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RESUMO

Toxoplasma gondii € um protozodrio de distribui¢do mundial que infecta praticamente todos os
vertebrados homeotérmicos, incluindo o ser humano. Apesar do género Toxoplasma ser
considerado monoespecifico, trés linhagens clonais cldssicas sdo descritas para isolados
principalmente da América do Norte e Europa. Entretanto, estudos vem mostrando que diversos
isolados encontrados, particularmente no Brasil, sdo diferentes dos tipos cldssicos, com a
presenca de linhagens clonais especificas e gendtipos atipicos. Com o objetivo de isolar e
caracterizar genotipicamente cepas do referido protozodrio encontradas em galinhas de criagdo
livre naturalmente infectadas nos municipios da ilha de Sao Luis — MA, 60 aves (Gallus
domesticus) passaram por triagem soroldgica pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI), e amostras de coragdo e cérebro das soropositivas foram encaminhadas para bioensaio
em camundongos. Os isolados obtidos no bioensaio foram genotipados através da técnica de
Reagdo em Cadeia pela Polimerase, método de Polimorfismo por Tamanho de Fragmento de
DNA gerados por enzimas de restricdo (PCR-RFLP), usando os marcadores SAG1, 3’'SAG2,
5’SAG2, alt. SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, ¢22-8, ¢29-2, 1358, PK1, Apico e CS3. A frequéncia
de infecgcdo por 7. gondii nas aves examinadas através da RIFI foi de 25,0% (15/60). Cinco
1solados de 7. gondii foram obtidos e 4 gendtipos distintos descritos, sendo que um deles nao
ha registro na literatura, portanto, isolado pela primeira vez na presente pesquisa. Linhagens
clonais cléssicas do tipo I, II e III ndo foram encontradas, mas a linhagem clonal brasileira Brl
foi identificada. Os resultados obtidos corroboram com estudos ja desenvolvidos em outras
regides do Brasil, indicando uma alta diversidade genética de T. gondii.

Palavras-chave: toxoplasma, PCR-RFLP, bioensaio, galinhas.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a protozoan with a worldwide distribution that infects virtually all warm-
blooded vertebrates, including humans. Despite the Toxoplasma genus being considered
monospecific, three classical clonal lineages are described for isolates mainly from North
America and Europe. However, some researches have shown that many isolates that were
found, particularly in Brazil, are different from the classic types, with the presence of specific
clonal lineages and atypical genotypes. In order to isolate and characterize genotypically strains
of said protozoan found in free-range chickens naturally infected in the municipalities of the
Sao Luis island — MA, 60 chickens (Gallus domesticus) were undergone to serologic screening
by Immunofluorescence Antibody Test (IFAT). Heart and brain samples from seropositive
chickens were submitted to bioassay in mice. The isolates obtained from bioassay were
genotyped by Polymerase Chain Reaction, method Restriction Fragment Length Polymorphism
(PCR-RFLP), using the markers SAGI, 3'SAG2, 5'SAG2, alt .SAG2, SAG3, BTUB, GRA6,
c22-8 , ¢29-2, L358, PK1, Apico and CS3. The frequency of 7. gondii infection in examined
chickens by IFAT was 25.0% (15/60). Five isolates of T. gondii were obtained and four different
genotypes were described. One of them was not recorded in the literature, thus, first isolated in
this study. Classic clonal lineages of type I, II and III were not found, but the Brazilian clonal
lineage Brl was identified. The results corroborate with studies already developed in other
regions of Brazil, indicating a high genetic diversity of 7. gondii.

Key words: Toxoplasma, PCR-RFLP, bioassay, chickens.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii, inica espécie do género Toxoplasma, € um protozodrio parasito
intracelular obrigatério de distribuicdo mundial que infecta praticamente todos os vertebrados
homeotérmicos, incluindo o ser humano e tem como hospedeiros definitivos os felideos, que
sd0 os unicos capazes de eliminar oocistos em suas fezes, embora os demais animais como
hospedeiros intermedidrios, possam abrigar cistos teciduais infectantes (DUBEY, 1998a).

As infecgdes felinas, tipicamente subclinicas, ocorrem geralmente apds o
nascimento através da ingestdo de cistos teciduais infectados ou mais raramente pela ingestao
de oocistos, embora possam ocorrer também infecgdes congénitas (ELMORE et al., 2010). Em
hospedeiros intermedidrios, como o homem e outros animais, a infec¢do pds-natal ocorre
principalmente através da ingestdo de cistos teciduais a partir de carne crua ou mal-passada, ou
de oocistos esporulados oriundos das fezes de felinos, presentes no solo, dgua e alimentos
(DUBEY et al., 2003).

A maioria dos humanos infectados apds o nascimento sdo assintomaticas, embora
alguns pacientes possam desenvolver quadros de febre, dores de cabeca, mialgia,
linfadenopatia, lesdes oculares e mais raramente, encefalite, hepatite, miocardite € pneumonia.
Em pacientes imunocomprometidos a neurotoxoplasmose, com graves alteracdes neuroldgicas,
é comumente descrita. A toxoplasmose congénita, ocasionada pela infeccio materna durante a
gestacdo, pode levar a ma-formacdes do feto, aborto ou graves alteracdes neuroldgicas e
oculares nas criangas infectadas (ELMORE et al., 2010; DUBEY et al., 2012).

A toxoplasmose € considerada uma das infec¢des parasitarias mais comuns do ser
humano e de vérios animais domésticos e selvagens, chegando-se a estimar que a exposi¢ao
pelo seu agente etioldgico, T. gondii, tenha atingido aproximadamente um ter¢co da populagao
humana mundial (DUBEY, 1996), sendo vélido frisar que a sua prevaléncia é varidvel,
conforme habitos socioculturais, fatores geogréficos e climéticos (TENTER et al., 2000).

Diante de sua natureza versitil, diversas espécies animais sao suceptiveis a infec¢ao
por T. gondii, apresentando variadas taxas de soropositividade e sinais clinicos. Diversos
estudos sobre a prevaléncia de infeccdo por 7. gondii em galinhas domésticas vem sendo
realizados em vdrias partes do mundo, sendo este interesse despertado pelo fato destes animais
terem o habito de “ciscar”, se alimentando a partir do solo, podendo assim, ingerir oocistos
esporulados no ambiente, sendo portanto, um bom indicador da presenca de cepas do
protozodrio no ambiente em questdo (RUIZ e FRENKEL, 1980; DUBEY et al., 2003). Além

disso, um aspecto importante relacionado a prevaléncia de 7. gondii em aves € o papel de
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reservatorio que esses animais desempenham na transmissao da toxoplasmose para carnivoros,
em especial aos felinos, com institivo habito predatorio (DUBEY e FRENKEL, 1998).

Diante do curto periodo de criacdo e do confinamento dos animais, que impede o
contato das aves com os felinos, as criacdes de frango em escala industrial apresentam pequena
importancia na epidemiologia da toxoplasmose, diferentemente da producdo doméstica de
galinhas em pequena escala, onde as aves geralmente sdo criadas livres e permanecem por
longos periodos em um mesmo ecossistema, favorecendo sua infec¢do pelo 7. gondii
(SANTOS, 2012).

Mesmo o género Toxoplasma sendo considerado mono especifico, a espécie T.
gondii foi considerada durante muitos anos como tendo trés linhas clonais (tipos I, II e III)
definidas a partir de um sistema de tipificagdo baseado na diferenciacdo multilocus por PCR-
RFLP utilizando como marcador o gene SAG2, com amostras oriundas da Europa e Estados
Unidos, onde os tipos I e II estavam associados a toxoplasmose clinica em humanos, e os tipos
I e Il provenientes de isolados obtidos de animais, independente do estado clinico dos mesmos
(HOWE e SIBLEY, 1995; HOWE et al., 1997). Estudos posteriores, entretanto, vem mostrando
que diversos isolados encontrados, particularmente no Brasil, sdo diferentes dos tipos classicos
I, Il e III (DUBEY et al., 2006a; PENA et al., 2008; DUBEY e SU, 2009; HOLSBACK et al.,
2012). Além disso, Dubey et al. (2005¢) e Ragozo (2007) afirmam que a viruléncia observada
entre as amostras de 7. gondii obtidas no Brasil, tem se mostrado elevada quando comparada
com a de isolados de outras localidades.

Segundo Silveira (2009), diante do potencial zoondtico da toxoplasmose, € de
fundamental importincia para um maior entendimento sobre a doenca, o estudo de gendtipos
oriundos de infeccdes animais correlacionando a variante isolada com suas propriedades
bioldgicas, assim como estudar a epidemiologia do agente, identificando fatores como fontes
de infeccao e vias de transmissao.

Levantamentos soroepidemioldgicos para 7. gondii t€ém sido reportados para
animais domésticos € humanos no estado do Maranh@o, em especial na ilha de Sdo Luis
(BRANDAO et al., 2009; COSTA et al., 2010; BRAGA et al. 2012) entretanto, estudos
envolvendo a caracterizacdo genética e bioldgica do parasito sdo praticamente inexistentes, o
que gera lacunas no conhecimento sobre a epidemiologia da toxoplasmose na regido. Diante do
exposto, o presente trabalho busca contribuir com informagdes para elucidar os conhecimentos

epidemioldgicos sobre referido protozodrio, com os objetivos que se seguem:
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

- Realizar o isolamento e a caracterizag@o genotipica de cepas de Toxoplasma gondii encontradas

em galinhas de criac¢ao livre naturamente infectadas na ilha de Sao Luis — MA;

2.2 Especificos

- Determinar pela Reacdo de Imunofluorescencia Indireta (RIFI) a frequéncia de anticorpos anti-
T. gondii entre as galinhas de criacdo livre analisadas;

- Isolar 7. gondii a partir dos tecidos das aves soropositivas para 7. gondii por meio do bioensaio
em camundongos;

- Caracterizar genotipicamente os isolados obtidos por meio da técnica de PCR-RFLP usando os
marcadores SAG1, 3’SAG2, 5’SAQG2, alt.SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, ¢29-2, L358,
PK1, Apico e CS3;

- Fornecer informacdes relevantes para a elucidag¢do da cadeia epidemiolédgica de 7. gondii na

Ilha de S@o Luis e contribuir com novas pesquisa sobre este protozodrio.

16



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Toxoplasma gondii

3.1.1 Historico

Toxoplasma gondii foi descoberto acidentalmente por Nicolle e Manceaux (1908),
na Tunisia, quando estes pesquisavam parasitos do género Leishmania em um roedor local
chamado Ctenodactylus gundi. Em um primeiro momento eles julgaram se tratar de um
piroplasma ou uma nova espécie de Leishmania, porém, mais tarde perceberam que estavam
diante de um novo género, denominado entdo de Toxoplasma, do grego toxon=arco e
plasma=corpo, em consonancia com a morfologia do parasito. Fazendo alusdo ao hospedeiro
onde o micro-organismo foi identificado, C. gundi, a espécie foi registrada como Toxoplasma
gondii (NICOLLE e MANCEAUX, 1909). E vilido ressaltar que no Brasil, Splendore (1908)
identificou o mesmo parasito em coelhos, porém, também acreditou se tratar de uma espécie de
Leishmania).

ApO6s sua descoberta, Toxoplasma gondii foi identificado em diversas espécies
animais, como em pombos e cdes (CARINI, 1911), e no homem, com o primeiro relato sendo
feito por Jankii (1923), na Tchecoslovdquia, onde o parasito foi encontrado durante a necropsia
de uma crianga que veio a 6bito em decorréncia de uma doenca grave, com hidrocefalia,
microftalmia e coloboma na regido macular. Apesar destes registros, somente Sabin (1939)
conseguiu comprovar através de estudos de caracteristicas bioldgicas e imunolégicas dos
isolados obtidos, que os achados em animais € humanos envolviam a mesma espécie.

Mesmo com conhecimentos sobre a possibilidade de transmissdo transplacentaria e
através da ingestdo de tecidos infectados, até meados da década de 60 o ciclo de vida de
Toxoplasma gondii permaneceu desconhecido, pois até entdo somente os estagios assexuados
do parasito haviam sido identificados (taquizoitas e bradizoitas) (DUBEY, 2009).

