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RESUMO

Toxoplasma gondii € um protozoario de parasitismo intracelular obrigatorio, capaz de infectar
diversas espécies de hospedeiros vertebrados, incluindo o homem. Infec¢gbes por T. gondii manifes-
tam-se,emgeral, de formaassintométicaemmacacosdo Velho Mundo, deformaqueasuscetibilidade
ao agente e a sua patogenicidade sejam similares ao que ocorre na espécie humana. O carater
oportunista do agente, assim como para a espécie humana, também se aplica ao T. gondii no caso de
infec¢des em macacos do Velho Mundo, pois condi¢des que favoregam o estabelecimento de estado
imunossupressivo podem predispor estes animais a toxoplasmose aguda. O presente trabalho teve
como objetivo realizar a investigagdo soroldgica para a infeccdo por T. gondii em macacos Rhesus
mantidosem umacol6niano Municipio de Sdo Paulo. Foi comparado o desempenho de duas técnicas
sorologicas, areagdo deimunofluorescénciaindireta (RIFI) e areagdo de aglutinagcdo com antigenos
modificados (MAT). Dos resultados, desprende-se que a prevaléncia da infeccdo é de 17,5% e 20,0%
guando determinadapelo MAT e RIFI, respectivamente. As analises estatisticas indicam inexisténcia
de diferenca entre os resultados das provas. Aspectos relacionados a ocorréncia e transmissdo da
toxoplasmose na coldnia em tela sdo discutidos.
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ABSTRACT

SEROLOGICAL INVESTIGATION OF TOXOPLASMA GONDII INFECTION IN MACACA
MULATTA. Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite which infects a wide range of
mammals, including man. Infections in Old World monkeys are generally asymptomatic. The
pathogenicity of the agent to Old World monkeys and their susceptibility to the agent resemble
those of man. Opportunisticinfection often occursinimmunocompromised animals predisposing
themtoacute toxoplasmosis. The present paper aimed to study the prevalence of serical antibodies
to T. gondii in Rhesus monkeys kept in captivity. Performance of two serological tests, the
immunofluorescentantibodies test (RIFI) and modified agglutination test (MAT) were compared.
From the results it could be inferred that the seroprevalence of T. gondii antibodies is 17.5% and
20.0%, according to MAT and RIFI respectively. The statistical analyses indicate no differences
between the results of both tests. Issues concerning the occurrence and transmission of T. gondii
in the colony are fully discussed.
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Toxoplasmagondii € um protozoario de parasitismo
intracelular obrigatério, capaz de infectar diversas
espécies de hospedeiros vertebrados, incluindo o
homem (Dugey, 1993). Embora infec¢Bes crénicas em
seres humanos sejam, na maior parte das vezes,
assintomaticas, T. gondii tem emergido como um
importante patégeno oportunista em pacientes com

AlDSdevidoaimunodeficiéncia (McCage & REMINGTON,
1988; Lurt et al., 1993).

Sinais clinicos e achados de necrdpsia, observa-
dosem infeccBes experimentaisemmacacosdo Velho
Mundo mostraram que estes animais sofrem, na mai-
oriadasvezes, infec¢gdes nao letais porT. gondii (Wone
& Kozek, 1974; Nerv-Guimaraes et al., 1971; CoweN &

2 |nstituto Butantan, Divisdo Biotério Central, Sdo Paulo, SP, Brasil.
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Woir, 1945) que normalmente desenvolvem-se de forma
crénica(Drarret al., 1971; Arauo etal., 1973, Wonc et al.,
1974), de forma que a suscetibilidade ao agente e a
patogenicidade do mesmo sejam similares ao que ocorre
na espécie humana (Won etal., 1974). O carater oportu-
nista do agente, assim como para a espécie humana,
também se aplicaao T. gondii no caso de infecgdes em
macacosdoVelhoMundo, poiscondic¢desquefavorecam
0 estabelecimento de estado imunossupressivo podem
predispor estes animais a toxoplasmose aguda (Wonc&
Koz, 1974; Wone et al., 1974). Pneumonia, miocardite,
meningoencefalite e broncopneumonia séo sinais clini-
€os mais comuns em macacos do Velho mundo acometi-
dos por toxoplasmose aguda (Wons et al., 1974).

