niao sejam devidas ex-
clusivamente ao material utilizado mas, tambem, a pre-
valencia da doenca na area de procedencia dos animais.

Outro fator, que provivelmente teve grande in
fluencia na taxa de isolamentn, foi a percentagem de
suinos reagentes para toxoplasmose levando-se em consi-
deracao que as possibilidades do isolamento sao maiores
em animais com sorologia positiva, pois, segundo alguns
autores (WORK, 1967; CATAR & cols., 1969), a medida
que aumenta o titulo nos suinos aumenta a possibilidade
de isolamento de T. gonddidi.

Se se considerasse soriente os 28 suinos soro-
logicamente positivos, o perceniual de diafragmas para-
sitados por T. gondii neste trahalho seria de 28,5% e

nao de 5% e se assemelharia aos resultados obtidos por
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outros autores, pois, se WORK (1967) tivesse trabalhado
com diafragma de 199 suinos estudados sorologicamente,
a taxa de isolamento seria de £% enquanto que, traba-
Thando com 29 suinos positivos, obteve 34%. Da mesma
forma LALLA & cols. (1967) tratalharam so0o com animais
positivos e isolaram 8,2% enquanto que se tivessem ino-
culado material de todos os 432 suinos examinados soro-
logicamente, obteriam uma taxa de 3,9%. 0 mesmo argu-
mento & valido ao se considerar que o percentual de
12,8% de isolamento obtido por WEISSTANNER (1969) pois
utilizou diafragmas de suinos jue apresentavam RSF po -
sitiva,

0 percentual de (4,1%) de isolamento de T.
gondii a partir de amostras cerzbro de suinos foi maior
que as taxas obtidas por EYLES % cols. (1959) e menor
que as obtidas por WENDE & DIENST (1961) e CATAR & cols.
(1969) que obtiveram, respectivimente, 35% e 43,3%. Es-
ta discordancia de dados provav:Imente possa ser atri-
buida a varios fatores, como 1 quantidade de cerebro
utilizada e percentual de reag:ntes. Embora EYLES &
cols. (1959) tenham trabalhado com amostras provenien-
tes de suinos com 83% de reagen:es, nao citam a quanti-

dade de cerebro utilizada, enquanto que, CATAR & cols.
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(1969) colheram amostras de suinos com 47,6% de reagen-
tes e utilizaram todo o cerebro o que, certamente, foi
a causa de maior percentagem de isolamento obtida por
esses autores, apesar de MWENDE & DIENST (1961) terem
utilizado 30 g de cerebro, quantidade iqual a usada no
presente trabalho, as amostras foram colhidas de um re-
banho com 68% dos animais reagentes enquanto que nesse
experimento, somente 29,9% dos animais eram positivos
e, dessa forma, a chance de isolamento foi menor.

A comparacao entre 90 amostras de cerebros e
90 de diafragmas colhidas do mesmo animal mostraram que
a taxa de isolamento foi maior n> cérebro (4,4%) do que
(1,1%) em diafragma. Essa diferenca foi, também, obser-
vada por CATAR & «cols., (1969) quando compararam 30
amostras de cerebro e diafragma @ isolaram 43% amostras
de T. gondii de cérebro. Acreditam esses autores que
0s cistos do parasita estao em maior numero no cérebro
ou persistem por mais tempo nesse orgao do que no dia-
fragma. Entretanto, EYLES & cols. (1959) concluiram que
a baixa percentagem de isolamen:o por eles obtida em
cérebro de suinos & devido a ma-or persistencia do pa-
rasita no diafragma, embora ndo seja excluido o fator

diferencas geograficas.
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Todas as amostras isoladas mostraram-se viru-
lentas para camundongos, matando-os entre 10 a 20 dias
apos a primeira passagem, fato esse tambem observado
por JACOBS & cols. (1957), ISHII & cols. (1962) e por
AMARAL & MACRUZ (1969). Esses ultimos autores observa
ram que somente 1 das 7 amostras por eles isoladas, o
foi na primeira passagem enquanto que as restantes ne-
cessitaram de 3 a 7 passagens para matar os camundongos

A comparacao das tecnicas de RSF e RIFI em 57
soros de suinos mostrou uma concordancia de resultados
em 84,2%. SUZUKI & cols. (1965) comparando as mesmas
tecnicas em 78 soros de suinos, verificaram concordan-
cia de titulos em 50% das amostras e recomendam o em-
prego da reacao para o diagnostico da toxoplasmose em
suinos. Em soros humanos esta comparacao foi feita por
CAMARGO (1964) e por WALTON & cols. (1966) que encon-
traram, respectivamente, 97,7% e 95% de concordancia de
titulos, sendo que ambos trabalharam com 1000 soros. A
téecnica de imunofluorescéncia indireta vem sendo larga-
mente empregada no diagnEstico da toxoplasmose humana,
porém, ainda & pouco utilizada em suinos.