O papel do gato no ciclo evolutivo do parasito comecou a ser esclarecido quando
em 1965, Hutchison afirmou que estes animais eliminavam 7. gondii pelas fezes e a forma
eliminada deveria ser resistente ao ambiente, identificando assim os oocistos (HUTCHISON,
1965). Alguns anos depois, Frenkel et al. (1970), nos EUA, descreveram a fase sexuada do ciclo
de vida do T. gondii, que ocorre no epitélio intestinal de felideos e culmina com a eliminacao
de oocistos no ambiente. Dessa forma, o papel dos felideos como hospedeiros definitivos deste

agente etioldgico foi definido e estratégias para a prevengdo da doenga foram estudadas.
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3.1.2 Taxonomia

Toxoplasma gondii pertence ao reino Protista, sub-reino Protozoa, filo
Apicomplexa, classe Conoidasida, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidiida, familia
Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae, género Toxoplasma (LEVINE, 1988).

Dubey (2010) relata o género Toxoplasma como sendo monoespecifico, tendo 7.
gondii como sua tnica espécie. Levine (1988), por sua vez, considera que o género possui outras

espécies, mas a existéncia das mesmas ndo é comprovada (FERREIRA e VITOR, 2014).

3.1.3 Formas Infectantes

T. gondii possui trés formas infectantes distintas: os taquizoitas, os bradizoitas (em
cistos teciduais) e os esporozoitas (em oocistos) (TENTER et al., 2000; JONES e DUBEY,
2010). Cada uma dessas formas possui diferencas quanto a infectividade de acordo com o
hospedeiro (DUBEY, 2006), onde, segundo Dubey (1998a), os bradizoitas contidos em cistos

teciduais sdo os mais efetivos na infeccao de felideos quando comparado as outras formas.

3.1.3.1 Taquizoitas

Os taquizoitas, anteriormente chamado de trofozoitos ou endodizoitos, sdo o estagio
movel, obrigatoriamente intracelular e de rapida multiplicacdo de 7. gondii, responsaveis pela
fase aguda das infec¢des. Sua multiplicacdo pode ocorrer em qualquer célula do corpo dos
hospedeiros intermedidrios e nas células ndo intestinais dos hospedeiros definitivos. Os
taquizoitas tém formato de meia lua, com uma extremidade pontiaguda e outra mais
arredondada. Eles penetram nas células do hospedeiro geralmente de maneira ativa, onde sio
rodeados por um vacuolo parasitoforo e dentro destes realizam sua multiplicagdo por
endodiogenia, uma forma especializada de multiplicagdo assexuada, onde duas células-filhas
se formam no interior da célula-mae (DUBEY et al., 1998).

Segundo Dubey et al. (1998), ndo existe um periodo de laténcia especifico para
inicio das multiplicacdes apds o taquizoita penetrar em uma célula hospedeira, este fato
dependera da viruléncia da cepa de T. gondii em questao.

Quando a replicacdo € finalizada, os taquizoitas deixam o vacuiolo, rompem a
membrana plasmdtica da célula hospedeira e chegam no meio extracelular, onde sdo

disseminados por via hematogénica ou linfatica para os diversos tecidos (DUBEY, 1998a).
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3.1.3.2 Bradizoitas

O termo bradizoita descreve a forma infectante de 7. gondii que ocorre dentro de
cistos teciduais e possui multiplicacdo lenta. Eles sdo derivados de taquizoitas que no interior
de células hospedeiras, por mecanismos ainda ndo bem esclarecidos passam por multiplicacdes
e modificacdes estruturais, onde hd alteracdes na membrana e na matriz do vacuolo
parasitéforo, formando uma parede cistica e dando origem a um cisto tecidual, caracteristico da
fase cronica da infeccio (BARBOSA et al., 2014).

Os cistos teciduais atingem tamanhos variados de acordo com o tempo de formacao.
Cistos jovens medem cerca de 5 mm de diametro e possuem apenas dois bradizoitas em seu
interior, enquanto cistos mais velhos podem ter centenas destes, e atingir até 100 mm de
diametro. Apesar dos cistos poderem se desenvolver nos mais variados 6rgdos, a predilecao
estd no tecido nervoso e muscular, incluindo cérebro, olhos, misculos cardiacos e esqueléticos.
Cistos teciduais intactos provavelmente ndo causam nenhum dano e pode persistir durante a
vida do hospedeiro sem causar uma resposta inflamatéria do hospedeiro (DUBEY et al., 1998).

Quanto ao periodo necessdrio para a formagdo de cistos, Dubey e Frenkel (1976)
relatam que evidenciaram a formacao de cistos teciduais em camundongos experimentalmente
infectados em apenas 3 dias ap0s a inoculagdo de taquizoitas. Mas que um periodo de 11 a 17
dias pode ser considerado como a transi¢do em taquizoitas e bradizoitas.

Em algumas situagdes durante o curso da infec¢do os cistos teciduais podem se
romper e os bradizoitas contidos nele serem convertidos em taquizoitas, que por sua vez
reinvadem células hospedeiras e se rediferenciam em bradizoitas, formando novos cistos
teciduais. Este processo ainda ndo totalmente esclarecido tem ligagdo com o estado

imunolégico do paciente e € comum em portadores de AIDS (DUBEY, 2009).

3.1.3.3 Esporozoitas (oocistos)

Os oocistos contém formas de vida de 7. gondii originadas a partir do ciclo sexuado
do parasito que ocorre apenas no interior das células do epitélio intestinal dos felideos, de onde
sdo eliminados para o ambiente ainda imaturos (cerca de 100 mil oocistos/g) através das fezes
(DUBEY e THULLIEZ, 1993; SCHLUTER et al., 2014). Em condi¢des ambientais adequadas
de umidade e temperatura os oocistos eliminados sofrem um processo de matura¢do ou
esporulagdo que pode durar de 1 a 5 dias. Neste processo hd a formagdo dos esporozoitas,

formas infectantes do parasito (DUBEY, 2004).
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Os oocistos nao esporulados sdo esféricos ou subesféricos, podem medir de 10 a
12um de didmetro. Os oocistos esporulados possuem formato subesférico ou eliptico, medindo
de 11 a 13um. Cada oocisto esporulado contém no seu interior dois esporocistos e cada
esporocisto possui quatro esporozoitas. Dubey (1998a) ratifica ainda que oocistos sao estruturas
muito resistentes ao meio ambiente, inclusive ao congelamento, podendo sobreviver até 54
meses vidveis em &dguas frias. Além disso, tais estruturas conseguem resistir a tratamentos
fisicos e quimicos tradicionais em estacdes de tratamento de dgua, como a cloracdo e raios

ultravioleta.

3.1.4 Ciclo Biolégico

Como todos os membros da subfamilia Toxoplasmatinae, Toxoplasma gondii
apresenta ciclo heter6xeno facultativo. Além disso, o ciclo deste parasito se caracteriza por duas
fases distintas: uma sexuada, que ocorre apenas no tecido epitelial do intestino dos felideos,
hospedeiros definitivos, e resulta na producdo de oocistos; e uma assexuada, que produz nos
hospedeiros intermedidrios taquizoitas e bradizoitas (DUBEY et al., 1998; FERREIRA e
VITOR, 2014) (Figura 1).

Hospadeiro
Definitivo
{Felideos)

Dacistos ndo

. ] esporulados
Ingemi_ﬂ de cistos eliminados nas fezes
tecidusiz em carna
crua ou mal passada 1
Cistos teciduais
em Hospedairos 1 Q
= Intermediarios { i‘,

Esporulados
no ambients

Ingestia de cistozs
teciduais em carns
cruz ou mal passada

44 Ingestdo de oocistos A
! por Alimentos, Agua ou _:

o 3N Zalo Contaminados 0
Hozpedeiros

Intermediarios

ingestio de
Alimentos ou agua 3
contaminados

Transmisz3a
transplacentiria

Figura 1. Ciclo Biolégico do T. gondii.

Qualquer uma das formas infectantes € capaz de iniciar o ciclo sexuado de 7. gondii
nos felideos, embora Dubey (1998a), afirme que a ingestdo de bradizoitas em cistos teciduais

seja mais efetiva na infeccdo destes hospedeiros, proporcionando na maioria das vezes a
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eliminac¢do de oocistos nas fezes, enquanto que com a ingestdo de taquizoitas e oocistos menos
de 50% dos felideos chegam a completar o ciclo sexuado e eliminar oocistos (JONES e
DUBEY, 2010).

Quando ocorre a ingestdo de cistos teciduais pelos hospedeiros definitivos, as
paredes desses cistos sdo dissolvidas por enzimas proteoliticas no estdmago e intestino delgado,
e os bradizoitas sao liberados e penetram nas células epiteliais do intestino delgado (DUBEY e
FRENKEL, 1972). Tanto esporozoitas, quanto bradizoitas ou taquizoitas, ao penetrarem no
epitélio intestinal do gato sofrem processo de multiplicag¢do, que leva ao rompimento da célula
parasitada libera formas denominadas merozoitas, que penetram em novas células epiteliais e
se transformam nas formas sexuadas masculina e feminina, os gametdcitos, que apds um
processo de maturagdo formam os gametas masculinos méveis microgametas, € femininos
moveis, macrogameta. Os macrogametas permanecerdo dentro de uma célula epitelial,
enquanto que os microgametas sairdo de sua célula e irdo fecundar o macrogameta. Apds o
gameta masculino fertilizar o gameta feminino, uma parede é formada ao redor do gameta
feminino (zigoto) a fim de formar o oocisto imaturo, que sera liberado com as fezes logo apos
o rompimento da célula epitelial. No ambiente, em condi¢des favordveis, o oocisto leva de 1 a
5 dias para se tornar maduro e infectante (JONES e DUBEY, 2010).

O tempo necessdrio para o felideo iniciar a liberacdo de oocistos nas fezes vai
depender da forma infectante ingerida. Em média, essa eliminagcdo demora cerca de 3 a 10 dias
apos a ingestdo de cistos teciduais, no minimo 13 dias apds a ingestdo de taquizoitas e a partir
de 18 dias apds a ingestao de oocistos (DUBEY, 1998a; DUBEY, 2004).

Cabe ressaltar que os felideos primoinfectados, geralmente jovens, eliminam
milhdes de oocistos por até trés semanas, e em seguida adquirem imunidade que impede nova
liberacdo de oocistos. Entretanto, Dubey (1995) em condic¢des laboratoriais, verificou uma nova
eliminagdo de oocistos em gatos ao fornecer a estes tecidos infectados com cistos de 7. gondii
ap6s 6 anos da primeira infeccdo. Ele afirma ainda que situagdes como infecgdes
concomitantes, desnutri¢do e doengas imunossupressoras podem favorecer uma nova liberacao
de oocistos.

Nos hospedeiros intermedidrios, por sua vez, quando hd a ingestdo de cistos
teciduais ou oocistos, as paredes destes sao rompidas por degradacdo enzimadtica e as formas
infectantes (bradizoitos, taquizoitos ou esporozoitos) sdo liberadas no limem intestinal, onde
penetram as células e formam um vactolo citoplasmatico, onde sofrerdo sucessivas divisdes

por endodiogenia dentro da célula, tornando-se taquizoitos. As células infectadas se rompem e
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os taquizoitas s@o liberados para invadir células vizinhas. Por via hematogénica e linfatica eles
chegam a praticamente todos os 6rgaos, onde na fase cronica da infec¢@o tendem a formar cistos

teciduais (DUBEY, 1998a).

3.1.5 Formas de Transmissao

De maneira geral, todos os hospedeiros, sejam os definitivos ou intermedidrios
podem se infectar com 7. gondii a partir da ingestdo de carne crua ou mal passada com cistos
teciduais albergando bradizoitas; através de alimentos ou dgua contaminados com oocistos
esporulados que frequentemente estao presentes no solo; pela via transplacentdria, resultante da
infeccdo primdria materna durante a gestagcdo (DUBEY, 2008; JONES e DUBEY, 2010;
SCHLUTER et al., 2014); e de forma menos frequente, através do leite materno, de vaca ou
cabra (que podem conter taquizoitas durante uma infeccdo aguda), transfusdes de sangue,
transplante de tecidos e 0rgados e acidentes laboratoriais (DUBEY e LAPPIN, 2006; BARBOSA
etal., 2014).

