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Resumo

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatorio de distribuicéo
mundial e capaz de parasitar diversas espécies homeotérmicas, e que apresenta
grande importancia devido seu potencial zoonético. Objetivou neste estudo
avaliar presenca e viabilidade de T. gondii em galinhas (Gallus gallus
domesticus) destinadas ao consumo humano no estado de Pernambuco, Brasil.
Foram coletadas amostras de sangue e tecidos de 25 galinhas comercializadas
em mercados populares do Recife. Inicialmente utilizou-se a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para deteccdo de anticorpos anti -T. gondii.
As aves reagentes no ponto de corte 1:16 tiveram seus tecidos (encéfalo e
coracdo) submetidos ao Bioensaio em modelo murino, utilizando camundongos
da linhagem Swiss-Webster. Os camundongos inoculados foram avaliados por
um periodo de 45 dias, e no trigésimo dia pds-inoculacdo (d.p.i.) foi coletada
amostra de sangue para a deteccdo de anticorpos anti-T. gondii na RIFI. Os
animais foram eutanasiados no dia 45 d.p.i. e 0s reagentes no ponto de corte
1:16 tiveram o encéfalo avaliado para a pesquisa de cistos de T. gondii e,
posteriormente, inoculagdo em cultura in vitro de células MA-104 (ATCC® CRL-
2378.1). Tecidos dos camundongos do bioensaio foram submetidos a PCR para
0 gene ITS-1 de T. gondii. Observou-se frequéncia de 68,00% (17/25) para
anticorpos anti-T. gondii nas aves avaliadas e soroconversao de 64,70% (22/34)
dos camundongos na bioprova. Foram obtidos sete isolados de T. gondii, com a
caracterizacdo genética de trés isolados e identificacdo de dois gendtipos
(ToxoDB #36 e #114). Relata-se a ocorréncia de presenca e viabilidade de cistos
de T. gondii em galinhas destinadas ao consumo humano no estado de
Pernambuco com possiveis implica¢cdes na saude dos consumidores dos tecidos
destas aves. A presenca de genétipos atipicos pode ser atribuida a diversidade
genética relatada na regido, com destaque para a ocorréncia do genétipo

ToxoDB#36 em galinhas no estado de Pernambuco.

Palavras-chave: Apicomplexa, bioensaio, genotipagem, saude-publica,
zoonose.



Abstract

Toxoplasma gondii is an obligatory intracellular parasite with worldwide
distribution and capable of parasitizing several homeothermic species, and which
is of great importance due to its zoonotic potential. The aim of this study was to
isolate and identify T. gondii from tissues of domestic chickens (Gallus gallus
domesticus) raised extensively and intended for human consumption. Blood and
tissue samples were collected from 25 chickens destined for slaughter. Initially,
the Indirect Immunofluorescence Assay (IFAT) technique was used as screening
to detect antibodies anti-T. gondii. The positive animals at the cutoff point of 16
had their tissues (brain and heart) subjected to the Bioassay in a murine model,
using Swiss-Webster mice. The inoculated mice were evaluated for a 45 days
period, and on the thirtieth day post-inoculation, a blood sample was collected
from each inoculated mouse to detect antibodies anti-T. gondii by IFAT. Animals
were euthanized on day 45 p.i. and those positive at the cutoff point of 1:16 had
their brains evaluated for T. gondii cysts and subsequently inoculated into an in
vitro culture of MA-104 (ATCC® CRL-2378.1) cells. Aliquots of mouse tissue and
cell culture were subjected to Polymerase Chain Reaction (PCR) for confirmation
through detection of the ITS-1 gene. A frequency of 68.00% (17/25) of anti-T.
gondii in the evaluated chickens, which resulted in a seroconversion of 64.70%
(22/34) in the inoculated mice. Seven T. gondii isolates were obtained with
genetic characterization of three isolates revealing two genotypes (ToxoDB#36
and #114). From the results obtained, the presence and viability of T. gondii cysts
in chickens intended for human consumption is reported. This occurrence reflects
the status of environmental contamination, providing data regarding the
circulation of a zoonotic agent of severe importance for public health. The
presence of atypical genotypes can be attributed to the genetic diversity recorded
in this region. We highlight the occurrence of the ToxoDB#36 genotype in
chickens in the Pernambuco state.

Keywords: Apicomplexa, bioassay, genotyping, public health, zoonosis.
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1. Introducéao

O Brasil possui grande potencial para a producédo de alimentos, seja de
origem animal ou vegetal. Em 2020 foram abatidos 29,7 milhdes de bovinos, 6,0
bilhdes de frangos, 49,3 milhdes de suinos, assim como 3,96 bilhdes de duzias
de ovos de galinha, e comercializados mais de 25,5 bilhdes de litros de leite
(IBGE, 2021). Apesar da situacao favoravel de mercado e do numero significativo
de produtores inseridos nessa atividade, diversos problemas existentes nas
unidades de producdo ainda constituem fatores limitantes para o aumento da
produtividade e oferta de produtos (carne, leite e derivados) com a qualidade e
a regularidade na oferta exigida pelos consumidores. Dentre 0s entraves nos
sistemas produtivos, os problemas sanitarios se constituem em uma das
principais causas do baixo desempenho zootécnico e econémico dos rebanhos
(Maciel, 2006).

Toxoplasma gondii é um protozoario de distribuicdo mundial,
especulando-se que ampla parte da populagcdo humana esteja infectada (Tenter
et al., 2000). O protozoario foi identificado primeiramente por Nicolle e Manceaux
em 1909 em um roedor (Ctenodactylus gondii) na Tunisia, €, no mesmo ano por
Splendore em coelhos domésticos (Oryctolagus cuniculus), no Brasil (Ferguson,
2009; Fialho et al., 2009). Trata-se de um coccidio intracelular obrigatorio
pertencente ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa e familia Sarcosistidae que
acomete principalmente o tecido nervoso, muscular esquelético, muscular

cardiaco e placentario (Dubey et al., 2012).