Estresse de captura e estresse promovido por pro-
cedimentos experimentais sdo exemplos de condi-
¢des que podem levar macacos a imunossupressao e
consequente reativagdo de infeccdo latente, fazendo
comqueainfeccdo porT. gondiipossarepresentarum
risco paraanimais utilizadosem experimentos (Wone
& Kozek, 1974).

Face ao que foi exposto, torna-se claraaimportancia
da toxoplasmose em primatas mantidos em cativeiro
parafinsdeexperimentacéo cientifica. O presentetraba-
Ihotemcomo objetivoreportarainvestigacdosorologica
para infeccdo por T. gondii em macacos mantidos em
umacoldnia,comvistasao estabelecimento de medidas
de profilaxia e controle. Ainda, objetivou-se comparar
duas provas para o sorodiagnostico da infecgédo por T.
gondii em macacos, a reagdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e a reacdo de aglutina¢do com antigenos
modificados (MAT).

Para tanto, foram testados os soros de 40 animais
pertencentes a espécie Macaca mulatta, conhecidos po-
pularmente como macacos Rhesus. Os animais pro-
vém de uma coldnia mantida pelo Instituto Butantan
de Sdo Paulo, constituida por 7 machos adultos, 13
fémeas adultas, 6 filhotes jovens e 14 filhotes infantis.

Os animais foram sedados com cloridrato de
gquetaminaassociadoao relaxante muscular cloridrato
de di-hidrotiazina, administrados por via intra mus-
cular. Acolheitadesanguefoifeitaporpungdodaveia
femoral sem anti-coagulante e o soro, obtido por
centrifugacdo a 1.500 g por 10min. foi estocado a -20°
C até o momento do uso.

Para a deteccédo da presenca de anticorpos anti-T.
gondii,asamostras de soro dos macacos foram subme-
tidas a RIFI segundo Camarco (1967). Amostras de
soro, em dilui¢des seriadas na base dois, a partir de
1:16, foram incubadas a 37° C durante 30min, em
camaraumida. Apés 3 lavagens por 10min.com PBS,
as laminas foram secas e conjugado (anti-macaco
obtido em coelhos, Sigma™, St Louis, USA) previa-
mente diluido em solucao de PBS contendo Azul de
Evans0,01% foi adicionado. Ap6s 30min, em camara
Umida, a 37° C foram realizadas novas lavagens e as

laminas foram montadas. Em todas as laminas havia
soros controle positivo e negativo, os quais orienta-
ram a interpretacdo da correspondente reagao.

Para o teste de soroaglutinacdo (MAT) foi utiliza-
da a técnica descrita por Dugey & DesmonTs (1987). O
MAT foirealizadoem placas de 96 orificioscomfundo
emU eossorostestadosemdilui¢cBes seriadas nabase
dois, a partir de 1:25.

Paraambasastécnicassorologicas, foram utiliza-
dos para controle soros positivos de Cebus apella e
Erythrocebus patas, gentilmente cedidos pela Prof2 Dr2
Rosangela Zacharias Machado, FCAV UNESP,
Jaboticabal, SP. Foram considerados positivos paraa
presencade anticorpos anti-T. gondii soros cujos titu-
losfossem maioresouiguaisal6 paraaRIFle maiores
ou iguais a 25 para o MAT.

Asseguintes andlises estatisticas foram feitas para
acomparacaoentreaRIFleoMAT: otestede McNemar
(McNEewmar, 1947, apud SieceL, 1981) foi utilizado para
avaliaraigualdadeentreaspropor¢des de positividade
geradas por cada uma das técnicas. Ainda, a concor-
dancia entre as provas foi aferida pela avaliacdo do
coeficiente Kappa (Cohen, 1960) enquanto o teste exato
de Fisher (FisHer, 1970, apud PetrE & WaTsoN, 1999) foi
utilizado paraavaliar aconcordanciaentre os resulta-
dosdasprovasnomesmoindividuo.Paraamedidada
correlagdo entre a magnitude dos titulos alcangados
pelas provas foi empregado o coeficiente de correlagao
por postos de Spearman (r) (SieceL, 1981).