Apesar do importante papel dos felideos, em especial o gato doméstico, no ciclo de
T. gondii, onde atuam como disseminadores de oocistos no ambiente, a transmissdo da
toxoplasmose para seres humanos pelo ato de tocar ou acariciar um gato clinicamente saudavel
¢ minima ou inexistente diante dos hédbitos naturais de limpeza do mesmo, que impede que a

deposi¢do de material fecal em sua pelagem (GALVAO, 2014).

3.1.6 Aspectos Epidemioldgicos

T. gondii tem caréter ubiquo e pode infectar praticamente todos os vertebrados
homeotérmicos, inclusive animais marinhos. Estima-se que grande parte da populacdo mundial
jéa tenha tido contato com este parasito (DUBEY, 1996; SCHLUTER, 2014). A prevaléncia
sorolégica desta infec¢do, no entanto, € bastante varidvel nos mais diferentes paises, com
valores em torno de 10 a 80%. Esta variacdo estd diretamente ligada a condi¢des climéticas,
habitos culturais e de higiene, bem como a fatores socioecondmicos, como indices de
saneamento basico (JONES e DUBEY, 2014). Além disso, Remington et al. (1995) e Schliiter
et al. (2014) afirmam que a soroprevaléncia tende a aumentar com a faixa etdria da populacao,
tendo em vista um aumento da probabilidade de contato com o parasito ao longo do tempo.

Em climas quentes e dreas com baixa altitude, bem como em locais com maior

umidade a prevaléncia da infec¢do tende a ser maior, possivelmente pelo fato destas condi¢des
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favorecerem a esporulagcdo e sobrevivéncia de oocistos no ambiente (TENTER et al., 2000;
JONES e DUBEY, 2014).

Estudos sobre fatores de risco para a infec¢ao por 7. gondii indicam que o consumo
de carne de porco e de ruminantes, como o carneiro, pode contribuir de forma significativa para
a infeccdo humana (SCHLUTER, 2014). Além disso, habitos culturais de comer carne crua ou
mal passada, relacionados a padrdes de vida mais elevados, também vem apresentar papel
importante na transmissdo da toxoplasmose. Estas observacdes podem explicar o fato de uma
alta soroprevaléncia de 7. gondii na Franca. Em paises em desenvolvimento, devido ao risco da
presenca de outros parasitos, como Taenia solium, a carne de porco tende a ser consumida bem
passada, ndo oferendo risco para a populagdo (JONES e DUBEY, 2014). A carne bovina ndo
tem sido reportada como um grande fator de risco, pois cistos teciduais raramente sao
encontrados neste alimento (TENTER et al., 2000).

Apesar de ndo se conhecer a propor¢ao de infec¢do humana por 7. gondii causada
pela ingestdo de carne crua ou mal passada contendo cistos teciduais e a porcentagem de casos
decorrentes da presenca de oocistos nas maos, em vegetais nao lavados ou na dgua, acredita-se
que em lugares que existem muitos gatos, mesmo os domiciliados, como em paises da américa
latina, os oocistos sejam a principal fonte de infeccdo. No Brasil, por exemplo, a ingestdo de
dgua contaminada com oocistos ja foi associada a surtos de toxoplasmose, uma vez que este é
resistente a inativacdo por cloro, e que apenas com uma filtragdo especial € capaz de retird-los
da dgua (JONES e DUBEY, 2010, 2014; MOURA et al., 2006).

Dubey et al. (2012), ao revisar trabalhos sobre a soroprevaléncia da toxoplasmose
no Brasil, afirmam que o risco de mulheres ndo infectadas adquirir a doenga durante a gravidez
seja muito alto devido ao ambiente ser altamente contaminado com oocistos, € estimam que
cerca de 50 a 80% das mulheres em idade fértil tenha anticorpos para 7. gondii.

Esta grande contaminacdo do solo do Brasil com oocistos de 7. gondii vem sendo
confirmada em diversos estudos com galinhas de livre criacdo realizados no pais. H4 relatos de
numeros altos de soroprevaléncia nestes animais, que se alimentam diretamente do solo e
funcionam como indicadores de contaminacdo ambiental por oocistos de 7. gondii. Nesse
sentido, estes estudos vem contribuindo fortemente para o conhecimento sobre a toxoplasmose
no Brasil (DUBEY et al., 2002; DUBEY et al., 2003; BELTRAME et al., 2012; HOLSBACK
etal., 2012).
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3.1.7 Toxoplasmose em humanos

Em pacientes imunocompetentes, sejam adultos ou criancas, a toxoplasmose
primdria geralmente € assintomatica. Entretanto, algumas pessoas podem desenvolver febre,
mialgia, linfadenopatia, principalmente nos linfonodos cervicais e occipitais, € em casos mais
raros miocardite, pneumonia, encefalite e hepatite. Tanto infeccdes adquiridas apds o
nascimento quanto as congénitas podem ocasionar a toxoplasmose ocular, que é reconhecida
como a principal causa de infec¢do na retina no mundo, € tem como lesdo mais comum uma
retinocoroidite necrosante, que pode vir acompanhada de iridociclite, glaucoma e/ou catarata.
Apesar de existir tratamento para a toxoplasmose ocular, sua cura definitiva ndo € possivel
diante da inexisténcia de medicamentos eficientes na eliminag@o dos cistos teciduais presentes
na retina do paciente, o que pode levar a infeccdes recorrentes (DUBEY et al., 2012;
SCHLUTER et al., 2014; BICHARA et al., 2014).

A toxoplasmose tem um desenvolvimento mais severo em individuos
imunocomprometidos, como os pacientes com AIDS, que desenvolvem principalmente um
quadro com encefalite e alteracdes neuroldgicas que podem levar a morte. Na maioria dos casos,
nestes pacientes a doenga surge a partir da reativacao de cistos teciduais existentes no cérebro
ocasionada pela baixa imunidade instalada. Schliiter et al. (2014) e Galvao et al. (2014) citam
ainda o risco em pacientes que fazem uso prolongado de citostdticos e corticosteroides, além
daqueles com linfomas, leucemias, e que passam por transplantes de 6rgdos, em especial de
coragdo, que podem ter cistos teciduais de 7. gondii albergados, que se reativam no organismo
do paciente transplantado. E vélido ressaltar que antes do surgimento da epidemia da AIDS na
década de 80, casos de encefalite ocasionada por Toxoplasmose eram raros e limitados a
pacientes transplantados (DUBEY, 2008), e que com o avanco dos tratamentos efetivos contra
a atividade viral em pacientes HIV positivo o nimero de casos de neurotoxoplasmose tem
reduzido significativamente (TENTER et al., 2000; DUBEY et al., 2012).

Uma das formas mais frequentes de toxoplasmose em humanos, a congénita, é
aquela onde a transmissdo da doenca ocorre da mae para o filho por via hematogénica. O risco
de uma gestante com infec¢do aguda (primo-infec¢ao) transmitir a doenga para o feto, bem
como o risco de comprometimento do mesmo, sdo varidveis e dependem principalmente da
idade gestacional que ocorreu a infeccio (BICHARA et al., 2014).

E incomum infec¢des fetais quando a mae adquire a infeccdo no primeiro trimestre
da gestacdo, porém quando estas ocorrem, a crianga geralmente apresenta comprometimento

importante. Quando a mée passa por uma infec¢do no dltimo trimestre gestacional, no entanto,
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o indice de infec¢des fetais € muito elevado mas a crianca geralmente nasce assintomatica. Esta
situacdo se deve ao fato de que no inicio da gestagcdo a circulacdo sanguinea entre a mae e o
feto ainda ndo estd completamente formada, e isto dificulta a propaga¢do da infeccao, porém,
como os principais 6rgaos e sistemas do feto ainda estdo em formacao, a infec¢do quando ocorre
tende a ser severa. Situacdo inversa ocorre no terco final da gestagdo, quando a circulacio
sanguinea entre a mae e a crianga estd completamente formada, favorecendo a disseminagdo do
T. gondii, entretanto, como a crianca ja estd bem desenvolvida, a infeccdo é mais branda
(BICHARA et al., 2014).

Ao nascer, uma pequena parcela dos recém nascidos com toxoplasmose congénita
apresenta anormalidades no exame fisico, com um quadro clinico generalizado de
hepatomegalia, esplenomegalia, ictericia, lesdes purptricas e sindrome nefrética, geralmente
associado a alteracdes neuroldgicas e oculares tipicas. Cerca de dois ter¢os dos bebés com
anormalidades tendem a apresentar microcefalia ou hidrocefalia, convulsdes, microftalmia e
catarata. Entre os recém-nascidos que ndo apresentam anormalidades no exame fisico ao nascer,
a maior mostra alguma manifestacdo clinica durante investigagdes mais completas, como
retinocoroidite, opacidades vitreas, atrofia do nervo O&ptico, dentre outras. Pacientes
sintomadticos ao nascer nao submetidos a tratamento geralmente desenvolvem retardo mental e
cegueira. Surdez também tem sido relatada em casos sem tratamento (DUBEY, 1996;

BICHARA et al., 2014; GALVAO et al., 2014).

3.1.8 Toxoplasmose em animais

O T. gondii tem capacidade de infectar as mais diferentes espécies entre mamiferos
e aves. Assim como nos seres humanos, grande parte das infec¢des animais sdo assintomaticas,
entretanto, algumas espécies sdo mais susceptiveis e podem apresentar uma doenga mais severa,
como no caso de caprinos e ovinos, que normalmente tem perdas reprodutivas com morte
embriondria e reabsor¢cdao, mumificacdo de fetos e abortos. H4 relatos também de doencga
causando morte em suinos jovens e aves (DUBEY, 2002; DUBEY, 2004). Apesar das perdas
econdmicas e da importancia veterindria da doenca, a principal atencdo nas infeccdes de T.
gondii em animais estd na questao zoondtica, pelo fato deles, como hospedeiros intermediarios
albergando cistos teciduais, servirem como porta de infec¢ao para o homem ou felideos, através
do consumo de carne crua ou mal passada.

Entre as aves domésticas que podem ser acometidas pela toxoplasmose tem-se a

galinha, o peru, o pato e o candrio, o que confirma a capacidade do 7. gondii em infectar animais
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pertencentes a grupos distintos (HOLSBACK et al., 2012). Estudos desenvolvidos em
diferentes paises tem demonstrado alta prevaléncia e obtido isolados vidveis de 7. gondii em
galinhas de criagdo livre (Quadro 1), que apesar disso, se mostram resistentes ao parasito e
raramente desenvolvem a doenca clinica. O grande interesse em pesquisar 7. gondii nestes
animais se deve ao fato dos mesmos serem considerados um dos melhores indicadores de
contamina¢do do ambiente para este parasito, pois tem o habito de “ciscar”, se alimentando
diretamente do solo e assim, se contaminam acidentalmente com oocistos de 7. gondii
(DUBEY, 2010). Holsback et al. (2012) enfatizam ainda que galinhas de criag¢do livre podem
se alimentar de restos de comida e predar pequenos roedores, situagdes nas quais podem ingerir

também cistos teciduais infectados.

Quadro 1. Soroprevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii observada em galinhas de
criacdo livre em diferentes paises.