Trata-se de um parasito heteroxénico capaz de utilizar qualquer espécie
animal homeotérmica como hospedeiro. Seu hospedeiro definitivo sdo os
felideos, nos quais o parasito € capaz de realizar a fase sexuada de seu ciclo e
liberacdo dos oocistos ndo esporulados no ambiente. As demais espécies
animais atuam como hospedeiros intermediarios, onde T. gondii realiza apenas

a fase assexuada do seu ciclo (Fergurson, 2009).

Em humanos, a via de transmissdo oral destaca-se como a principal,
estando relacionada principalmente com a ingestao de alimentos contaminados
com cistos contendo os bradizoitos e oocistos, ou ingestao de agua contaminada

por oocistos esporulados (Dubey, 2004; Fialho et al.,, 2009). Individuos
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imunocompetentes costumam ter uma primo-infec¢do assintomatica, devido a
conversédo dos taquizoitos em bradizoitos em resposta ao estimulo imunologico
do hospedeiro. Em casos sintomaticos, os humanos podem apresentar uma
sindrome infecciosa ndo especifica acompanhada de febre alta e prolongada,
linfadenomegalia, esplenomegalia, problemas pulmonares, hepatomegalia
(Demar et al., 2011) e, em alguns casos, anormalidades oftalmolégicas como a
retinocoroidite (Gilbert et al., 2008).

Estudos sobre a estrutura populacional de T. gondii tém sido realizados
para elucidar a contribuicAo da variedade genética sobre caracteristicas
epidemioldgicas como transmissdo do agente e manifestacdo de sinais clinicos
(Ajzenberg et al., 2004; Lehmann et al., 2004; Lehmann et al., 2006). Estes
estudos determinaram que isolados de T. gondii de humanos e animais na
América do Norte e Europa apresentam baixa diversidade genética e estrutura
populacional predominantemente clonal (Dubey, Beattie, 1988; Howe, Sibley,
1995). Porém, estudos posteriores realizados na América do Sul, principalmente
no Brasil, observaram uma alta diversidade genética de T. gondii, com
predominancia de genoétipos nao clonais (recombinantes ou atipicos)
identificados em humanos e animais. Essa caracteristica decorre da
recombinacdo sexual do parasito, favorecida pela grande biodiversidade
presente nestas regides (Ajzenberg et al.,, 2004; Su et al., 2006; Pena et al.,
2008).

O desequilibrio nos biomas na regido nordeste do Brasil pode culminar no
aparecimento de isolados de Toxoplasma gondii mais virulentos, sendo esse um
risco para a populacdo humana e animal. Estudos voltados para o isolamento de
T. gondii e posterior identificacdo genética dos isolados séo de grande valor para
implementacdo de um plano de vigilancia sanitaria, uma vez que auxilia na
identificacdo de uma possivel fonte de infeccdo para a populacdo animal e

humana.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério membro do
subfilo Apicomplexa, classificacdo que divide com outros parasitos de
reconhecida importancia como Neospora caninum, Besnoitia besnoiti e
Sarcocystis neurona. Esta inserido na classe Conoidasida, Sub-classe Coccidia,
Ordem Eucoccidiida, Familia Sarcocystidae e sub-familia Toxoplasmatinae. E
um parasito formador de cistos teciduais capaz de utilizar diversas espécies
animais homeotérmicas como hospedeiros intermediérios, incluindo a espécie
humana. Apenas os felideos sao capazes de realizar a fase sexuada do ciclo de
T. gondii que culmina na eliminagcéo de oocistos nas fezes (Adl, 2012; Ruggiero
et al., 2015).

A espécie foi primeiramente relatada por Nicolle e Manceux no ano de
1909 no instituto Pasteur na Tunisia. O parasito foi encontrado em infeccdo
disseminada e fatal em roedores denominados gundi (Ctenodactylus gundii)
(Nicolle; Manceaux, 2009). Splendore, no Brasil, também identificou um parasito
semelhante causando infeccdo em coelhos no estado de Sdo Paulo no ano de
1909 (Splendore, 2009). O parasito foi identificado infectando diversos érgéos,
incluindo o bago, pulmdes, rins, figado e linfonodos mesentéricos, sendo
inicialmente relatado como uma nova espécie de “Leishmania”. Posteriormente,
o parasito foi realocado em um novo género “Toxoplasma” devido a sua forma
semelhante a um arco ou “meia lua” (do grego: toxon = arco; plasma = forma),
recebendo também o epitopo “gondii” em referéncia ao roedor do qual foi

inicialmente isolado por Nicolle & Manceaux.

2.2 Ciclo Biolégico e Vias de Transmisséo

7

T. gondii € um parasito eurixeno capaz de utilizar as mais diversas

espécies animais como hospedeiros em seu ciclo de vida. E capaz de infectar
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animais vertebrados domésticos e silvestres, incluindo a espécie humana,
havendo relatos na literatura de infeccdo em aves até os cetaceos. Seu ciclo é
caracterizado como o de um parasito heteroxénico, onde apenas os membros
da familia Felidae sé@o capazes de atuar como hospedeiros definitivos. Desta
forma, os felideos domésticos e silvestres participam de um ponto vital na
manutenc¢ao do parasito no ambiente, visto que sao o0s Unicos capazes de liberar

0S oocistos no ambiente (Dubey, 1998).