Aprevalénciadainfeccéo foi de 20% (8/40) quan-
do determinada pela RIFI e de 17,5% (7/40) quando
determinada pelo MAT. Dos animais positivos pela
RIFI, 3 foram positivos com titulo 16, 1 com titulo 32,
1 com titulo 64, 1 com titulo 128, 1 com titulo 512 e 1
com titulo 1024. Dos animais positivos pelo MAT, 3
foram positivos com titulo 25, 2 com titulo 50, 1 com
titulo 200 e 1 com titulo 400. Entre as 8 amostras
positivas pelaRIFI (titulo=16), 6 foram positivas pelo
MAT (titulo = 25), enquanto entre as 32 amostras
negativas pelo RIFI, uma foi positiva pelo MAT. Os
resultados da RIFI e MAT, com seus respectivos titu-
los sdo mostrados na Tabela 1 de contingéncia.

Osresultados destainvestigacdo demonstram que
as técnicas soroldgicas empregadas paraadetec¢do de
anticorpos anti-T. gondii ttm uma concordéancia subs-
tancialquandoavaliadaspeloindice Kappa(k=0,7540).
Pelo teste de significAncia, a concordancia no mesmo
individuodemonstraandoindependénciaentre o MAT
eaRIFl,enquanto, peloteste McNemar, ndo hadiferenca
significativaentre as proporcdes de positividade, inde-
pendentemente de concordancia dos resultados, para
um mesmo individuo. O intervalo de confianga 95%
para a diferenca entre as positividades estd compreen-
dido entre -6% e 11% em favor da RIFI. Em conjunto, as
analises estatisticas indicam inexisténcia de diferenca
de positividade entre as provas.
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Investigagdo soroldgica de infeccdo por Toxoplasma gondii em coldnia de macacos da espécie Macaca mulatta.

Tabelal-Tabeladecontingénciaparaarepresentacao dos resultados das provas soroldgicas para deteccédo de anticorpos

anti-T. gondii em soros de macacos Rhesus.

RIFI® Total
0 16 64 128 512 1024
0 31 2¢ 33
25 1 1 3
MAT? 50 1 1 2
100 0
200 1 1
400 1 1
Total 32 3 1 1 1 1 40

2 Titulos empregados no MAT
b Titulos empregados na RIFI

¢Os valores dispostos no quadro interno da figura representam o nimero de amostras reagentes para cada titulo, para
cada provasoroldgica. Por exemplo, dois soros foram reagentes pela RIFI com titulo 16, mas nao foram reagentes pelo

MAT (titulo nulo).

Em relacdo a concordancia entre os titulos alcan-
cados pelas provas, verifica-se que existe correlacao
positiva altamente significante (r = 0,8126, intervalo
de confianga 95% para r compreendido entre 0,6657
a 0,8989 e valor de p < 0,0001).

Todos os animais positivos sdo adultos nascidos
antesde 1995, excetoumanimal de 18 meses cujamae
testou positiva para a toxoplasmose por ambas as
técnicas soroldgicas. Vale ressaltar que todos os ani-
mais em estudo nasceram e desde entdo vém sendo
criados na coldnia em estudo.

Na coldnia em estudo, os animais sé&o mantidos
emviveirosexternosou gaiolas paracasais, cobertos
por telas de alambrado com malha de 10 cm. Os
viveiros sdo divididos para alojarem grupos famili-
ares diferentes, incluindo uma creche, que hospeda
0s animais ap6s o desmame. Os animais recebem
racdo formulada exclusivamente para a espécie.
(Nuvilab; Ministérioda Agriculturae Reforma Agra-
ria, Brasil). Suplementa-se ainda com ovos, paes,
frutase vegetaisdaépoca. Combase nestas informa-
cOes e considerando-se as vias de transmissdo doT.
gondii, os animais soropositivos podem ter entrado
em contato com o parasito pelo consumo dadietaque
Ihesé oferecida, porintermédio daingestdode oocistos
esporulados contaminantes de frutas e vegetais.
Entretanto, as condi¢des doviveiro permitemainva-
sdo da colbnia por animais como aves ou roedores
gue podem ser predados pelos macacos. De fato, a
predacédo de roedores como fator de risco para a
infeccdo por T. gondii ja foi especulada por EripHANIO
et al. (2000) como tentativa paraexplicaraocorréncia
de toxoplasmose aguda, em quatro saguis-impera-
dores (Saguinus imperator) e quatro micos-ledes-de
caras-douradas (Leontopithecus chrysomela) manti-
dos em cativeiro.

