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RESUMO

Toxoplasmose é uma zoonose parasitdria com ampla distribui¢do mundial provocada pelo
Toxoplasma gondii, considerado um dos protozoarios mais bem sucedidos do planeta, pois
infecta cerca de um ter¢o da populacdo mundial. Dentre as formas de transmissdo, o consumo
de carne mal cozida, contendo cistos, tem sido considerado um fator de risco para aquisicao
desta zoonose. Uma abordagem alternativa para o controle da toxoplasmose pela ingestdo
de carne bovina seria a sorologia dos bovinos, ja que animais soropositivos albergam cistos
teciduais. Contudo, a obten¢do de soro para esta avaliagdo, nem sempre é factivel, dada a
dificuldade de coleta de sangue durante a linha de abate e sua auséncia em cortes comerciais.
O exsudato carneo é uma alternativa para deteccdo de anticorpos anti - T. gondii em cortes
comerciais de carne, que foi a proposta deste estudo para avaliar o desempenho dos testes de
Hemaglutinagdo Indireta (HI) e Aglutinagdo Modificada (MAT) quando comparados ao ELISA
usando exsudato cdrneo. Este estudo mostrou que a acuracia dos testes de aglutina¢do nio
foi viavel devido aos baixos indices de sensibilidade e especificidade quando comparados ao
ELISA. Estes dados demonstram a importancia da escolha de testes eficientes como ELISA para
aplicagdo no controle da qualidade e inocuidade de cortes comerciais de carne bovina.

Palavras-chave. toxoplasmose, exsudato carneo, seguranca alimentar, testes de aglutinacéo.

ABSTRACT

Toxoplasmosis is a parasitic zoonosis with a wide worldwide distribution caused by
Toxoplasma gondii, which is considered one of the most successful protozoa on the planet,
since it can infect a third of the world population. Among the forms of transmission,
consumption of undercooked meat has been considered as a risk factor for the acquisition of
this zoonosis. An alternative approach to toxoplasmosis control by beef ingestion could be the
serological diagnosis in cattle, since seropositives animals harbor tissue cysts. However, the
use of serum for this evaluation is not always feasible due to the difficulty of blood collection
during slaughter and its absence in commercial beef cuts. Meat exudate is an alternative for
the detection of anti-T. gondii antibodies in commercial beef cuts, which was the propose of
this study to evaluate the performance of Indirect Hemagglutination (HI) and Agglutination
Modified (MAT) tests compared to ELISA using meat exudates. This study showed that the
agglutination tests accuracy was not viable due to low sensitivity and specificity indexes when
compared to ELISA. These data demonstrate the importance of choosing accurate tests such as
ELISA for application in quality control and safety of commercial beef cuts.

Keywords. toxoplasmosis, meat exudate, food security, agglutination tests.
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Toxoplasma gondii é o parasito responsavel
pela toxoplasmose, importante zoonose que causa
infeccdo aguda e também infecgdo cronica'. O
controle de T. gondii no ambiente é alcancado
com esforcos concentrados dos setores médico,
veterinario e ambiental tornando-se, assim, um
exemplo paradigmatico do conceito de saude
unica’. Devido a alta contaminagdo ambiental,
estima-se que possam ocorrer exposicdes multiplas
ao longo da vida dos hospedeiros, definitivos ou
intermediarios, dentre eles o0 homem, aumentando
o risco de infec¢do’. A importancia da toxoplasmose
estd associada ao fato de ser cosmopolita, altamente
difundida, e pela possibilidade de causar infecgoes
graves, com lesoes irreversiveis e morte’. Estima-se
que um ter¢o da populagdo mundial humana ja foi
infectada por T. gondii®, sendo descritas prevaléncias
de 15% a 85%, variando de acordo com o nivel socio
econdmico, areas geograficas, fatores climaticos,
habitos culturais, alimentares e idade®.