No ciclo de vida, destacam-se trés formas infectantes do parasito: o
oocisto esporulado, o taquizoito e o bradizoito. Essas diferentes formas poderao
ser observadas a medida que T. gondii altera sua conformac&o e metabolismo
para se adaptar ao ambiente oferecido pelo hospedeiro (Dubey et al., 1998). A
principal via de infeccdo para os hospedeiros definitivos e intermediérios € via
oral, a partir do consumo de agua ou alimentos contaminados (Dubey et al.,
2012). Em casos de infeccdo aguda ou ativa durante a gestacdo ha a
possibilidade de infeccao vertical através da passagem dos taquizoitos pela via
transplacentéaria (Va et al., 2006).

Na fase assexuada, os taquizoitos e bradizoitos aparecem como
principais atores no ciclo. O taquizoito é caracterizado por sua forma semelhante
a um arco ou “meia lua” medindo por volta de 2 x 6 micrometros. Possuem uma
extremidade com aspecto “pontiagudo” na qual se encontra seu aparato
metabdlico para invasao celular. Pode adentrar as células tanto por estimulo a
fagocitose como pode forcar a membrana plasméatica da célula hospedeira,
formando um vacuolo parasitoforo, e dentro deste, o parasito consegue evadir
0S mecanismos do sistema imune do hospedeiro e iniciar sua multiplicacdo
(Nichols et al., 1983; Bonhome et al., 1992).

O taquizoito se multiplica por endodiogenia, um processo de divisdo
celular no qual uma célula primaria da origem a dois clones idénticos. Conforme
sugerido pelo prefixo no nome da forma evolutiva em questao (Tachos, do grego
= rapido), essa divisdo ocorre de forma veloz, culminando na ruptura da célula
hospedeira (Gilbert et al., 2008; Machado et al., 2014). Esse processo causa a
morte das células parasitadas por ruptura da membrana plasmatica, iniciando
um processo de necrose tecidual. Durante esta fase do parasitismo, T. gondii

apresenta tropismo por determinados tipos celulares como trofoblastos,
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hepatdcitos, células do tecido nervoso e do tecido muscular estriado cardiaco e
esquelético. Seu tropismo por trofoblastos € responsavel pela manifestacao

clinica de carater reprodutivo (Vaz et al., 2006).

Com a progressdo da interacdo parasito-hospedeiro, 0 processo
infeccioso estimula a eventual produgdo de uma resposta imune especifica
contra o agente. Uma vez que o hospedeiro passa a montar uma resposta
imunologica competente e especifica, o protozoario passa por um processo de
alteracdo em seu metabolismo e se reproduz como forma de escape da resposta
imune (Vaz et al., 2008).

O resultado da evasao do sistema imune é a formacao da segunda forma
evolutiva da reproducéo assexuada do parasito, o bradizoito. Essa conformacao
€ observada no interior de cistos teciduais intracelulares onde o parasito se
reproduz lentamente por um processo conhecido por endopoligenia, isto é,
ocorre a geracdo de multiplos clones, ao mesmo tempo, porém em um ritmo
desacelerado. O tamanho do cisto tecidual é diretamente proporcional a sua
idade, podendo abrigar de 2 até centenas de bradizoitos a depender do quéo
antigo € o cisto (Dubey et al., 2010). Os cistos sado a forma de laténcia do
parasito, podendo permanecer viaveis, sem provocar respostas do sistema

imune, por anos (Dubey et al., 1998).

Os o6rgdos de predilecdo para multiplicacdo do parasito incluem o
encéfalo, olhos (particularmente a retina), figado, masculo estriado esquelético
e cardiaco, baco, rins além da placenta e anexos fetais, em individuos gestantes.
Sua distribuicdo nestes tecidos pode variar de acordo com o isolado de T. gondii
ou mesmo com a espécie animal infectada (Dubey, 1997). Em galinhas, (Gallus
domesticus) observa-se mais frequentemente o encistamento do parasito no
tecido encefalico, olhos e musculatura cardiaca; em camundongos (Mus
musculus) observa-se maior frequéncia de cistos em encéfalo (Dubey, 1997,
Dubey, 2008). Esta estrutura representa também uma das principais formas
infectantes para o hospedeiro definitivo e hospedeiros intermediarios, por meio
do consumo da carne contaminada por cistos contendo os bradizoitos (Dubey,
2004).
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Diferente de ambas as formas de reproducdo assexuada anteriormente
descritas, a reproducdo sexuada ocorre apenas no epitélio intestinal dos
felideos, hospedeiros definitivos de T. gondii. O felideo se infecta por meio da
via oral pela ingestéo de carne contaminada por cistos durante a caca/predacéo,
ou pela ingestdo de oocistos esporulados em agua contaminada (Dubey, 2004;
Dubey, 2010).

Em contato com o aparato enzimatico presente no trato gastroentérico do
hospedeiro, a parede do cisto, contendo os bradizoitos, ou 0s oocistos contendo
esporozoitos, é degradada liberando o parasito no limen intestinal. A partir dai,
este pode se converter em taquizoito, iniciar um processo de parasitemia e
reproducdo assexuada ou iniciar o processo de merogonia ao adentrar nas
células do epitélio intestinal. Ao fim do processo de merogonia e gametogonia
sera formado o oocisto na forma ndo infectante ou ndo esporulado. Esse
processo leva a ruptura das células epiteliais do intestino, podendo culminar em
um processo de irritacdo da mucosa intestinal. Os oocistos séo liberados junto
com as fezes no ambiente e sob condi¢des ideais de oxigenag¢ao, umidade e
temperatura podem se tornar infectantes ao passar pelo processo de
esporulacdo. Esse processo pode durar de 1 a 5 dias e ao final, o oocisto
desenvolvera dois esporocistos que albergam quatro esporozoitos cada (Dubey,
2004).