] N° DE ANIMAIS ) ] )
PAIS POSITIVOS / TOTAL | SOROPREVALENCIA | METODO REFERENCIA
DE EXAMINADOS
Argentina 25/61 40,98% MAT! Dubey et al. (2005a)
Austria 302/830 36,38% MAT! Dubey et al. (2005b)
Colombia 32/72 44,44% MAT! Dubey et al. (2005¢)
Chile 47/85 55.29% MAT! Dubey et al. (2006a)
Brasil (RJ) 151/316 47.8% RIFI2 Bonna et al. (2006)
Brasil (MG) 15/28 53.57% RIF2 Brandio et al. (2006)
Brasil 81/152 53,29% MAT! Oliveira et al. (2009)
(Nordeste)
Brasil (MA) 14120 70,00% MAT! Oliveira et al. (2009)
3
Brasil (ES) ?gggig :g,ZZZZ I\P/II:"IF ) Beltrame et al. (2012)
China 217100 21,00% ELISA* Zhao et al. (2012)
Brasil (RN) 3043 69,77% ELIsA¢ | Clementino Andrade et
al. (2013)

1Teste de Aglutinaciio Modificado; 2 Reacdio de Imunofluorescéncia Indireta; 3Hemaglutinacéo Indireta; * “Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay”.

Dubey (2010), lembra ainda que o fornecimento de tecidos de galinhas de criagdo
livre contaminados com cistos de 7. gondii podem ser uma importante fonte de infec¢do para
gatos e outros animais. A infec¢do em humanos através do consumo de tecidos de galinhas com
cistos de T. gondii € menos provavel, pois normalmente o consumo deste tipo de alimento é
realizado apds efetivo cozimento, que leva a inativacdo dos cistos. Ainda assim, Casartelli-
Alves et al. (2012) menciona o consumo em especial de coragdo mal passado, um dos tecidos
com maior presenca de cistos de 7. gondii em aves infectadas, como um importante fator de

risco nas infec¢cdes humanas e de outras espécies.
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Contrastando com as criacdes de galinha em pequena escala, onde os animais sao
criados soltos e permanecem por um grande periodo em um mesmo ambiente, as criagdes de
frango em escala industrial ndo tem grande importancia na transmissao da toxoplasmose,
devido principalmente ao curto periodo de criacdo e do confinamento dos animais, que impede
o contato das aves com felideos e consequentemente com os oocistos do ambiente (SANTOS,

2012).
3.1.9 Métodos Diagnésticos

Para o diagnodstico da infec¢do por 7. gondii diferentes métodos vém sendo
aplicados, desde aqueles diretos, como exames parasitologicos, isolamento, imuno-
histoquimica e técnicas moleculares, a métodos soroldgicos, que por serem menos dispendiosos
e mais rdpidos sdo bastante difundidos na rotina e levantamentos epidemioldgicos da
toxoplasmose, como o teste da aglutinacio modificado (MAT), o “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay” (ELISA) e a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). O teste de
corante Sabin Feldman ¢ altamente sensivel e especifico para toxoplasmose humana, mas nao
tem demonstrado bons resultados em animais (DUBEY e LAPIN, 2006; DUBEY, 2010).

Uma técnica comumente utilizada para a deteccdo de anticorpos anti-7. gondii nas
diferentes espécies animais € a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (COLA et al.,
2010), que segundo Casartelli-Alves et al. (2014) € um método pouco especifico, mas com boa
sensibilidade no diagnéstico de 7. gondii em galinhas.

Métodos moleculares como a Reacdo em Cadeira pela Polimerade (PCR) tem se
mostrado bastante sensiveis na detec¢@o de infec¢des por 7. gondii, entretanto, a positividade no
exame nao pode comprovar se 0 DNA amplificado deriva de parasitos vidveis ou simplesmente
de fragmentos do mesmo. Por este motivo, a utilizacdo de bioensaio em animais susceptiveis,
como camundongos, visando o isolamento do parasito, consorciada a métodos moleculares tem
se mostrado eficiente em pesquisas (HOLSBACK et al., 2012).

Dentre as técnicas moleculares, merecem destaque a eletroforese isoenzimatica, a
amplificacdo aleatéria de DNA polimérfico (RAPD), os marcadores microssatélites e a PCR-
RFLP. Sendo esta tltima, uma das técnicas mais utilizadas na caracteriza¢do genotipica de 7.
gondii, mesmo quando comparada a métodos de maior resolucio como os marcadores
microssatélites (RAGOZO, 2007).

A PCR-RFLP consiste na clivagem do DNA através de enzimas de restri¢cdo capazes

de reconhecer sequéncias pequenas e especificas (quatro a oito bases), onde a mudanca de uma
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tinica base nesta sequéncia ja impede a clivagem da molécula. Quando se examina a mesma
regido de um cromossomo de individuos relacionados, mas ndo idénticos, observa-se que a
sequéncia de DNA € semelhante, mas ndo € exatamente igual. Dessa forma, os sitios de restricao
presentes em um, podem estar faltando no outro, o que gerard fragmentos de comprimentos
diferentes, que ao serem separados em um gel, por eletroforese, geram bandas de pesos

moleculares distintos (CLARK e RUSSEL, 1997 apud PENA, 2004).

3.1.10 Caracterizaciao Molecular e populacional de 7. gondii

T. gondii apresenta um genoma nuclear de aproximadamente 87 Mb,
complementado por um genoma plastideo (DNA circular extracromossomal) de 35Kb e um
genoma mitocondrial de 6Kb (AJIOKA et al.,, 2001). O primeiro mapa gendmico deste
protozodrio foi construido por Sibley e Boothroyd (1992) e contava com 11 cromossomos.
Posteriormente, Khan et al. (2005a) através de recombinagdes de cepas, definiram um novo
mapa com a segregacdo de 250 marcadores genéticos em 14 cromossomos designados por
algarismos romanos (Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VIIa, VIIb, VIII, IX, X, XI e XII), com tamanhos
que variam de 1,8 Mb a > 10 Mb.

Ha alguns anos a estrutura genética populacional de 7. gondii foi definida como
sendo clonal, baseada em um estudo realizado por Howe e Sibley (1995) onde isolados dos
diferentes continentes foram analisados em seis fragmentos de DNA (SAGI, SAG2, ROP1,
850, 1328 e 62). Este trabalho revelou trés linhagens clonais predominantes: uma virulenta
(tipo I) e duas ndo virulentas (tipo II e tipo III), onde cepas tipo Il estavam associadas a
toxoplasmose em humanos e as tipo III em animais.

O fato de ser haploide, bem como a ndo obrigatoriedade da reproducdo sexuada
para a obtencdo de sucesso de sua dissemina¢do na natureza, se mantendo apenas pela
transmissdo oral de cistos teciduais entre os hospedeiros intermedidrios, possibilitaria a
existéncia de uma estrutura populacional predominantemente clonal. Além do fato de que
raramente os felideos se infectam simultaneamente com multiplas cepas, o que limitaria muito
as trocas genéticas (BOOTHROYD e GRIGG, 2002).

Partindo da premissa que 7. gondii possuia uma populacdo clonal, um sistema de
tipificacdo que utilizava o gene SAG-2, localizado no cromossomo VIII do parasito, como
marcador unico foi descrito por Howe et al. (1997). Este sistema era capaz de identificar as trés
linhagens clonais tipicas do parasito, e foi amplamente utilizado durante varios anos (DUBEY

etal., 2003; DUBEY et al., 2005a; DUBEY et al., 2005b; DUBEY et al., 2005¢c; DUBEY et al.,
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2005d). Isolados de T. gondii, sobretudo dos Estados Unidos e Europa, foram agrupados dentro
dos trés grupos clonais distintos (tipos I, II, III) e eram consideradas como tendo uma baixa
variabilidade genética (HOWE e SIBLEY, 1995; ZHAO et al., 2012).

Entretanto, a genotipagem de cepas de 7. gondii baseada em apenas um ou dois
marcadores apresenta limitacdes, uma vez que impossibilita a identificacdo de gendtipos
recombinantes ou atipicos (FERREIRA e VITOR, 2014). Fato este comprovado com o advento
de sistemas de genotipagem multilocais, que corroboraram com a identificacdo de novos
genotipos de 7. gondii em diferentes espécies animais e no homem, em especial no Brasil, onde
esta espécie demonstra ter uma maior variabilidade genética quando comparada as cepas
isoladas nos Estados Unidos e Europa (PENA et al., 2008; FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2011;
CLEMENTINO ANDRADE et al., 2013; CARNEIRO et al., 2013; PENA et al., 2013).

Pena et al. (2008) analisando 125 isolados brasileiros obtidos de galinhas, caes e
gatos utilizando 12 marcadores de PCR-RFLP (SAGI, SAG2 (5’°3’SAG2), alt. SAG2, SAG3,
BTUB, GRAG6, c22-8, ¢29-2, L358, PK1, Apico e CS3) encontraram 48 gendtipos distintos
onde 4 deles foram considerados como linhagens clonais comuns no Brasil, sendo denominadas
tipo Brl, Brll, Brlll e BrIV. Os autores afirmaram ainda que os isolados do tipo Brl sdo
altamente virulentos, Brlll ndo sdo virulentos e os tipos Brll e BrIV possuem viruléncia
intermedidria para camundongos. Entretanto, Dubey e Su (2009) constataram que a maioria dos
isolados encontrados no Brasil ndo s3o clonais, o que sugere recombinacdo e transmissao
eficiente de oocistos e confirma que 7. gondii € muito mais diverso geneticamente do que se
pensava antes. Para Grigg e Sundar (2009) a explicacdo mais simples para a evolugdo deste tipo
de estrutura genética populacional € aquele que conta com a flexibilidade do complexo ciclo de
vida deste parasito.

Ferreira e Vitor (2014) enfatizam que o conhecimento da estrutura populacional de 7.
gondii é de grande importancia para a saide publica e clinica médica, uma vez que a correlacdo
entre o gendtipo do parasito e a manifestacdo da doenca poderd fornecer marcadores que
definam o prognéstico da toxoplasmose, levando ao tratamento apropriado de pacientes

acometidos com a infeccao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do Experimento

O procedimento experimental foi realizado no laboratério de Microbiologia de
Alimentos e Agua e no laboratério de Fisiologia pertencentes ao Centro de Ciéncias Agrarias no
Curso de Medicina Veterindria da Universidade Estadual do Maranhao — UEMA, em parceria
com o Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Satide Animal (VPS) da Faculdade

de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sdo Paulo (USP).

4.2 Obtencao das aves

Para o experimento, foram adquiridas diretamente dos produtores, 15 galinhas
(Gallus domesticus) de criagdo livre de cada municipio pertencente a ilha de Sao Luis, estado do
Maranhao: Sdo Luis, Sdo José de Ribamar, Paco do Lumiar e Raposa, totalizando 60 aves. Em
cada municipio foram realizadas 3 coletas em criacdes distintas, com a obtencdo de 5 aves por

coleta (APENDICE A) (Figura 2). O intervalo médio entre coletas foi de 3 meses.
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Figura 2. Localiza¢do dos municipios da [lha de Sdo Luis — MA e seus respectivos pontos de
obtenc¢do de aves: Paco do Lumiar (amarelo), Sdo José de Ribamar (verde), Sdo Luis

(vermelho) e Raposa (azul). Os nimeros 1, 2 e 3 indicam a ordem das coletas
realizadas.
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A selecdo dos locais para obtengcdo das aves foi baseada na amostragem ndo
probabilistica por conveniéncia, tendo em vista a auséncia de cadastros das criacdes na regido.
Neste sentido, as propriedades foram escolhidas a partir da selecdo prévia do pesquisador,
obedecendo a critérios como acessibilidade e o conhecimento de possiveis proprietdrios ou de
pessoas que pudessem facilitar esse contato, visando mitigar possiveis riscos relacionados a
problemas técnicos.

A maioria dos proprietarios ndo sabia precisar a idade exata das aves, apesar disso,
a partir de informacdes dos mesmos, apenas animais com idade superior a 6 meses foram
adquiridos para a pesquisa.

Apds a obtencdo das aves, as mesmas foram alojadas na Fazenda Escola da
Universidade Estadual do Maranhdo, Campus Sao Luis, mantidas confinadas em gaiolas
individuais com fornecimento didrio de racdo e dgua até os procedimentos de coleta de sangue
e necropsia.

O uso dos animais neste trabalho foi solicitado ao Comité de Etica e

Experimentacao Animal (CETEA-UEMA), sob o protocolo n® 015/2013.