Um dos principais fatores da alta
prevaléncia dessa zoonose ¢ a ingestdo de alimentos
contaminados, seja com oocistos ou cistos teciduais,
que estd relacionado com o nivel de educagio
sanitaria da populagdo, o qual representa uma pratica
imprescindivel no controle e preven¢do da doenga.
A relevancia da toxoplasmose para a saude publica
esta associada ao grande numero de infecgdes
em gestantes e individuos imunocomprometidos
como portadores do virus HIV’. T. gondii apresenta
varias vias de transmissao em potencial, podendo
o hospedeiro entrar em contato com o agente
via transplacentdria, ou apds o nascimento por
mecanismos de transmissdo horizontal’. Dentre
eles, destaca-se a ingestdo de cistos contidos em
carnes, produtos carneos ou consumo de visceras de
animais infectados®®. Os cistos teciduais, presentes
nos cortes comerciais de carne, apresentam tamanho
variavel, entre 10 a 100 um, sendo que os cistos
jovens sdo frequentemente pequenos, contendo
somente dois bradizoitos em seu interior, enquanto
os maduros podem conter milhares deles. O
tamanho dos cistos também pode variar de acordo
com a sua localizacdo, sendo os encontrados no
cérebro, geralmente, menores do que os localizados
no musculo esquelético’.
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Em condi¢bes experimentais, animais
destinados ao consumo humano como bovinos,
suinos, ovinos e caprinos, apresentam resposta
imunolégica e formagdo de cistos teciduais,
mostrando-se susceptiveis a infec¢ao por T. gondii.
Em relacio a infec¢do natural, a maioria dos animais
de produgdo soropositivos para toxoplasmose ja
demonstraram albergar o parasita, na forma cistica,
em cortes comerciais de carne’.

Em relagdo aos bovinos, a ingestio de
pastagens contaminadas por oocistos é a principal
via de transmissao'’, por isso o sistema de cria¢ao
extensivo, muito comum no Brasil, favorece a
infecgdo por T. gondii nessa espécie'’.

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos
métodos parasitologicos e moleculares para
detecgdo de cistos de T. gondii na carne de diferentes
espécies animais, visando o aprimoramento de
medidas de controle e prevencao da toxoplasmose?,
porém a aplica¢ao destes métodos nem sempre é
viavel para o controle em larga escala, por apresentar
avaliacbes analiticas longas e equipamentos e
insumos especificos. Uma abordagem metodoldgica
factivel para o controle da toxoplasmose pelo
consumo de carne bovina é detec¢do de anticorpos
especificos no soro®. Contudo, a obtengdo de soro
para esta avaliacdo, nem sempre é possivel, dada a
dificuldade de coleta durante a linha de abate do
animal em matadouros comerciais e auséncia deste
material em cortes comerciais ja processados para
comercializacao. Nestes casos, o exsudato carneo
¢ um material bioldgico alternativo para detecgao
de anticorpos anti-T. gondii em amostras de carne
bovina'2.

Com o objetivo de auxiliar no
controle da qualidade da carne bovina frente
a toxoplasmose, avaliou-se o desempenho
dos testes de Hemaglutinagdo Indireta (HI) e
Aglutinagdo Modificada (MAT), comparados ao
ensaio imunoenzimatico (ELISA) em exsudatos
de cortes comerciais bovinos. Este trabalho
permitiu determinar os indices de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo e concordancia dos testes
de aglutinagdo. Os testes de aglutinacao (HI e
MAT) permitem a pesquisa de imunoglobulinas
especificas em  laboratérios com  menor
infraestrutura e poderiam ser aplicado em condigoes
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de campo, principalmente, por ndo exigirem o uso de
equipamentos de alta complexidade, possibilitando
a aplicagdo do exsudato carneo como material
biologico para detecgdo de anticorpos anti-T. gondii
em cortes comerciais de carne bovina.

Para a compara¢ao do desempenho dos
testes de aglutinagdo na detecgdao de IgG
anti-T. gondii, foram ensaiadas 89 amostras,
sendo 32 reagentes e 57 ndo reagentes, de
exsudatos carneos de cortes comerciais de carne
in natura adquiridas no varejo. As amostras foram
previamente ensaiadas pelo ELISA, considerado
método de referéncia para detecgdo de anticorpos
IgG, segundo padronizacdo de Mecca et al®,
adaptado para amostras de bovinos'~.

Como controles positivos e negativos
das reagdes foram utilizados exsudatos carneos
provenientes de animais previamente infectados e
ndo infectados confirmados pelo ELISA™.