Durante o ciclo biologico, T. gondii pode ser transmitido para novos
hospedeiros pelas vias horizontal e vertical. A transmissdo horizontal €
epidemiologicamente mais importante, sendo responsavel pela distribuicdo do
parasito no ambiente. A transmissao ocorre majoritariamente pela via alimentar
através da ingestdo de carne crua ou malcozida contaminada com cistos
contendo bradizoitos (Dubey et al., 2012). A figura 1 demonstra um esquema

das vias de transmissao de T. gondii entre seus hospedeiros.
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Figura 1: Ciclo de transmisséo de Toxoplasma gondii

A = Infective Stage
A = Dagnostic Stage

A

v
it diwonew, dpd. oo govidpdx

Fonte: CDC, 2015

A ingestdo de vegetais e legumes ou agua contaminados por oocistos
esporulados também é uma importante forma de disseminacdo do parasito. E
importante salientar que os felideos sdo responsaveis pela eliminacdo de
oocistos no ambiente, mesmo que apenas em determinado momento de sua
vida, e estes poderao ser dispersados por intempéries do ambiente como vento
e chuvas (Cook et al., 2000).

Outra forma de transmissé@o de T. gondii € a vertical, que usualmente
ocorre durante a fase de parasitemia, ou seja, na primo-infec¢ao ou fase aguda
do processo infeccioso em gestantes. Nesse processo, 0s taquizoitos invadem
os trofoblastos do tecido placentario, causando uma placentite necrosante,
podendo atravessar a barreira placentaria e infectar o feto. Em diversas espécies
animais como ovinos, caprinos e humanos, esse processo pode culminar em
severas consequéncias reprodutivas, desde o aborto espontaneo, ma formacao
fetal ou problemas oftalmicos e neuroldgicos do feto infectado. A liberacdo de

produtos de aborto, quando ocorre, funciona também como forma de
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manutencdo do parasito no ambiente, em especial em propriedades onde h4 a

convivéncia de diversas espécies animais (Vaz et al., 2006; Dubey et al., 2012).

2.3 Diagnéstico da Toxoplasmose e Infec¢éo por Toxoplasma gondii.

O diagnéstico da toxoplasmose envolve a unido de achados clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais. Uma vez que a infeccdo por T. gondii possui
sinais e manifestacdes inespecificas, os achados laboratoriais tomam um
importante papel na obtencdo de um diagndstico eficaz (Dubey et al.,2020).
Vérias técnicas podem ser aplicadas ao diagnéstico deste parasito, desde
técnicas soroldgicas indiretas como a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e o Teste de Aglutinacdo Modificada (MAT), até técnicas de diagnostico
direto como a histopatologia, biologia molecular e o isolamento do parasito
(Camargo, 1964; Dubey, 2010; Su et al., 2010).

As técnicas indiretas se fundamentam na deteccao de anticorpos anti-T.
gondii, buscando as classes IgM e IgG. E vital salientar que, apesar de sua
aplicabilidade no diagnéstico da toxoplasmose, a deteccdo de anticorpos,
mesmo que em altos titulos, ndo necessariamente acusa um processo infeccioso
grave ou ativo (Goldsmith, 1998; Dubey et al., 2020). Titulos de anticorpos
podem permanecer detectaveis por meses ou anos, a exemplo da IgM que
apesar de associada a processos infecciosos recentes ou agudos pode
permanecer detectavel na corrente sanguinea por até 18 meses (Cantos et al.,
2000; Figueiré-Filho et al., 2005).

A deteccéo direta do parasito pode ser realizada a partir de alguns tecidos
do hospedeiro. A pesquisa de cistos teciduais pode, por exemplo, ser realizada
a partir do imprinting de tecido encefalico ou, ainda, podem ser observados
taquizoitos em fluido cerebroespinhal durante a fase aguda da doencga (Dubey &
Beattie, 1988). Em felideos, o diagndstico coproparasitolégico pode ser aplicado
para deteccdo de oocistos, entretanto, por vezes, nao € possivel diferenciar o

oocisto de T. gondii do oocisto de outros coccidios como Hammondia hammondi.
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Os oocistos podem ainda ser detectados em solo, uma vez que séo liberados no
ambiente, entretanto apresentam a mesma limitacéo que a detec¢éo de oocistos

em exames coproparasitologicos (Dubey et al., 2020).

O isolamento de T. gondii pode ser aplicado no diagnéstico da presenca
e viabilidade do parasito em amostras teciduais (Dubey, 1988). O bioensaio em
modelo murino € uma das técnicas mais utilizadas para o isolamento de T.
gondii, permitindo a observacdo da presenca, viabilidade e avaliacdo da
viruléncia de cepas de T. gondii. Através de um processo de digestdo que
mimetiza a passagem do cisto ou oocisto pelo trato gastrointestinal de um
hospedeiro, € possivel realizar a ruptura dessas estruturas, liberando a forma
infectante do parasito (Dubey, 2010; Saraf et al. 2017). O isolamento in vitro
também é uma opcgdo a ser considerada. Essa modalidade de isolamento
necessita de uma cultura de células suscetiveis ao parasitismo. Apesar de
possuir um custo bastante elevado, em especial quando comparado ao modelo
murino, o cultivo celular permite a obtencdo e conservagcdo de isolados em
culturas puras, particularmente util quando se propde a realizacdo de estudos de
genotipagem (Chatterton et al., 2002).

Uma limitacdo quanto ao isolamento € o tempo de viabilidade da amostra.
Uma vez que o isolamento tem como objetivo a deteccdo de viabilidade do
parasito, a sua perda pode culminar em resultados negativos em tentativas de
isolamento. A perda de viabilidade ocorre naturalmente em caso de morte do
hospedeiro e, em casos de congelamento da amostra. Desta forma, sugere-se
gue amostras destinadas ao isolamento de T. gondii sejam processadas em até
72h post mortem (Dubey, 1998).