4.3 Obtencao e Processamento das Amostras de Sangue

As amostras de sangue foram coletadas por meio de puncdo da veia braquial das
aves (aproximadamente 1 mL/ave), acondicionadas em tubos sem anti-coagulante e mantidas a
temperatura ambiente até retracdo do codgulo. Em seguida, as mesmas foram transportadas para
o Laboratério de Patologia Clinica da Universidade Estadual do Maranhdo, para posterior
processamento. As amostras de soro foram obtidas por meio de centrifugacido a 2500g por 15
minutos, aliquotadas em microtubos tipo eppendorfs e armazenadas a -20°C até a realizacao dos

testes soroldgicos.

4.4 Teste Sorologico para pesquisa de anticorpos IgG anti-7. gondii

Os soros das galinhas foram submetidos a técnica da Reacao de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFT) de acordo com Carmago (1974), com um ponto de corte de 1:16 (BRANDAO et
al., 2006).

As amostras foram diluidas em placa de 96 pocos utilizando-se solugdo tampao PBS
(NaCl 0,731M, KCl 0,027M, Na,HPO4 0,105M, KH,PO4 0,018M), distribuidas em laminas

sensibilizadas para T.gondii e incubadas em camara imida a 37°C por 30 minutos. Apos este
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periodo, as laminas foram lavadas trés vezes em solu¢do PBS (10 minutos por cada lavagem).
Ap6s a secagem das laminas, adicionou-se o conjugado anti-IgG de galinha (Sigma®) marcado
com isotiocianato de fluoresceina, previamente diluido em solucdo de azul de Evans 4mg%. As
laminas foram incubadas novamente por 30 minutos a 37°C e lavadas trés vezes por 10 minutos
em solucdo PBS. Apds a secagem, as laminas foram montadas com glicerina tamponada e
laminula, sendo a leitura realizada em microscépio de fluorescéncia.

Em todas as reagdes foram usados controles positivo e negativo, previamente
conhecidos e cedidos pelo Laboratério de Doencas Parasitdrias da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo - USP, assim como as laminas utilizadas
nos testes.

As amostras foram consideradas positivas quando os taquizoitas demonstraram
completa marcagao fluorescente em toda a sua membrana externa, e esta reacao foi visualizada
em mais de 50% do campo de visualiza¢ao da lamina. Todas as amostras positivas foram testadas

em dilui¢des seriadas a partir de 1:16 até chegar ao titulo médximo da reagao.

4.5 Digestao Péptica dos Tecidos

As aves soropositivas na RIFI foram eutanasiadas pelo método de deslocamento
cervical, de acordo com o Guia Brasileiro de Boas Praticas para Eutandsia em Animais (CFMV,
2012). Em seguida, foram colhidos o corag¢do e o cérebro de cada galinha, os quais foram
acondicionados em sacos do tipo “Ziploc” previamente identificados e conservados sob
refrigeracdo (2 a 8°C) por no mdaximo 4 dias, para posterior realizacdo do bioensaio em
camundongos, segundo o protocolo proposto por Dubey (1998b).

Primeiramente, o tecido cardiado foi cortado em pequenos pedagos e removidos o
tecido conectivo e a gordura do mesmo. Em seguida, o corac@o e o cérebro de cada animal foram
pesados e, posteriormente homogeneizados com cinco volumes de solucdo salina a 0,85% com
auxilio de homogenizadores de uso doméstico ou cadinhos e pistilos. Apds a homogeneizagao,
adicionava-se ao material uma solucdo de pepsina 4cida, pH 1,1-1,2 (pepsina 2,6g, NaCl 5,0g,
HC17,0mL, 4gua 500mL), recém preparada e aquecida em banho-maria a 37°C. A mistura obtida
foi incubada a 37°C, sob agitacdo durante uma hora.

ApOs este periodo, a suspensdo foi filtrada em gaze e transferida para tubos falcon
de 50mL, os quais foram levados a centrifugacido a 1200g por 10 minutos. Desprezando-se o
sobrenadante, o sedimento de cada tubo foi neutralizado pela adi¢do gradual de bicarbonato de

sodio a 1,2%, pH~8,3, recém-preparado. Em seguida, o material foi homogeneizado e transferido
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para um unico tubo falcon de 50mL, que tinha seu volume completado com solugdo salina e
levado a centrifugacao a 1.200g por 10 minutos. O sobrenadante mais uma vez foi desprezado,
e o sedimento homogeneizado com salina (v/v) contendo 2000U de penicilina e 200g de
estreptomicina por mililitro. A mistura obtida foi inoculada em um grupo de camundongos.
Para evitar contaminagdes cruzadas, todo o material ndo descartdvel utilizado
(vidraria, material cirtirgico) em todas as fases do experimento, foi submetido a fervura com
agua, lavagem com detergente neutro, enxdgue em agua corrente, imersdao em HCI 0,IN por

dois minutos, enxdgue em dgua destilada (PENA, 2004), e autoclavado a 121°C por 15 minutos.

4.6 Bioensaio em camundongos

Nesta etapa foram utilizados camundongos albinos Swiss, fémeas ou machos, com
idade aproximada de dois meses, provenientes do Biotério da Universidade Estadual do

Maranhao - MA.

4.6.1 Delineamento Experimental

O material (cérebro e coragdo) de cada galinha soropositiva, digerido pelo método
descrito por Dubey (1998b), foi inoculado em um grupo especifico de camundongos. Cada grupo
era constituido por cinco camundongos, alojados em uma mesma caixa. Cada camundongo foi
inoculado subcutaneamente com 1,0 mL da amostra digerida, marcado em locais diferentes do
corpo com &cido picrico [1° - cabeca (Cab); 2° - cauda (Cad); 3°- dorso (Dor); 4°- barriga (Bar);
5° - pata (Pat)], e observado duas vezes ao dia durante 30 dias. Apds este periodo, os mesmos
foram observados apenas uma vez ao dia. Todas as caixas foram mantidas com dgua e comida a
disposicao, e higienizadas a cada dois dias.

Os animais que vieram a 6bito foram examinados para pesquisa de 7. gondii nos
tecidos, como descrito no item abaixo. Camundongos que sobreviveram até seis semanas pos-
inoculac¢do (P.I.) foram examinados sorologicamente para pesquisa de anticorpos anti-7. gondii,
através da RIFI também de acordo com Carmago (1974) e com um ponto de corte de 1:16,
utilizando-se, entretanto, o conjugado anti-IgG de camundongo (Rhea Biotech®).

Os camundongos soronegativos foram sacrificados logo apds o resultado da

sorologia, sendo submetidos a pesquisa de 7. gondii no tecido cerebral. Animais soropositivos
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permaneceram no experimento até 6 semanas P.I., quando s6 entdo foram sacrificados e a
pesquisa de 7. gondii no cérebro realizada.

O sacrificio dos camundongos foi realizado através da associacao de 100mg/Kg de
quetamina a 10% com 10mg/Kg de xilasina a 2%, via intraperitoneal, seguida de deslocamento
cervical, de acordo com o Guia Brasileiro de Boas Praticas para Eutandsia em Animais (CFMV,

2012).

4.6.1.1 Pesquisa de T. gondii

Todos os camundongos usados no bioensaio foram examinados nos tecidos para a
pesquisa de 7. gondii, como descrito previamente (DUBEY e BEATTIE, 1988). Impressoes de
pulmio e fragmentos de cérebro dos animais que vierem a 6bito foram examinados sob
microscopia de luz, entre 1amina e laminula, para pesquisa de estagios de 7. gondii (taquizoitos
e/ou cistos). Para tanto, cortou-se um fragmento de pulmao, o excesso de sangue na superficie
de corte foi removido e essa superficie foi aplicada sobre uma lamina com uma gota de solugao
salina a 0,85%, cobrindo-se entio com uma laminula. Fragmentos de cérebro de 3,0-5,0mm?
foram comprimidos entre 1amina e laminula e examinados para pesquisa de cistos. O cérebro
dos animais soropositivos € soronegativos foram examinados da maneira descrita acima.

Considerando-se como infectados por 7. gondii, os camundongos nos quais estdgios do parasito

foram encontrados em seus tecidos.

4.7 Analise Genotipica

4.7.1 Amostras Positivas (Isolados)

O pulmao e/ou cérebro de cada camundongo positivo para 7. gondii foi macerado
separadamente utilizando-se gral e pistilo. Acrescentando-se, depois, 1,5 mL de salina estéril.
A suspensao obtida foi colocada em microtubo de 2,0 mL e armazenada em freezer a -70°C até

o processamento para extracdo do DNA.

4.7.2 Extracao do DNA

Ap6s o descongelamento, as amostras foram centrifugadas a 8.000g por 3 minutos
e parte do sobrenadante foi eliminado restando aproximadamente 1 mL de cada amostra. Deste

volume, foi retirado 200uL, o qual foi transferido para um microtubo de 1,5mL. As amostras
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foram entdo lavadas com tampao TE (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM) e centrifugadas por 5
minutos a 6.000g. O sobrenadante foi descartado, ficando-se apenas com o pellet das amostra.

Para a extracio do DNA foi utilizado o kit “Dneasy® Blood & Tissue” da Qiagen®,
protocolo “spin-column” para tecidos animais. De acordo com intrugdes do fabricante, foi
adicionado as amostras 180uL de tampdo ATL e 20uL de Proteinase K. Depois de uma
homogeneizacdo em vortex por 10 segundos, as amostras foram entdo submetidas a uma fase de
lise por meio de incubagdo em termobloco a 56°C durante a noite.

Apbés a lise completa dos fragmentos contidos nas amostras, uma nova
homogeneizacdo em vortex foi realizada por 15 segundos seguida de um “spin” realizado em
centrifuga de microtubos. Em seguida, 200u L de tampao AL foi adicionado as amostras, as quais
passaram por novo vortex de 5 segundos e “spin”, e foram acrescidas de 200 uL de etanol a 96%
seguido por vortex de 5 segundos e “spin”. A mistura obtida de cada amostra foi entdo pipetada
e transferida para colunas Dneasy. Estas foram entdo centrifugadas por 1 minuto a 8.000g, e em
seguida, a parte inferior das mesmas foram descartadas e uma novas colunas foram inseridas nos
locais. Adicionou-se entdo 500uL de tampao AWI1 as amostras, € uma nova centrifugacio a
8.000g durante 1 minuto foi realizada, substituindo-se, em seguida, mais uma vez a parte inferior
das colunas. Neste momento, S00uL. de tampao AW?2 foram adicionados as amostras e as
mesmas foram centrigugadas por 3 minutos a 20.000g. A parte inferior das colunas foram
descartadas e substituidas desta vez por microtubos de 1,5mL previamente identificados. Em
sequéncia, adicionou-se 200uL de tampao AE as amostras nas colunas e aguardou-se 1 minuto
em temperatura ambiente. Apds este periodo, as amostras foram centrifugadas a 8.000g por 1
minuto para elui¢do, e a parte superior das colunas foram descartadas, tendo em vista que o DNA
extraido ficou depositado no microtubos, os quais foram armazenados a -20°C até a realizacdo

dos procedimentos moleculares descritos abaixo.