As amostras foram processadas de acordo
com o protocolo preconizado por Mecca et
al”?, onde os exsudatos carneos foram diluidos
em tampdo Tris/HCl (10mM, pH 7,5), NH,CI
(150mM), NaNO, (ImM) e NaN, (ImM) para
lise de eritrdcitos e conversao da hemoglobina em
um composto estavel, que permitiu a mensuragao
da quantidade de sangue por espectrofotometria
em comprimento de onda por filtro de 540 nm.
Apos diluigdo de todas as amostras numa
mesma concentragdo de sangue, os exsudatos
foram ensaiados simultaneamente nos testes de
aglutinacao.

Hemaglutinagao indireta (HI)

Os testes de Hemaglutinagao Indireta (HI)
para deteccdo de anticorpos IgG anti-T. gondii
em amostras de exsudato carneo bovino foram
realizados com o kit comercial Imuno-Hai Toxo
(Wama®) seguindo as especificagdes do fabricante.
Foram adicionados 25 pL do exsudato carneo em
placas de microtitulagdo descartaveis, com fundo
em “V” de 96 cavidades, seguida da adi¢do de 25 pL
da suspensdo de hemadcias sensibilizadas com
componentes de Toxoplasma gondii. As placas
foram agitadas por vibragdo mecéanica por 3 a 4
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minutos e mantidas em repouso por 1 a 2 horas
em temperatura ambiente (20°C) em bancada
fixa livre de vibragdes. Apds esse periodo, foi
realizada a leitura macroscopica das placas,
considerando como positivas as reagdes que
resultaram na formacio de uma rede ou malha
semitransparente sobre o fundo das cavidades.
Por outro lado, as reagdes foram consideradas
negativas quando houve a formagdo de um botao
escuro, nitido, uniforme e sem halo reagente no
fundo das cavidades. Foram aplicados na placa,
controles positivo e negativo, constantes no kit
comercial para comparagao dos resultados.

Teste de aglutinacao modificada (MAT)

Para o teste de aglutinacao direta
modificada (MAT) foram confeccionadas glacas
de 96 pogos de fundo em “V” (Costar ), de
acordo com o protocolo descrito por Desmonts
e Remington' com algumas modificagdes. Para
a produgao do antigeno, taquizoitos da cepa RH
(tipoI),mantidosnoLaboratériodeProtozoologia
do IMT-USP por inoculagao em camundongos
Swiss, foram filtrados do lavado peritonial e
diluidos 1:1 (v/v) em solugdo de formaldeido 6%.
Posteriormente, essa solugdo foi centrifugada
a 600 g por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspendido em
solucdo fisioldgica por mais duas vezes para
limpeza e retirada dos debris celulares. Em
seguida, os parasitas foram suspensos em tampao
borato pH 8,7 e quantificados em camara de
Neubauer para ajuste da solugdo em concentragao
final de 10° taquizoitos/mL. Em seguida, foi
padronizada a concentragao ideal de taquizoitos
a partir de dilui¢oes seriadas na base 2 partindo-
se de 1/2 até 1/128 de antigeno diluido em
tampao borato pH 8.2, contendo Azul de Evans.
Foram testados soros bovinos conhecidamente
positivos e negativos, nas dilui¢des 1/10, 1/100
e 1/1000, previamente ensaiados por ELISA.
Apéds a padronizagdo, foram adicionados 25
uL das amostras de exsudatos, diluidas 1:2 em
tampao Tris/HCI (10 mM, pH 7,5), NH,CI (150
mM), NaN, (1 mM) e azida sédica (1 mM),
anteriormente ensaiadas pelo ELISA, seguidos de
25 uL de tampao Borato pH 8.2, contendo 0,2% de
Azul de Evans e posteriormente 50 pL do antigeno.
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As placas foram homogeneizadas manualmente e
mantidas em temperatura ambiente por 18 horas
(20°C). A partir da leitura macroscépica do teste,
foram consideradas positivas todas as reacoes que
resultaram na formagdo de uma rede ou malha
semitransparente sobre o fundo das cavidades.
Por outro lado, as reacdes foram consideradas
negativas quando se formou um botao escuro,
nitido, uniforme e sem halo reagente no fundo.

Analise estatistica

Os indices de sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivos e negativos bem como
os intervalos de confianca de 95% para propor¢des
e a concordancia entre os testes (indice kappa) foram
estimados utilizando o programa Epilnfo 6.01., sendo a
reacdo de ELISA considerada como teste de referéncia.