Pelos resultados, concluimos que a técnica de
aglutinacdo como descrito por Dusey & DesmMoNTs
(1987) pode ser empregada em estudos de triagem
para o sorodiagnostico da toxoplasmose em maca-
cos Rhesus. Ainda, o manejo adotado paraacriagao
em estudo permite a ocorréncia de infec¢des por T.
gondii.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Araulo, F.G.; Wong, M.M.; THEs, J.; REmingTON, J.S. Experi-
mental Toxoplasma gondii infection in a nonhuman
primate. Am. J. Trop. Med. Hyg., v.22, n.4, p.465-472,
1973.

Camarco, M.E. Improved technique of indirect
immunofluorescence for serological diagnosis of
toxoplasmosis. Rev. Inst. Med. Trop. Sao Paulo,v.6,n.1,
p.117-118, 1967.

CocHran, W.G. Some methods for strengthning the
common X2 tests. Biometrics, v.10, p.417-451,
1954.

Coren, J. A coefficient of agreement for nominal scales.
Educ. Psychol. Measurem., v.20, p.37-46, 1960.

Cowen, D. & Wolf, A. Toxoplasmosisinthe monkey: acute
fatal infection experimentally produced in a young
Macaca mulatta. J. Infect. Dis., v.77,n.1, p.144-157,1945.

Drarer, C.C.; Kirrick-Kinbrick, R.; HutcHison, W.M.;
GarNHAM, P.C. Experimental toxoplasmosis in
chimpanzees. Br. Med. J., v.15, n.2(758), p.375-378,
1971

Dugey, J.P. & Desmonrs, G. Serological responses of equids
fed Toxoplasma gondii oocysts. Equine Vet. J., v.19, n.3,
p.337-339, 1987.

Dugev, J.P. Toxoplasma, Neoplasma, Sarcocystis and other
tissue cyist-forming coccidea of human and
animals. In: Kreier, P.J. (Ed.)Parasitic Protozoa,Cold
Spring Harbor: Cold Spring Harbor Press, 1993.
p.1-56.

Arg. Inst. Biol., S&o Paulo, v.71, n.4, p.507-510, out./dez., 2004

509



510

E.J.G. Valentini et al.

EripHANIO, S.; GuiMARAES, M. A.; FebuLLo, D.L.; Correa, S.H.;
Catao-Dias, J.L. Toxoplasmosisin golden-headed lion
tamarins (Leontopithecus chrysomelas) and emperor
marmosets (Saguinus imperator) in captivity, J. Zoo
Wildl. Med., v.31, n.2, p.231-235, 2000.

FisHer, R.A. Statistical methods for research workers.
Edinburgh: Oliver and Boyd, 1970.

KenbaLL, M. G. Rank correlation methods. London: Griffin,
1948.

Lurr, B.J.; H AFNER, R.; Korzun, A.H.; LeporT, C.; ANTONISKIS D.;
BosLeRr, E.M.; BourLaND, D.D.; UTTAMCHANDANI, R.; FUHRER,
J.;Jacosson, J. Toxoplasmicencephalitis in patientswith
the acquired immunodeficiency syndrome.N. Engl.J.
Med., v.30, n.329(14), p.995-1000, 1993.

McCaegg, R. & ReminGTON, J.S. Toxoplasmosis: the time has
come. N. Engl. J. Med., v.318, n.5, p.313-315, 1988.

McNEewmar, Q. Note onthe sampling error of the difference
between carrelated proportions of percentages.
Psychometrika, v.12, p.153-157, 1947.

Nery-GuimaraEes, F.; RANKEN, A.J.; (Hacas, W.A.
Toxoplasmosis in honhuman primates. |. Natural
infection in Macaca mulattaand Cebus apella. Mem.Inst.
Oswaldo Cruz, v.69, n.2, p.77-87, 1971.

PetriE, A. & WaTson, P. Statistics for veterinary and animal
science. Oxford: Blackwell Science, 1999. 243p.

SieceL, S. Estatisticando paramétrica. Sao Paulo: McGraw-Hill
do Brasil, 1981. 350p.

Wone, M.M. & Kozek, W.J. Spontaneous toxoplasmosis in
macaques: a report of four cases. Lab. Anim. Sci., v.24,
n.2, p.273-278, 1974.

Wone, M.M.; Theis, J.; Karr, S. J.R. Experimental
toxoplasmosis in the stumptailed macaque (M.
arctoides). J. Med. Primatol, v.3, n.3, p.195-212,
1974,

Recebido em 18/3/04
Aceitoem 17/12/04

Arg. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.71, n.4, p.507-510, out./dez., 2004