4.7.4 PCR-RFLP Multilocal

A partir do DNA extraido dos isolados de 7. gondii obtidos no bioensaio, realizou-
se a PCR-RFLP utilizando-se 12 marcadores distintos: SAG1, SAG2, alt. SAG2, SAG3, BTUB,
GRAG, c22-8, c29-2, L358, PK1, APICO (SU et al., 2006; DUBEY et al., 2007) e CS3 (PENA
et al., 2008). Como controles, foram utilizadas amostras clonais (tipo I-GT1, tipo II-PTG, tipo
HI-CTG) e de referéncia (TgCgCal, MAS e TgCatBr5). Detalhes sobre os primers e enzimas

utilizados estdo expostos no Quadro 2.
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Quadro 2. Marcadores moleculares, oligonucleotideos (primers) e enzimas de restri¢ao utilizados na PCR-RFLP Multilocal para genotipagem de isolados de

T. gondii em galinhas de criacdo livre nos municipios da ilha de Sao Luis, MA.

Enzimas de Restricao,
Marcador | Cromossomo Primers externos Primers Internos temperatura, tempo de Referéncia
incubacio, %gel
SAGI VIII F:GTTCTAACCACGCACCCTGAG F:CAATGTGCACCTGTAGGAAGC Sau96l + Haell, 37°C, 60’ Grigg et al. (2001);
R:AAGAGTGGGAGGCTCTGTGA R:GTGGTTCTCCGTCGGTGTGAG gel 2,5% Dubey et al. (2006a)
SSAGR VIII F:GCTACCTCGAACAGGAACAC F:GAAATGTTTCAGGTTGCTGC Mbol, 37°C, 60’ Howe et al. (1997);
R:GCATCAACAGTCTTCGTTGC R:GCAAGAGCGAACTTGAACAC gel 2,5% Su et al. (2006)
PSAG2 VIII F-TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC F:ATTCTCATGCCTCCGCTTC Hhal, 37°C, 60 Howe et al. (1997):
R:TCAAAGCGTGCATTATCGA R:AACGTTTCACGAAGGCACAC gel 2,5% ) ’
SAG3 X F:CAACTCTCACCATTCCACCC F-TCTTGTCGGGTGTTCACTCA Ncil, 37°C, 60° Grigg et al., (2001);
R:GCGCGTTGTTAGACAAGACA R:CACAAGGAGACCGAGAAGGA gel 2,5% Su et al. (2006)
Al SAG2 VIII F:GGAACGCGAACAATGAGTTT F:ACCCATCTGCGAAGAAAACG Hinfl + Tagql, 37°C 30°, Lehmann et al.(2000);
' R:GCACTGTTGTCCAGGGTTTT R:ATTTCGACCAGCGGGAGCAC 65°C 30, gel 2,5% Su et al. (2006)
BTUB X F-TCCAAAATGAGAGAAATCGT F:GAGGTCATCTCGGACGAACA BsiEl+Taql, 60°C, 60’ Klslineft;l ((22(())(?65)1?)7
R:AAATTGAAATGACGGAAGAA R:TTGTAGGAACACCCGGACGC gel 2,5% ’ )
Dubey et al. (2006a)
GRAG X F:ATTTGTGTTTCCGAGCAGGT F-TTTCCGAGCAGGTGACCT Mse 1, 37°C, 60° Fazeli et al. (2000);
R:GCACCTTCGCTTGTGGTT R:TCGCCGAAGAGTTGACATAG gel 2,5% Su et al. (2006)
208 b F-TGATGCATCCATGCGTTTAT F:-TCTCTCTACGTGGACGCC BsmAl + Mboll, 37°C 30°, Khan et al (2005b);
R:CCTCCACTTCTTCGGTCTCA R:AGGTGCTTGGATATTCGC 55°C 30°, gel 2,5% Su et al. (2006)
C29-2 I F:ACCCACTGAGCGAAAAGAAA F:AGTTCTGCAGAGTGTCGC HpyCHA4IV + Rsal, 37°C, 60’ Khan et al (2005b);
R:AGGGTCTCTTGCGCATACAT R:TGTCTAGGAAAGAGGCGC gel 2,0% Su et al. (2006)
1358 v F:-TCTCTCGACTTCGCCTCTTC F:AGGAGGCGTAGCGCAAGT Haelll + Nlalll, 37°C, 60’ Khan et al (2005b);
R:GCAATTTCCTCGAAGACAGG R:CCCTCTGGCTGCAGTGCT gel 2,5% Su et al. (2006)
PK1 VI F:GAAAGCTGTCCACCCTGAAA F:CGCAAAGGGAGACAATCAGT Aval + Rsal37°C, 60° Khan et al (2005b);
R:AGAAAGCTCCGTGCAGTGAT R:TCATCGCTGAATCTCATTGC gel 2,5% Su et al. (2006)
Apico Plasmidio F-TGGTTTTAACCCTAGATTGTGG F-TGCAAATTCTTGAATTCTCAGTT Aflll + Ddel, 37°C, 60’ Su et al. (2006)
R:AAACGGAATTAATGAGATTTGAA | RIGGGATTCGAACCCTTGATA gel 3,0% '
Cs3 Vila F:GTGTATCTCCGAGGGGGTCT F:AGCGGATTTCCAACACTGTC NIAII + Mbol, 37°C, 60’ Pena et al. (2008)
R:TGTGACTTCTTCGCATCGAC R:CTGCTGCATTCACAAACTCC gel 2,5% '
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Primeiramente, as sequéncias de DNA-alvo foram amplificadas em uma tnica
multiplex PCR utilizando-se os primers externos de todos os marcadores citados anteriormente.
O produto desta etapa foi entdo diluido 1:1 em 4dgua ultrapura. Na sequéncia, foram realizadas
nested-PCR para os marcadores individualmente, utilizando-se os primers internos.

Para a multiplex PCR, em uma reag@o de 25uL, foi utilizada a seguinte sequéncia
de reagentes: 17,6uL de dgua ultrapura, 2,5uL de 10x tampao de reacdo (Mg"), 2,0uLL de dNTPs
(2.5mM),1,0uL de MgCl> (50mM), 0,15uL de cada primer (25.0uM), 0,10uL de
Platinum ® Taq ADN polimerase (Invitrogen) (5U/uL) e 1,5uL de amostra. Na nested-PCR foi
utilizada mistura semelhante, porém, com primers de 50.0uM, e 1,5uL do produto da multiplex
PCR diluido.

A reagdo da multiplex PCR foi incubada a 95° C durante 4 min, seguida por 25
ciclos de desnaturacdo a 94° C por 30 segundos, hibridizacdo a 55° C durante 30 segundos e
extensdo a 72°C por 1,5 minuto. Enquanto que a reacdo da nested-PCR foi realizada a 95° C
durante 4 minutos, seguida por 35 ciclos de 94° C durante 30 segundos, 60° C durante 1 minuto
e 72° C durante 2 minutos.

Para revelar o padrao de RFLP de cada amostra, 3uL. de cada produto da nested-
PCR foi adicionado a 17uLL de mix de digestao, contendo solu¢ao tampao (CSB 10x) e unidades
especificas de cada enzima de restricdo. As amostras foram incubadas nas temperaturas
indicadas pelo fabricante como a ideal para cada enzima (Quadro 1). Finalizado os ciclos de
incubacdo, as amostras foram submetidas a corrida em gel de agarose a 2,0-3,0%, contendo
SYBR® green (Invitrogen), em cuba horizontal com soluciao tampao TBE a 0,5%, juntamente
com um marcador de peso molecular, e as bandas visualizadas sob luz ultravioleta, utilizando-
se um analisador de imagem.

Neste trabalho foram utilizados marcadores de peso molecular com fragmentos
multiplos de 100 pares de base (pb) € um “low DNA Mass ladder” com as bandas de 100, 200,
400, 800, 1200 e 2000 pb.

Para caracterizagdo genotipica, foram analisados os perfis de bandas encontrados
na digestdo e feita uma comparacao com perfis de cepas de referéncia (SU e DUBEY, 2009)
(Quadro3). Em seguida, os resultados obtidos foram comparados e classificados de acordo com

os genotipos presente no ToxoDB (http://toxodb.org/toxo/) e publicagdes recentes.
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Quadro 3. Perfis de PCR-RFLP Multilocal das amostras clonais Tipos I, Il e III e amostras de

referéncia de Toxoplasma gondii utilizadas como controle neste estudo.

Ident Marcadores PCR-RFLP
: SAG1 | 5°3’SAG2! | alt.SAG22 | SAG3 | BTUB| GRAG| ¢22-8 C29-2 | L358] PK1 | apico CS3
GT1 I I I I I I I I I I I I
PTG I ou III | Il Il i Il 1l Il m|m /| o | o
CTG 11 ou III I 11 11 I m | m | mro | | omro|omr | oI
TgCgCal I 1 Il I 1l i i w1 | 1 |w2| 1 |10
(Cougar)
MAS u-1 I Il I I m | u-1 I I | m | 1 |1
TgCatBr5 I I 11 I 11 I I I I [wl| 1 |1

(SU e DUBEY, 2009)

u-1 e u-2 sdo novos alelos, diferentes dos alelos clonais tipo I, II e III.
"Marcador SAG2 baseado na terminacdo 5’ e 3’ da sequéncia do gene (HOWE et al., 1997)
2Marcador SAG?2 alterado, baseado na terminagao 5° da sequéncia do gene (SU et al., 2006)
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S RESULTADOS

5.1 Sorologia das aves (RIFI)

A distribuicao dos animais soropositivos, segundo o municipio de procedéncia e o

sexo encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia de aves (Gallus domesticus) soropositivas para anticorpos IgG anti-
Toxoplasma gondii na Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), segundo o sexo
e o municipio de procedéncia na Ilha de Sao Luis — MA, 2015.

Aves soropositivas*

N° de aves
Municipio Nimero
examinadas %
Machos Fémeas Total

Paco do Lumiar 15 1 6 7 46,7
Raposa 15 0 2 2 13,3
Sao José de 15 1 3

Ribamar 4 26,7
S3o Luis 15 0 2 2 13,3
TOTAL 60 2 (40,00) 13 (23,64) 15 25,0

* Titulo > 1:16

Pelos dados apresentados na Tabela 1 verifica-se que do total de 60 aves (Gallus
domesticus) examinadas, 15 (25,0%) foram positivas para anticorpos IgG anti-7. gondii, onde a
soropositividade das fémeas foi de 23,64% (13/55) e dos machos 40,00% (2/5).

Quanto aos resultados dos titulos de anticorpos anti-7. gondii encontrados (Tabela
2) estes variaram de 1:16 a 1:8192, sendo que 66,7% (10/15) dos soropositivos apresentaram

titulos entre 1:64 ¢ 1:1024.
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Tabela 2. Distribui¢do dos titulos de anticorpos anti-Toxoplasma gondii obtidos pela Reacdo de
Imunofluorescéncia (RIFI) em aves (Gallus domesticus) naturalmente infectadas na
ilha de Sdo Luis — MA, 2015.

Titulo Numero de aves soropositivas %
1:16 2 13,33
1:32 2 13,33
1:64 2 13,33
1:128 3 20,00
1:256 2 13,33

1:1024 3 20,00

1:8192 1 06,68

TOTAL 15 100,00%

5.2 Bioensaio em camundongos e isolamento de 7. gondii

A partir das aves (Gallus domesticus) positivas na sorologia para 7. gondii foram
realizados 15 bioensaios, obtendo-se destes 5 isolados (TgCkBrMA1 a TgCkBrMAS), sendo 1
do municipio de Raposa, 2 do municipio de Sdo José de Ribamar e 2 de Paco do Lumiar,

conforme dados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Nimero de bioensaios realizados e nimero de isolados de Toxoplasma gondii obtidos
por municipio da ilha de Sdo Luis — MA, 2015.

Municioio Numero de bioensaios Numero de isolados
p realizados obtidos
Paco do Lumiar 7 2
Raposa 2 1
Sao José de Ribamar 4 2
Sao Luis 2 0
TOTAL 15 5
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A relagdo entre o nimero de isolados obtidos e o titulo de anticorpos IgG anti-T.

gondii das aves podem ser visualizados na Tabela 4.

Tabela 4. Relacdo entre o titulo de anticorpos IgG anti-7. gondii das aves soropositivas, 0o
nimero de bioensaios realizados e o numero de isolados de Toxoplasma gondii
obtidos, Sao Luis — MA, 2015.

Titulo Numero de bioensaios Numero de isolados (%)
1:16 2 0 (00,0%)
1:32 2 0 (00,0%)
1:64 2 0 (00,0%)
1:128 3 0 (00,0%)
1:256 2 1 (50,0%)
1:1024 3 3 (100,0%)
1:8192 1 1 (100,0%)
TOTAL 15 5

Do total de 75 camundongos inoculados durante o bioensaio, 19 (25,3%)
apresentaram infeccdo aguda por 7. gondii e vieram a 6bito entre o 14° e o 21° dia apds a
inoculag¢do, com uma média por grupos variando de 15,2 a 20 dias. A infeccao foi confirmada
através da visualizagdo de taquizoitas em esfregacos do pulmao dos animais infectados (Figura
3). Trés grupos, dentre os quatro com camundongos com infeccdo aguda, apresentaram

animais com cistos teciduais no cérebro.