O emprego da biologia molecular, em particular a Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) é de grande auxilio no diagnéstico da toxoplasmose. Gragas
aos diversos protocolos estabelecidos atualmente estédo disponiveis um arsenal
de marcadores genéticos que permitem a deteccdo do parasito mesmo que em
baixa concentracdo. Com o uso da PCR aplicado ao diagndéstico de T. gondii €
possivel detectar o parasito em diversas secrecoes e tecidos sem a interferéncia
da “janela imunoldgica”, uma das maiores limitagées na aplicacdo do diagnostico
soroldgico (Dubey, 2010; Su et al., 2010).
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Dentre os genes selecionados como marcadores para a deteccao do
parasito se destacam os genes 529 e o ITS-1. O gene 529 possui grande
repeticdo no genoma de T. gondii, permitindo que possa ser detectado mesmo
em casos de baixa carga parasitaria na amostra, sendo relatado até um minimo
de 4 taquizoitos como seu limiar de detec¢do (Homan et al., 2000). O gene ITS-
1 ndo apresenta a mesma vantagem de deteccdo observada no gene 529,
entretanto a padronizacdo de um protocolo Nested-PCR (Hurtado et al., 2001)
permitiu uma boa sensibilidade para detecgdo do parasito, visto que a dupla
amplificagdo compensa uma menor quantidade de DNA alvo.

Outros protocolos nédo tdo especificos como aqueles direcionados para a
deteccdo de espécie, podem também ser aplicados como forma de triagem
amostral, desde que acompanhados de outro protocolo molecular capaz de
confirmar a espécie do parasito. O gene 18S do DNA ribossomal dos parasitos
pertencentes ao filo Apicomplexa pode ser utilizado como uma forma de triagem,
visto que a sensibilidade desta técnica é superior aquela observada em outros
genes espécie-especificos. Algo Util quando se trata de amostras de tecido em
que a carga parasitaria pode nao ser suficiente para deteccdo pelos genes ITS-
1 e 529 (Su et al., 2010).

Outra vantagem da aplicacdo da PCR ao diagnéstico de T. gondii é a
capacidade de deteccdo do parasito em amostras ndo mais viaveis ao
isolamento, como no caso de tecidos e fluidos que passaram por um processo
de congelamento, por exemplo (Dubey et al., 2020). Uma quantidade minima de
material bioldgico utilizado é algo que pode ser discutido do ponto de vista
favoravel ou desfavoravel, uma vez que uma menor quantidade de tecido
analisada poderia implicar em reducdo nas chances de obtencdo de DNA
parasitario. Apesar de pouco tecido ou fluido ser necessario em protocolos de
extracdo/PCR, a distribuicdo do parasito pelos 6rgdos do hospedeiro pode se
mostrar um fator limitante ao diagndstico, apesar dos conhecidos “tecidos de
eleicdo” (Schares et al., 2018; Dubey et al., 2020).

2.4 Variabilidade genética de T. gondii
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Numerosos estudos sobre a estrutura populacional de T. gondii tém sido
realizados para elucidar a contribuicdo de sua variedade genética sobre
caracteristicas epidemiolégicas, como transmissao do agente e manifestacéo de
sinais clinicos (Ajzenberg et al., 2004; Lehmann et al., 2004; Lehmann et al.,
2006). Estudos determinaram que isolados de T. gondii de humanos e animais
na Ameérica do Norte e Europa apresentaram baixa diversidade genética e
estrutura populacional predominantemente clonal (Dubey, Beattie, 1988; Howe,
Sibley, 1995).

Inicialmente, T. gondii foi classificado em trés linhagens genéticas clonais
(1, 1, 1), relacionando-as ao comportamento de viruléncia em camundongos e,
sendo o tipo | considerado letal para camundongos, independente da dose,
enquanto os tipos Il e Ill sdo geralmente de baixa viruléncia ou nao virulentos
(Howe, Sibley, 1995; Su et al., 2010; Dubey et al., 2010). As linhagens foram
estabelecidas através do uso da técnica de polimorfismo de fragmentos de DNA
produzidos por restricdo enzimatica em produtos amplificados pela reacdo em
cadeia da polimerase (RFLP-PCR) (Howe & Sibley, 1995). Porém, estudos
posteriores na América do Sul, principalmente no Brasil, observaram uma alta
diversidade genética de T. gondii, com predominancia de gendétipos nao clonais
(recombinantes ou atipicos) identificados em humanos e animais (Pena, 2008;
Vitaliano et al; 2014). Esta caracteristica decorre da recombinacdo sexual do
parasito, favorecida pela grande biodiversidade presente nestas regides
(Ajzenberg et al., 2004; Su et al., 2006; Pena et al., 2008).

Estudos realizados no Brasil tentaram padronizar uma classificacdo de
linhagens brasileiras através de um banco de dados de 48 gendtipos obtidos a
partir de 125 isolados. Foi relatada maior repeticdo de 04 gendtipos, nomeados
Brl, Brll, Brlll e BrlV, e estes seriam considerados as linhagens clonais no Brasil
assim como as linhagens |, Il e lll seriam para a América do Norte e Europa
(Pena et al., 2008). Entretanto, conforme previamente citado, a grande
biodiversidade e favorecida recombinacéo sexual dos biomas brasileiros dificulta
a prevaléncia das entéo citadas como linhagens clonais brasileiras, sendo assim
atualmente é considerado que ndo ha predominancia de linhagens clonais ou

genadtipos no Brasil (Saraf et al., 2017; Dubey et al., 2020).
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2.5 Toxoplasma gondii em galinhas

Em relagdo aos estudos desenvolvidos em aves, os mais frequentes
utiizam a espécie Gallus domesticus (Dubey et al., 2010). Esta espécie
geralmente ndo apresenta sinais clinicos, mas oferece risco de transmissao
guando ha o consumo de sua carne crua ou parcialmente cozida (Ruiz & Frekel,
1980). Além disso, as galinhas séo utilizadas como um indicador indireto de
contaminagao ambiental por oocistos de T. gondii, uma vez que sao amplamente
expostas a este protozoario quando exercem o habito de ciscar o chédo (Dubey
et al., 2015; Magalhaes et al; 2016).