Hemaglutinagao Indireta (HI)

Os resultados da HI apresentaram baixa
concordancia com os resultados do ELISA (método
de referéncia), com baixos indices de sensibilidade,
especificidade e valores preditivos positivos e negativos
(Tabela 1). No total de 32 amostras positivas, reagentes
no ELISA, somente 5 amostras foram positivas
pelo HI, apresentando, portanto, 27 amostras falso-
negativas. Este fato pode estar relacionado a provavel
interferéncia na ligagdo das imunoglobulinas da classe
IgG presentes no exsudato, podendo haver competicao
nos sitios de ligagdo do complexo antigeno anticorpo,
diferentemente em ensaios com amostras de soro'.

Teste de aglutinacao modificada (MAT)

Semelhante aos resultados da hemaglutinagao
indireta, os resultados do MAT apresentaram baixa
concordancia com os resultados do ELISA (método
de referéncia), com baixos indices de sensibilidade,
especificidade e valores preditivos positivos e negativos
(Tabela 2). Da mesma forma que a HI, houve uma
discrepancia dos resultados das amostras no MAT
quando comparados ao ELISA, no qual somente 07
do total de 32 amostras positivas, foram reagentes,
apresentando, portanto, 25 amostras falso-negativas.

A menor sensibilidade verificada no HI em
relagdo ao MAT, quando comparados ao ELISA, pode
estar relacionada ao fato do teste comercial apresentar
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quantidade especifica de antigeno, padronizada para
a deteccao de anticorpos em amostras de soro, nao
sendo possivel estabelecer doses padronizadas para
teste em exsudatos carneos'.

Tabela 1. indices de sensibilidade,
especificidade e valores preditivos positivos e negativos para a

reacdo de HI comparada ao método de referéncia (ELISA) para

Determinacdo dos

amostras de exsudato bovino

HI ELISA
Positivo Negativo Total
Positivo 05 08 13
Negativo 27 49 76
Total 32 57 89

Sensibilidade: 15.6% (I1.C.95% = 5.9 — 33.5)
Especificidade: 86.0% (I.C. 95% = 73.7 - 93.3)

Valor Preditivo Positivo: 38.5% (I.C. 95% = 15.1 - 67.7)
Valor Preditivo Negativo: 64.5%(1.C. 95% = 52.6 — 74.9)

Tabela 2. Determinagdo dos indices de sensibilidade,
especificidade e valores preditivos positivos e negativos para
a reagdo de MAT em relacio ao ELISA para amostras de

exsudato bovino

MAT ELISA
Positivo Negativo Total
Positivo 07 10 17
Negativo 25 47 72
Total 32 57 89

Sensibilidade: 21,9% (I.C.95% = 9.9 - 40.4)
Especificidade: 82,5% (I.C. 95% = 69.6 — 90.0)

Valor Preditivo Positivo: 41,2% (I1.C 95% = 19.4- 66.5)
Valor Preditivo Negativo: 65,3% (I.C 95% = 53.1 - 75.9)

Os resultados obtidos, neste trabalho,
denotam que a aplicagdo dos testes de aglutinacao
paraamostras de exsudato carneo bovino foilimitada,
quando comparada aos resultados do ELISA,
permitindo verificar algumas particularidades
que parecem estar relacionadas a espécie animal
estudada, pois dados da literatura mostram que o
teste de aglutinagao modificado (MAT) apresentou
altos valores de sensibilidade e especificidade para
amostras de esxudato carneo de coelho®. Este
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tipo de problema pode ser decorrente da forma de
exsanguina¢do do animal durante o abate, restando
mais sangue na carne bovina “carne vermelha” do
que na carne de coelho que apresenta coloragiao
résea. Além disso, a quantidade de mioglobina
presente na fibra muscular da carne bovina e liberada
durante o processo de ruptura da fibra muscular pelo
descongelamento da carne é superior ao da carne de
coelho, fator que poderia influenciar na mensuragao
de sangue presente no exsudato bovino pela
espectrofotometria. Resultados falso negativos foram
também obtidos por outros autores em ensaios com
o Kit comercial PrioCHECK Toxoplasma AB para
amostras de exsudato carneo suino’.