Figura 3. Taquizoita isolado do pulmdo de camundongo inoculado (seta). Aumento de 400x.
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Um dos grupos bioensaiados apresentou um camundongo que veio a ébito no 20°
dia, apds a inoculacdo, mas a infec¢do ndo foi constatada nele. Apesar disso, uma repassagem
para um novo grupo de 5 camundongos foi realizada. Todos estes sobreviveram apds 6 semanas
da inoculacdo e se mostraram soronegativos, indicando que a morte desse individuo ocorreu
provavelmente por motivos alheios a toxoplasmose.

Os 55 camundongos que ndo vieram a 6bito, apds 6 semanas da inoculagcdo
(73,33%) passaram por triagem soroldgica através da reacdo de imunofluorescéncia indireta,
onde 50 deles (90,90%) apresentaram-se sorologicamente negativos. A ndo infec¢cdo por 7.
gondii foi ainda confirmada através do exame de fragmentos do cérebro destes animais, nos
quais ndo foram encontrados cistos do parasito. Cinco animais de um mesmo grupo
apresentaram-se soropositivos na RIFI e cistos contendo bradizoitas foram encontrados nos
tecidos cerebrais de quatro deles (Figura 4), comprovando assim uma infec¢do cronica e

assintomética por 7. gondii.

Figura 4. Cisto tecidual em cérebro de camundongo bioensaiado (seta). Aumento de 400x.

Com isso, o coeficiente de letalidade dos isolados obtidos (percentual de 6bito por
toxoplasmose entre os camundongos infectados) foi de 82,61% nesta pesquisa.
Na tabela 5 consta um resumo de dados relativos aos isolados obtidos, considerando

os municipios de procedéncia e o titulo de anticorpos anti-7. gondii das aves.
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Tabela 5. Numero de infectados, percentual de 6bitos e sobrevida de camundongos em grupos

do bioensaio com obten¢do de isolados de Toxoplasma gondii, de acordo com
municipio de procedéncia e titulos de anticorpos IgG anti-7. gondii das aves, Sdo Luis

— MA, 2015.
Bioensaio*
Sobrevida
GRUPO Municipio Titulo Obitos/infectados % de . pos Mc.edla
Obitos  inoculacao (dias)
(dias)
Gl Raposa 1:8192 5/5 100 15-16 15,40
Sdo José de
G2 Ribamar 1:1024 5/5 100 15-17 15,60
Sao José de
G3 Ribamar 1:1024 5/5 100 19-21 20,00
Paco do
G4 Lumiar 1:256 4/4 100 14-17 15,25
Paco do
G5 Lumiar 1:1024 0/4 0 -- --
*Grupos com 5 camundongos inoculados.  — ndo houve ébito.

5.3 Analise Genotipica

A andlise dos fragmentos de restri¢cdo por eletroforese em gel de agarose para os
cinco isolados encontrados (TgCkBrMA 1-5) permitiu identificar quatro gendtipos distintos.
Os resultados da genotipagem dos isolados de T. gondii estd apresentado na tabela 6.

Os 1solados dos grupos de bioensaio G2 e G3, origindrios de uma mesma
propriedade no municipio de Sdo José de Ribamar, apresentaram alelos iguais para todos os
loci analisados, sendo assim classificados como 0 mesmo gendétipo. Nenhuma linhagem clonal
do Tipo I, II ou III foi encontrada, mas a linhagem clonal brasileira do tipo Brl (genétipo #6)
foi detectada em um dos isolados (Grupo G4). Os isolados dos grupos G1, G2, G3 e G4
demonstraram alta viruléncia em camundongos, com 100% de 6bitos em infectados.

No isolado do grupo G5 um gendétipo inédito foi identificado, o qual nao foi letal
aos camundongos infectados.

A relagdo entre o isolado identificado, o municipio de procedéncia e mortalidade em

camundongos pode ser visualizada na tabela 7.
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Tabela 6. Gendtipos de Toxoplasma gondii isolados de galinhas de criacdo livre pela técnica de PCR-RFLP, provenientes dos municipios da ilha de Sao Luis-
MA, 2015.

Grupo PCR - RFLP ToxoDB PCR-RFLP Identidade com outros isolados
Bioensaio | SAG1 | 5°3°SAG2 | alt. SAG2 | SAG3| BTUB| GRAG6| c22-8| C29-2| L358| PK1 | apico| CS3|  genotype # brasileiros (Estado)

TgCkBr177(CE)*
Gl [ | [ I n n n | mopomo|omo| o #109 TgCkBr249,250,252(ES)®
TgPgBrRN1(RN)®

G2 I m 1] m n m m m m m | I TgCkBrl11, 112 (PA)*
#07 TgCkBr182(CE)?,
G3 I m m m m m m m m m I | TgCkBr196 (MS)® (CS3=III)

TgCkBrl0 (SP); 55, 79, 86, 87(RJ); 98,
101, 102, 104 (PR); 123, 124 (RO); 144
(PA)*

TeckBr265, 273, 277, 281(ES)°
TgCkBr201, 203, 207(MS)®

TgCatBr2, 12, 17, 21, 30 (PR)!
TgCatBrd2, 47, 53, 54, 55, 62, 71,
75(SP)¢  TgDgBr3, 7 (SP)!

TgShBrS8, 9, 10, 11, TgGtBr2, 3, 4, 9
(SP); TgBrCpl4 (SPY,
TeSbaBr2(MG); CH4, CH5(MG)™;
534N(SP)"

G5 | ]] [} | I [} ] 1 I ]] m [} NEW Nesta pesquisa.

G4 1 | | 1] | Il u-1 | | | | | #06 (Brl)

2 TgCkBr (SP), (RJ), (PR),(RO), (RN), (BA), (CE), (SE) e (AL): isolado de galinha nos estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Parand, Rondonia, Rio Grande do Norte, Bahia, Ceard, Sergipe e Alagoas,
respectivamente, genotipado por Dubey et al. (2008).

"TgCkBr (ES): isolado de galinha no estado do Espirito Santo, genotipado por Pena et al. (2013).

¢ TgPgBr (RN): isolado de suino no estado do Rio Grande do Norte, genotipado por CLEMENTINO ANDRADE et al. (2013).

4 TgCkBr (PA): isolado de galinha no estado do Pard, genotipado por Dubey et al. (2007b).

¢ TgCkBr (MS): isolado de galinha no estado do Mato Grosso do Sul, genotipado por Soares et al. (2011).

fTgCatBr (PR): isolado de gato no estado do Parand, genotipado por Su et al. (2006).

¢ TgCatBr (SP): isolado de gato no estado de Sao Paulo, genotipado por Pena et al. (2008).

h TgDgBr (SP): isolado de cdo no estado de Sdo Paulo, genotipado por Dubey et al. (2007b).

i TgShBr; TgGtBr (SP): isolados de ovinos e caprinos, respectivamente, no estado de Sdo Paulo, genotipado por Ragozo et al. (2010).
i TgBrCp (SP): isolado de capivaras no estado de Sdo Paulo, genotipado por Yai et al. (2009).

' TgSbaBr (MG): isolado de tatu no estado de Minas gerais, genotipado por Vitaliano et al. (2014).

™ CH (MG): isolado de galinha no estado de Minas gerais, genotipado por Silva et al. (2014).

" 534N (SP): isolado de humano no estado de Sdo Paulo, genotipado por Ferreira et al. (2011).
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Tabela 7. Municipio de procedéncia, percentual de 6bitos e isolados obtidos nos diferentes
grupos de camundongos bioensaiados, 2015.

ToxoDB Bioensaio!
Sobrevida
PCR-RFLP
GRUPO Municipio Isolado ID? t Obitos/infectados % de pos Média
genotype 6bitos inoculacao (dias)
# (dias)
Gl Raposa TgCkBrMA1 #109 5/5 100 15-16 15,40
Sao José de
G2 Ribamar TgCkBrMA?2 #07 5/5 100 15-17 15,60
Sao José de
G3 Ribamar TgCkBrMA3 #07 5/5 100 19-21 20,00
G4 liigrfﬂgf TeCkBrMA4  #06 (Brl) 4/4 100 14-17 15,25
GS Pagodo  rocvBrMAS  NEW 0/4 0 - -
Lumiar
1Grupos com 5 camundongos inoculados.  —ndo houve 6bito.

2Tg: Toxoplasma gondii; Ck: Chicken; Br: Brasil; MA: Maranhio.
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6 DISCUSSAO

O convivio com outras espécies, mds condi¢des sanitarias do ambiente e a inclusio
de sobras de alimentos humanos e de outras espécies na alimentacdo dos animais sdo fatores
que tornam o ambiente de alto risco para a infec¢ao por Toxoplasma gondii (PEREIRA et al.,
2012) e podem justificar a frequéncia de 25,0% (15/60) de anticorpos anti-7. gondii encontrada
nas galinhas de criacdo livre neste estudo (Tabela 1).

Mesmo com aparente semelhanca nos ambientes das criacdes (APENDICE B),
sendo todos com chao de terra, com possibilidade de livre acesso de gatos, presenc¢a de outras
espécies juntamente com as aves e oferta de resto de alimentos e graos para os animais,
observou-se entre aos municipios analisados uma maior frequéncia relativa de animais
soropositivos no municipio de Pago do Lumiar com 46,7%, seguido do municipio de Sao José
de Ribamar com 26,7%, seguido de Sdo Luis e Raposa, ambos com 13,3%.

No Brasil, hd diversos trabalhos sobre a prevaléncia de 7. gondii em galinhas
identificada por exames soroldgicos, como os de Casartelli-Alves et al. (2012) que também
utilizando a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta encontraram uma prevaléncia de 27,6% na
cidade de Rio Bonito, estado do Rio de Janeiro; Oliveira et al. (2009) que examinaram galinhas
de diferentes estados do nordeste através do teste de aglutinacio modificada (MAT)
encontrando um total de 53,3% de animais soropositivos; e Clementino Andrade et al. (2013)
que através do método de ELISA relataram uma prevaléncia de 69,77% em galinhas de criacio
livre no Rio Grande do Norte. Entretanto, a comparacdo dos valores encontrados aqui com
pesquisas realizadas anteriormente deve ser cautelosa, tendo em vista que o tipo de amostragem
utilizado foi o por conveniéncia e que os trabalhos em questao muitas vezes utilizam métodos
soroldgicos diferentes.

A correlacdo entre soropositividade e a idade das aves ndo pode ser realizada pelo
fato da maioria dos proprietdrios ndo saber a idade exata dos individuos, havendo relatos de
aves entre 6 meses e 5 anos. Segundo Dubey (2010) a idade € um fator que pode influenciar na
frequéncia de soropositividade em galinhas de criacdo livre, onde aves mais velhas possuem
maior chance ter entrado em contato com o parasito ao longo da vida.

No presente trabalho, 7. gondii foi isolado de 33,3% (5/15) das galinhas
soropositivas, sugerindo que pode existir uma correlacido da presenga de isolados com titulos
mais altos de anticorpos das aves. Os isolados foram obtidos de aves com titulo minimo de

1:256. Essa mesma associacao foi encontrada por Pena et al. (2006), em estudo em gatos, e por
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Oliveira et al. (2009), Beltrame et al. (2012) e Holsback et al. (2012), com isolamentos de 7.
gondii em galinhas.

O percentual de isolamento de 7. gondii a partir de animais soropositivos € bastante
varidvel. Para Andrade et al. (2013), utilizando o ELISA como método soroldgico em animais
domésticos diversos este valor foi de 28,40%, semelhante ao encontrado por Oliveira et al.
(2009) em galinhas soropositivas através do MAT, que foi de 28,39%. Neste mesmo trabalho,
especificamente no municipio de Chapadinha, estado do Maranhao, Oliveira et al. (2009)
relataram um percentual de isolamento de apenas 17,28 %. Para Brandao et al. (2006), utilizando
a RIFI como método de triagem sorolégica em galinhas de criacdo livre, o percentual de
isolamento foi um pouco maior, registrando-se 39,28%, mas ainda muito aquém do alcancado
por Dubey et al. (2002) em galinhas soropositivas através do MAT, que foi de 75%.