Sua importancia quanto ao indicador de contaminacdo ambiental é de
relevante significancia para avaliar o status ambiental frente a contaminac&o por
oocistos de T. gondii. Em regides com elevadas taxas de prevaléncia de infeccéo
por T. gondii em galinhas, espelham também um elevado risco de infeccéo para
a populacdo humana local (Dubey et al., 2015). O risco se da ndo pelo consumo
da carne dessas aves, uma vez que O preparo para consumo costuma ser
suficiente para inativar o parasito, mas sim por ser um indicativo de uma alta
carga parasitaria presente no ambiente, em especial solo e fontes de agua (Cook
et al.,, 2000). O habito de ciscar permite que as galinhas mantenham uma
constante relagéo de contato com o solo, permitindo que o animal atue como um
espelho referente ao solo, refletindo no status sanitario para a contaminacao por
T. gondii. Isso é observado em especial em galinhas selvagens (Gallus gallus) e
galinhas domésticas (Gallus gallus domesticus) de criacdo extensiva. Esta
relacdo néo € observada em aves de criacéo industrial com a mesma frequéncia
(Abbaszadeh et al., 2022).

A discrepéancia observada na prevaléncia do parasito entre populacdes de
criagdo extensiva e intensiva ndo decorrem de divergéncias fisiologicas, mas sim
pelas diferentes formas de manejo as quais sdo submetidas. Nas galinhas de
criacdes comerciais, o eficiente controle de qualidade de agua, alimento, e a falta

de contato com o solo dificultam o acesso de T. gondii ao hospedeiro. Além
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disso, em granjas de criacdo intensiva ha intenso controle de circulacdo de
animais, portanto, os felideos ndo conseguem acessar 0 espaco onde se
localizam as aves para causar a contaminacdo do ambiente com oocistos (Shokri
et al., 2017). Por outro lado, a criacdo extensiva de galinhas é uma atividade
particularmente barata e por isso € amplamente praticada ao redor do mundo.
Entretanto, o baixo nivel de tecnificacdo nesse tipo de pratica agropecuaria traz
como consequéncia a exposicdo dos animais as intempéries do ambiente e a
agentes infecciosos (Schares et al., 2017). Porém, o baixo custo de criacao
destas aves € atrativo e estimulante, particularmente entre a populagdo com
menos recursos (Cook et al., 2000). Na Tabela 1 se observa a prevaléncia de
anticorpos anti-T. gondii relatada em estudos realizados em populacdes de

galinhas no Brasil.

Tabela 1: Prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em galinhas (Gallus

gallus domesticus) no Brasil.

Estado/Regiéo Método diagndstico  Prevaléncia Referéncia
Nordeste
Alagoas RIFI 36,00% Silva et al. (2020)
Bahia RIFI 25,00% Gongalves et al. (2012)
Paraiba RIFI 31,50% Feitosa et al. (2016)
Pernambuco (FN)* RIFI 88,40% Magalhées et al. (2016)
Pernambuco (FN)* RIFI 80,00% Costa et al. (2012)
Pernambuco (FN)* MAT 84,00% Dubey et al. (2010)
Pernambuco RIFI 40,50% Fernandes et al. (2016)
Pernambuco RIFI 27,90% Sé et al. (2017)
Sudeste
Rio de Janeiro RIFI 21,60% Casartelli-Alves et al. (2012)
Minas Gerais RIFI 53,60% Brand&o et al. (2006)
Espirito Santo RIFI 38,80% Beltrame et al. (2012)
Sul
Santa Catarina MAT 51,50% Pena et al. (2018)

(FN)*Estudo realizado na llha de Fernando de Noronha - PE. RIFI: Rea¢&o de imunofluorescéncia indireta.

MAT: Teste de Aglutinagcdo Modificada.

Imunoenzimatico.

IHA: Teste de Hemaglutinagdo Indireta. ELISA: Ensaio
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Apesar de raramente demonstrarem sinais clinicos em decorréncia da
infeccdo por T. gondii, as galinhas sédo hospedeiros eficientes do parasito. Sua
competéncia como hospedeiro € mais aparente ao comparar a carga parasitaria
para desenvolver nos tecidos dessas aves, apresentando um importante papel
na manutencd@o do parasito no ambiente. A distribuicdo dos cistos teciduais é
variavel a depender da espécie animal parasitada (More et al., 2012; Dubey,
2020), mas em galinhas o coracédo e o encéfalo sdo relatados como tecidos de
eleicdo para o diagnéstico molecular e isolamento de T. gondii por
desenvolverem maior carga parasitaria (Dubey et al., 2015).

Tabela 2: Prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em galinhas (Gallus

gallus domesticus) no mundo.

Pais Método diagnostico Prevaléncia Referéncia
Europa
Alemanha ELISA 46,70% Schares et al. (2017)
Américas
Argentina RIFI 53,00% Moré et al. (2012)
México MAT 25,50% Alvarado-Esquivel et al. (2012)
Asia
China MAT 10,20% Cong et al. (2012)
China ELISA 67,10% Liu et al. (2017)
Tchéquia RIFI 0,40% Bartova et al. (2009)
Paquistao IHA 20,70% Mahmood et al. (2014)
Tailandia MAT 10,10% Shaichua et al. (2017)
Thailandia RIFI 64,00% Chumpolbanchorn et al. (2009)

RIFI: Reagdo de imunofluorescéncia indireta. MAT: Teste de Aglutinagdo Modificada. IHA: Teste de

Hemaglutinagdo Indireta. ELISA: Ensaio Imunoenzimatico.