O0s resultados obtidos no presente experimento
sugerem que esta reacao possa substituir a RSF, devido

as vantagens que ela apresenta, tais como: evitar o uso
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do "fator acessorio", diminuir os riscos operacionais e
apresentar maior rapidez na leitura,

0 estudo sorologico de 900 suinos demonstrou
uma freqlléncia de 29,9% de reagentes 3 RIFI, com titu-
Tos que variaram de 1:16 a 1:4096, sendo que a maioria
apresentou titulos na diluigao 1:16. Levantamentos se-
melhantes teém sido feitos por diversos autores, em vi-
rios paises, embora utilizado diferentes tecnicas
(KOSHIMIZU & cols., 1963; KANEKO & cols., 1967; CREMERS
1970; MUNDAY, 1975).

No Brasil, FERNANDES & BARBOSA(1972) examina-
ram pela RSF, 79 soros de suinos e obtiveram uma taxa
de 34,2% de reagentes, enquanto que SOGORB, S. & cols.
(1972) utilizaram a mesma técnica e verificaram 60% de
reagentes em 10 suinos examinadcs. Em outros paises co-
mo Dinamarca, WORK (1967) obteve 35,2% de positivos a
RSF em 199 soros examinados, encuanto que WEISSTANNER
(1969) na Alemanha, wutilizando a mesma tecnica, en-
controu 12,3% entre 105 suinos examinados e KOSHIMIZU &
cols. (1963), no Japao, examinando 317 soros de suinos
encontraram 80% de positivos na reacao de fixacdao de
complemento. Provavelmente, as diferencas existentes

entre as taxas obtidas nesse trabalho e a dos demais
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autores, sejam devido ao fator zmostragem, a nao ser
com a obtida por KOSHIMIZU & cols. (1963) que parece
ser devido ao tipo de reagdo, pcis eles verificaram que
entre os 80% positivos, somente 17% foram reagentes a
RSF.

Deve ser salientado que, nos matadouros onde
foram colhidas as amostras de sanqgue, a maioria dos
suinos tinham, em média, 6 a 12 meses de idade. Esse
fato provavelmente explique a major percentagem de bai-
x0s titulos obtidos pela RIFI. Possivelmente, em muitos
desses animais, a presenca de anticorpos seja de cara-
ter passivo, transferidos da mae aos filhos, como ex-

plica EYLES & cols. (1959).




6. Conclusoes
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Os resultados obtidos no presente trabalho

permitem concluir que:

1.

0 isolamento de T. gondii & mais facil a partir de
cerebro do que de diafragmas;

a reacao de imunofluorescéncia indireta pode substi-
tuir, com vantagens, a rea;ao de Sabin-Feldman no
diagnostico da toxoplasmose em suinos;

a freqiencia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii @
bastante difundida entre as criacoes de suinos do

Estado de Minas Gerais.




(s
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7. Resumo
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0 idsolamento de T. gcndiL foi feito a partir
de 159 amostras de diafragma e ¢8 de cerebros de suinos.
Do total de diafragmas inoculadcs em lotes de camundon-
gos, 8 foram reagentes a RSF e/cu RIFI, com titulos en-
tre 1:16 a 1:1024, sendo que 1 amostra do parasita foi
isolada. Dos 98 cerebros inoculados em lotes de camun-
dongos, 7 foram positivos a RIFI com titulos 1:16 a 1:
256, sendo que 4 amostras de T. gondii foram isoladas.

As amostras isoladas mostraram-se patogenicas
para camundongos. A presenca de Sarcocystis sp. foi ob-
servada em 30% dos diafragmas estudados.

A comparacao em 57 soros examinados pela RSF
e RIFI, mostrou concordancia de titulos em 48 (84,2%)
soros. A freqtlencia de anticorpcs anti-T.gondiL em 900
soros de suinos examinados pela RIFI mostrou 269(29,9%)

reagentes, com titulos que variaram entre 1:16 a 1:4096.
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