O ndo isolamento do parasito a partir de animais soropositivos pode ser justificado
pela presenca de falsos positivos nos testes soroldgicos para 7. gondii. A RIFI, especificamente,
apesar de bastante sensivel no diagndstico soroldgico de 7. gondii em galinhas, possui baixa
especificidade, o que pode favorecer a ocorréncia de falsos positivos. Para Casartelli et al.
(2014) estes resultados podem ser originados de reagdes cruzadas com outros parasitos do filo
Apicomplexa, como Sarcocystis ou Neospora, que infectam naturalmente galinhas de criagio
livre. Uma outra explicacdo seria problemas com o indculo a ser utilizado no bioensaio, como
a utilizacdo de tecidos nao parasitados, a auséncia de parasitos vidveis ou mesmo uma carga
parasitdria baixa, sendo, portanto, incapaz de infectar camundongos.

Em dois grupos (G4 e G5), dentre os cinco onde se obteve isolados, um dos
camundongos inoculados ndo teve a infec¢do confirmada (tabela 6). Estes dados podem indicar
falhas durante a inocula¢io ou que havia pouco parasitos nesses indculos, além de uma parte
dos bradizoitas liberada dos cistos ser destruida durante o processo de digestdo em pepsina
dcida (DUBEY et al., 2002).

Diferentemente de cepas isoladas principalmente na América do Norte e Europa,
os isolados de 7. gondii no Brasil sdo bastante diversos, onde através da andlise por varios
marcadores genéticos se percebeu uma relacao filogenética altamente reticulada, sugerindo que
a recombinacdo apresenta um importante papel na diversificagdo desta espécie no pais (PENA
et al., 2008; SOARES et al., 2011).

No presente estudo, o resultado da genotipagem revelou 4 genétipos distintos
(tabela 7), dentre os quais, o do isolado do grupo G1 (TgCkBrMAT1) ja descrito em galinhas por
Dubey et al. (2008) e Pena et al. (2013) nos estados do Cearéa e Espirito Santo, respectivamente;
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e em suinos por Clementino Andrade et al. (2013) no Rio Grande do Norte, e identificado como
#109 (Toxo DB RFLP). Foi verificado 100% de 6bitos entre 15-16 dias PI nos camundongos
infectados, corroborando com os resultados de Clementino Andrade et al. (2013), que
apresentaram entretanto, uma sobrevida de apenas 9 dias para camundongos infectados.

Os isolados TgCkBrMA?2 e TgCkBrMA3, dos grupos G2 e G3, respectivamente,
apresentaram alelos iguais para todos os loci analisados, sendo assim considerados como um
mesmo gendtipo. Ambos foram isolados a partir de aves de uma mesma propriedade, o que
sugere que sejam clones. O referido gendtipo ja havia sido encontrado em galinhas nos estados
do Par4, Ceara e Mato Grosso do Sul (DUBEY et al., 2007b; DUBEY et al., 2008; SOARES et
al.; 2011) e denominado como #07 (Toxo DB RFLP). Na presente pesquisa, para estes isolados
foi verificado 100% de 6bitos entre camundongos infectados (15-21 dias PI), revelando que o
genotipo na Ilha de Sao Luis apresenta letalidade elevada. Dubey et al. (2007b) relataram 6bitos
entre 62,5% dos camundongos infectados e a partir do 21° dia PI, relevando assim uma
letalidade em camundongos menos acentuada que a mencionada no presente estudo. Soares et
al. (2011), entretanto, ndo observaram Obitos entre camundongos infectados. Vale ressaltar que
Soares et al. (2011) apesar de descreveram um isolado (TgCkBr196) com genétipo semelhante
ao encontrado no presente estudo para os isolados TgCkBrMA2 e TgCkBrMA3, foi observada
uma divergéncia no marcador CS3, onde o TgCkBrl96 apresentava alelo tipo III e
TgCkBrMA2/TgCkBrMA3 alelo tipo I. Dubey et al. (2007b) néo utilizou o marcador CS3 em
sua pesquisa.

O referido marcador, localizado no cromossomo VIla do 7. gondii, vem sendo
associado a viruléncia do parasito em camundongos. Pena et al. (2008) mostraram, em trabalho
realizado com isolados obtidos em gatos, que os camundongos infectados com isolados que
possuiam o alelo tipo III para o marcador CS3 tinham um tempo de sobrevivéncia maior quando
comparado com aqueles com alelos tipo I ou II. Informagao esta que corrobora com os achados
do presente estudo, apesar que devido ao ndmero restrito de isolados ndo foi possivel relacionar
estatisticamente a ocorréncia destes alelos com a mortalidade de camundongos.

O isolado do grupo G4, TgCkBrMA4, apresentou genétipo compativel com a
linhagem clonal brasileira Brl (ToxoDB#6), densamente descrita em estudos nos diferentes
estados do pais e em hospedeiros variados, inclusive em seres humanos (SU et al., 2006;
DUBEY et al.,2007b; DUBEY et al.,2008; PENA et al., 2008; YAI et al., 2009; SOARES et
al., 2011; FERREIRA et al., 2011; PENA et al.,2013; VITALIANO et al., 2014; SILVA et al.,
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2014). Corroborando com o relatado por Pena et al. (2008), na presente pesquisa este gendtipo
se mostrou virulento aos camundongos infectados com 100% de 6bito (14-17 dias PI).

Dubey et al. (2008), em pesquisa realizada com isolados de 7. gondii obtidos de
galinhas de criacdo livre nos estados da regido norte, nordeste, sul e sudeste, sugerem que as
linhagens clonais brasileiras estdo largamente distribuidas no territério nacional, encontrando
isolados tipo Brl nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parand, Roraima e Par4. Nesse
mesmo estudo foram analisados dois isolados (TgCkBrl71 e TgCkBr172) do estado do
Maranhao, até entdo os tnicos descritos para o estado, porém, ambos eram de uma linhagem
atipica e apresentavam o mesmo genotipo. Os referidos isolados eram avirulentos, com
sobrevivéncia de todos os camundongos infectados, perfil semelhante ao encontrado no isolado
TgCkBrMAS, do grupo G35, descrito pela primeira vez no presente estudo.

O isolado TgCkBrMAS5, apresentando sequéncia de loci nunca descrita em outros
estudos € considerado um gendtipo inédito (isolado pela primeira vez), com a combinagio de
alelos clonais I e III em todos os loci. Todos os camundongos infectados por este isolado
sobreviveram até o final da pesquisa, sendo considerados soropositivos na RIFI realizada 6
semanas PI. Cistos teciduais no cérebro puderam ser visualizados em quatro dos cinco
camundongos soropositivos, confirmando assim a infec¢ao e sugerindo que este isolado embora
cause infeccao ndo apresenta letalidade.

Em relacdo ao marcador CS3, dentre os isolados descritos neste estudo, apenas o
TgCkBrMAS apresentou alelo tipo III, coincidindo com o fato de ter sido o tinico que ndo
ocasionou 6bitos nos camundongos infectados, confirmando mais uma vez os achados descritos
por Pena et al. (2008), e ratificados por Silva et al. (2014), que analisando isolados obtidos de
humanos e animais domésticos também relataram o papel do gene CS3 na viruléncia do T.
gondii em camundongos.

Analisando isolados do Brasil obtidos em galinhas assintomaticas, Dubey et al.
(2006b) afirmaram que estes sao mais patogénicos em camundongos que os isolados da Europa
e América do Norte, independente do genétipo. Fato que pode ser evidenciado no presente
trabalho através de um coeficiente de letalidade dos isolados de 82,61%.

Para Su et al. (2012) a diversidade genética do 7. gondii ao redor do mundo consiste
em seis grandes clados (A,B,C,D,E,F), provenientes de um pequeno nimero de linhagens
ancestrais distintas. Os trés gendtipos ja conhecidos descritos na presente pesquisa (#06, #07,
#109 ToxoDB) se enquadram em trés dos diferentes clados propostos por Su, sendo o #06 —BrI

pertencente ao clado A, #07 ao clado C e #109 ao clado F, o que sugere uma alta diversidade
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dos isolados presentes na ilha de Sdo Luis. Para classificacdo do genétipo novo encontrado no
1solado TgCkBrMAS, analises filogenéticas se fazem necessdrias.

A alta proporcdo de genétipos distintos para 7. gondii neste trabalho, apesar do
pequeno nimero de isolados, vem ao encontro também com o descrito por Dubey et al. (2008)
que indicam uma alta diversidade de cepas do parasito no Brasil e um grande nimero de
genOtipos unicos circulantes no ambiente.

Neste momento, € valido citar, entretanto, que em estudo realizado com galinhas
no arquipélago de Fernando de Noronha, Dubey et al. (2010) encontraram uma diversidade
genética do parasito relativamente mais baixa, além da identificacido do genétipo tipo II, poucas
vezes reportado no Brasil. Os resultados do referido estudo indicaram que a populagdo de 7.
gondii presente na ilha é composta por gen6tipos tinicos, além de genétipos clonais dominantes
na Europa e América do Norte. Possivelmente por ser uma ilha continental, diferentemente das
ilhas oceanicas do arquipélago de Fernando de Noronha, além do processo de colonizagdo
distinto do referido arquipélago, Sdo Luis apresenta o parasito com um perfil genético diferente,
com caracteristicas semelhantes as encontradas no restante do Brasil, como relatamos, com a

presenca do tipo clonal Brl e outros isolados anteriormente descritos.

50



7 CONCLUSOES

- A frequéncia de infeccao por 7. gondii em galinhas de criacdo livre nos municipios da ilha de
Sao Luis - MA € um forte indicador da presen¢a de cepas do protozodrio circulando no ambiente

da Ilha de Sao Luis;

- Titulos para anticorpos anti-7. gondii a partir de 1:256 na Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta devem ser priorizados em triagem de aves para o bioensaio, pois neles as chances de

isolamento do parasito parecem ser maiores;

- Os isolados encontrados na Ilha de Sdo Luis possuem diversidade genética entre eles,

semelhante aos isolados de outras regides do pais;

- Sobre o uso do locus CS3 como marcador de viruléncia, apesar de indicativo, os resultados
obtidos neste estudo ndo permitem associar um padrao RFLP do referido locus com viruléncia

cm camundongos;

- O gendtipo da amostra TgCkBrMAS isolado pela primeira vez na Ilha de Sao Luis parece nao
apresentar viruléncia para camundongos, entretanto, hd necessidade de estudos mais detalhados

acerca de sua patogenicidade e viruléncia.
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APENCIDE A - NUMERO DE AVES (Gallus domesticus) ADQUIRIDAS POR COLETA,
DE ACORDO COM O SEXO, NOS DIFERENTES MUNICIPIOS E
LOCALIZACAO GEOGRAFICA DAS CRIACOES.

ok N. de Aves Adquiridas Municipio Coordepadas
Fémeas Machos Total Geograficas
5 0 5 Paco do Lumiar -2.513852, -44.165212
4 1 5 Raposa -2.468892,-44.163897
: 3 2 5 Sao José de Ribamar -2.551074,-44.056737
5 0 5 Sao Luis -2.639033,-44.203465
5 0 5 Paco do Lumiar -2.460412,-44.133025
5 0 5 Raposa -2.421509,-44.096359
2 5 0 5 Sdo José de Ribamar -2.468638,-44.195676
5 0 5 Sao Luis -2.513539,-44.262275
4 1 5 Paco do Lumiar -2.554205,-44.157905
5 0 5 Raposa -2.458500,-44.145396
. 5 0 5 Sao José de Ribamar -2.562338,-44.193734
4 1 5 Sao Luis -2.555754,-44.258182
TOTAL 55 5 60
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APENCIDE B - VISUALIZACAO DE LOCAIS ONDE AS AVES (Gallus domesticus)
CONVIVEM NATURALMENTE COM FELINOS E OUTRAS
ESPECIES ANIMAIS.
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