Em raros casos pode haver manifestagcdes clinicas da toxoplasmose nas
galinhas. Vielmo et al. (2019) relataram a ocorréncia de um surto de
toxoplasmose em uma granja no Brasil, onde as aves apresentaram padrdes de
inflamagé&o e necrose em figado, rins, sacos aéreos, intestino e miocardio. N&o

foi possivel observar a presenca de cistos teciduais ou taquizoitos e o
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diagnostico foi comprovado por detec¢cdo do material genético do parasito no

tecido dessas aves.

2.6 Impacto da Toxoplasmose na Saude Publica

Toxoplasma gondii é um parasito de distribuicdo cosmopolita, porém a
sua prevaléncia na populacéo € variavel. A influéncia de fatores climaticos como
temperatura, umidade, grau de sanidade local e fatores culturais possuem
bastante peso sobre a dindmica do parasito em determinada regido (Dubey et
al., 2020).

Em humanos, a principal via de infeccdo é a oral, relacionada
principalmente a ingestdo de alimentos contaminados com cistos ou 0ocistos, ou
pela ingestdo de agua contaminada por oocistos esporulados (Dubey, 2004;
Fialho et al., 2009). Ambientes insalubres e habitos alimentares como 0 consumo
de carne crua ou mal cozida aparecem como fatores de risco para a populacdo
(Dubey, 2008). Individuos imunocompetentes costumam ter uma primo-infecgao
assintomatica, devido a conversao dos taquizoitos em bradizoitos em resposta
ao estimulo imunoloégico. Em casos sintomaticos, os individuos podem
apresentar uma sindrome infecciosa ndo especifica acompanhada de febre alta
e prolongada, linfadenomegalia, esplenomegalia, problemas pulmonares,
hepatomegalia (Demar et al., 2011; Machado, 2014) e, em alguns casos,
anormalidades olftdlmicas como a retinocoroidite (Gilbert et al., 2008). A forma
de laténcia do parasito é uma das que apresenta maior potencial de infeccéo
para a espécie humana, visto que a ingestao de carne crua ou mal passada de
animais infectados como, por exemplo, as espécies domeésticas destinadas a
producdo animal (Cook et al., 2000). Outra importante forma de infecgéo para a
populacdo humana é a ingestdo de dgua contaminada por oocistos esporulados
(Dubey, 2010).

O contato direto com o0 solo, seja durante a realizacdo de atividades
agricolas, jardinagem, ou mesmo atividades ao ar livre em parques e pracas

também configura risco para infeccao por T. gondii (Santos et al., 2010). Oliveira
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et al. (2021) ressaltam a presenca de oocistos em solo de diversos ambientes
publicos na regido metropolitana de Recife - PE, dentre os quais podemos
destacar hospitais, pracas e parques. Em condi¢cGes 6timas de calor e umidade
nos solos 0s oocistos do parasito podem se manter viaveis por longos periodos
de tempo, sendo assim, o contato constante com o solo sem medidas adequadas
de protecao favorece a infeccdo pelo parasito, em especial em criangas com
acesso a parques e pracas, jardineiros e trabalhadores agricolas (Cook et al.,
2000).

Considerando os riscos, as medidas de controle sédo de vital importancia
na prevencao dessa zoonose. Medidas educativas e a difusdo de conhecimento
referentes as praticas de higiene no preparo de alimentos sdo medidas eficazes
na prevencao da toxoplasmose humana (Cook et al., 2000; Dubey et al., 2012).
O controle sanitario de fontes de 4gua e consumo de 4gua tratada sdo também
de grande importancia para o controle da toxoplasmose, visto que, a ingestéo de
agua contaminada foi a causa de grandes surtos de toxoplasmose, incluindo o
surto ocorrido em Santa Isabel do Ivai (Parand) e em Santa Maria (Rio Grande
do Sul), este ultimo considerado o maior surto mundial de toxoplasmose
(Almeida et al., 2011; Silva et al., 2018). Outras medidas a serem aplicadas
incluem o uso de equipamentos de protecdo adequados durante atividades

associadas ao solo, como jardinagem (Cook et al., 2000).

Um aspecto da Toxoplasmose que é de interesse para a Saude Publica é
a toxoplasmose congénita. O risco para a gestacao é relacionado ao trimestre
em que a infeccao ocorre, onde a repercussao pode variar desde o aborto e ma
formacao congénita até o nascimento de individuos cronicamente infectados. A
titulo de prevencdo da Toxoplasmose congénita, tem-se a triagem soroldgica
para anticorpos anti-T. gondii durante o pré-natal. A primo-infeccdo €
considerada como o momento de maior risco para complicacbes ao feto,
portanto, mulheres soronegativas representam o grupo em que ha maior risco
da ocorréncia da toxoplasmose congénita. Segundo o manual técnico existente
no Brasil, recomenda-se a pesquisa de IgM e IgG anti-T. gondii em mulheres
gestantes durante a consulta inicial e periodicamente durante a gestacao, além
de um acompanhamento a fim de prevenir a infec¢cdo e suas consequéncias

reprodutivas (Brasil, 2005).
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3. Objetivos

3.1 Geral

e Realizar um estudo da presenca e viabilidade de Toxoplasma gondii em
galinhas (Gallus gallus domesticus) destinadas ao consumo humano e
comercializadas em Pernambuco, Brasil.

3.2 Especificos

e Detectar anticorpos IgG anti-T. gondii em amostras de soro de galinhas
adquiridas de produtores familiares em mercado publico.

e Isolar e identificar T. gondii em tecidos de galinhas adquiridas em mercado

publico por meio de Bioensaio em camundongos.

e Caracterizar genotipicamente os isolados de T. gondii por meio da RFLP-
PCR.
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Capitulo II: ARTIGO |

Isolamento e identificacdo de gendtipos de Toxoplasma gondii em galinhas
(Gallus gallus domesticus) comercializadas em mercados populares no

estado de Pernambuco, Brasil.