Os testes de HI e MAT para bovinos
apresentaram resultados favoraveis para as amostras
de soro'?, em infeccdo experimental, porém para
as amostras provenientes de exsudatos de cortes
comerciais, os indices obtidos foram inferiores,
com baixa concordéancia em relagdo ao ELISA. Estes
achados podem estar relacionados ao volume e a
quantidade de proteinas totais e outros componentes
do exsudato carneo bovino, incluindo a presenca
de grande quantidade de material adiposo. Esta
questdo ¢ plausivel pelo proprio aspecto do
exsudato bovino que apresenta maior numero de
componentes precipitados apds centrifugacao, além
de maior quantidade de sangue e intensidade de cor
vermelha. Assim, a maior quantidade de proteinas
ndo especificas presentes nas amostras de exsudatos
bovinos poderiam influenciar a reagao de aglutinagao
dos anticorpos IgG especificos com os epitopos
antigénicos do T. gondii, ja que estas proteinas
poderiam competir com os sitios de ligacao do
antigeno, impedindo a formagdo do imunocomplexo,
o que explicaria os resultados falsos negativos
encontrados em nossos testes de aglutinacgdo.
Outro aspecto importante, que deve ser levado em
consideragdo, ¢ o elevado grau de vascularizacao
da carne bovina que permite a liberacdo de uma
quantidade maior de sangue e exsudato carneo,
necessitando de mais diluente na solucdo final a
ser ensaiada. Outro ponto que deve ser ressaltado
¢ a resposta imunoldgica intrinseca de cada espécie
em relagdo a infecgao por T. gondii. Estudos relatam
que os bovinos sdo mais resistentes a infecgdo pelo
protozoario quando comparados a outras espécies
animais, apresentando menor titulo de anticorpos

e menor numero de cistos teciduais que as demais
espécies de produgao®. Alguns autores relatam que
o risco de infec¢ao por T. gondii pela ingestio da
carne bovina pode estar associado a fatores como
adulteracdo dos produtos carneos bovinos, com o
proposito de baratear o produto, por adi¢do de carne
de outras espécies mais contaminadas com cistos
do parasito'®, como por exemplo, a carne suina.
Contudo, cistos teciduais de T. gondii foram isolados
em visceras de bovinos naturalmente infectados'®
foi demonstrado que os mesmos podem permanecer
vidveis por periodos superiores ha trés anos em
coragdo, lingua e figado'

Assim, é necessario enfatizar que os testes de
aglutinagdo, utilizando o exsudato cdrneo, devem ser
rigorosamente padronizados e avaliados para cada
espécie animal antes de serem utilizados como testes
de triagem, ja que podem sofrer agdo inespecifica dos
constituintes do exsudato como demonstrado neste
trabalho para amostras de bovinos. Vale ressaltar a
importancia deavaliar a sensibilidade e especificidade
dos métodos analiticos frente a um método de
referéncia, garantindo resultados confiaveis.

O presente estudo denota a importancia
do desenvolvimento de técnicas diagnodsticas
alternativas para amostras de alimentos, consideradas
matrizes complexas. A aplicagdo do exsudato
carneo como material bioldégico é um método
factivel, recentemente empregado, que possibilita
a otimiza¢do das andlises em cortes comerciais de
carne. Os resultados dos testes de aglutinagao HI e
MAT na detecgdo de anticorpos anti-T. gondii em
exsudatos carneos bovinos provenientes de cortes
comerciais revelaram baixos indices de sensibilidade
e especificidade quando comparados ao ELISA
que foi considerado método de referéncia. Quando
comparados os resultados dos testes de aglutinacao,
o MAT apresentou uma maior sensibilidade, com
um numero menor de amostras falso negativas em
relacdo ao HI, fato este que pode estar relacionado a
padronizagdo da reacao, diferentemente do HI que
foi aplicado um kit comercial. Apesar dos resultados
obtidos neste trabalho demonstrarem a baixa
sensibilidade dos métodos de HI e MAT, outros
parametros destes testes poderdo ser avaliados em
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estudos futuros visando a utilizacio dos mesmos
para deteccio de imunoglobulinas especificas em
exsudato carneo. Vale ressaltar que pela primeira vez
foi aplicado o exsudato carneo em testes comerciais,
sendo relevante os achados para nortear pesquisas
futuras, principalmente no controle de alimentos
frente a patdgenos intrinsecos.
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