(Artigo a ser submetido a revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria)

Resumo

Toxoplasma gondii € um parasito de grande importancia devido seu potencial
zoonGtico. Objetivou-se avaliar presenca e viabilidade de T. gondii em galinhas
destinadas ao consumo humano no estado de Pernambuco, Brasil. Foram
coletadas amostras de sangue e tecidos de 25 galinhas comercializadas em
mercados em Recife. Utilizou-se a Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para
deteccdo de anticorpos anti-T. gondii. Os animais reagentes tiveram encéfalo e
coracdo submetidos ao Bioensaio em camundongos. Os camundongos
inoculados foram avaliados por 45 dias, no trigésimo dia pés-inoculacéao foi
coletada amostra de sangue para deteccdo de soroconversdo na RIFI. Os
animais foram eutanasiados e aqueles reagentes tiveram o encéfalo e lavado
peritoneal avaliados para a pesquisa de cistos e taquizoitos, sendo 0s materiais
subsequentemente inoculados em células MA-104 (ATCC® CRL-2378.1). Os
tecidos dos camundongos foram submetidos a PCR para a deteccdo do gene
ITS-1. Obtive-se uma frequéncia de anticorpos anti-T. gondii de 68,00% (17/25)
nas aves e soroconversao de 64,70% (22/34) dos camundongos no bioensaio.
Sete isolados de T. gondii foram confirmados por PCR, dos quais trés foram
caracterizados na RFLP-PCR como genoétipos ToxoDB#36 e ToxoDB#114.
Destaca-se a ocorréncia do genoétipo ToxoDB#36 em galinhas no estado de
Pernambuco e a viabilidade do parasito em aves destinadas ao consumo
humanao.

Palavras-chave: Apicomplexa, bioensaio, genotipagem, satude-publica, zoonose.
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Abstract

Toxoplasma gondii is a parasite of great importance due to its zoonotic potential.
The objective was to evaluate the presence and viability of T. gondii in chickens
intended for human consumption in the Pernambuco state, Brazil. Blood and
tissue samples were collected from 25 chickens sold in markets in Recife. We
employed the Indirect Immunofluorescence (IFAT) to detect anti-T. gondii. The
positive animals had their brain and hearts subjected to the Bioassay in mice.
The inoculated mice were evaluated for 45 days. On the thirtieth day post-
inoculation, blood samples were collected to detect seroconversion in IFAT. The
animals were euthanized, and those reagents had their brain and peritoneal
lavage evaluated for cysts and tachyzoites. These materials were then inoculated
into MA-104 cells (ATCC® CRL-2378.1). The mice tissues were subjected to
PCR to detect the ITS-1 gene. We obtained a frequency of anti-T. gondii
antibodies of 68.00% (17/25) in chickens and seroconversion of 64.70% (22/34)
in the bioassay mice. Seven T. gondii isolates were confirmed by PCR of which
three were characterized by RFLP-PCR as genotypes ToxoDB#36 and
ToxoDB#114. We highlight the occurrence of the ToxoDB#36 genotype in
chickens in the Pernambuco state and the parasites' viability in chickens intended
for human consumption.

Keywords: Apicomplexa, bioassay, genotyping, public health, zoonosis.
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Introducéo

O Brasil possui grande potencial para a producdo de alimentos, seja de
origem animal ou vegetal. Em 2020 foram abatidos e comercializados 6,0 bilhdes
de frangos, assim como 3,96 bilhdes de duzias de ovos de galinha (IBGE, 2021).
Apesar da situacdo favoravel de mercado e do numero significativo de
produtores inseridos nessa atividade, diversos problemas existentes nas
unidades de producgdo ainda constituem fatores limitantes para o aumento da
produtividade e oferta de produtos (carne, leite e derivados) com a qualidade e
a regularidade na oferta exigida pelos consumidores. Dentre 0s entraves nos
sistemas produtivos, os problemas sanitarios se constituem em uma das
principais causas do baixo desempenho zootécnico e econdmico dos rebanhos
(Maciel, 2006).

Toxoplasma gondii € um protozoario de distribuicdo mundial,
especulando-se que 60% da populacdo humana esteja infectada (Dubey et al.,
2012). Trata-se de um parasito heteroxénico capaz de utilizar qualquer espécie
animal homeotérmica como hospedeiro. Seu hospedeiro definitivo sdo os
felideos, nos quais o parasito € capaz de realizar a fase sexuada de seu ciclo e
liberacdo dos oocistos ndo esporulados no ambiente. As demais espécies
animais atuam como hospedeiros intermediarios, onde T. gondii realiza apenas
a fase assexuada do seu ciclo (Fergurson, 2009).

As galinhas geralmente ndo apresentam sinais clinicos, mas oferecem
risco de transmissdo quando ha o consumo de sua carne e 6rgdos crus ou
parcialmente cozidos (Ruiz; Frekel, 1980). Além disso sdo utilizadas como um
indicador indireto de contaminacdo ambiental por oocistos de T. gondii, uma vez
gue sdo amplamente expostas a este protozoario quando exercem o habito de
ciscar o chdo (Dubey et al., 2015; Magalhdes et al; 2016). O baixo nivel de
tecnificacdo nesse tipo de pratica agropecuaria traz como consequéncia a
exposi¢cdo dos animais as intempéries do ambiente e a agentes infecciosos
(Schares et al., 2017), entretanto o baixo custo de criacdo dessas aves é atrativo
e estimulante, particularmente entre a populacdo com menos recursos (Cook et
al., 2000).

Estudos sobre a estrutura populacional de T. gondii tém sido realizados
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para elucidar a contribuicdo da variedade genética sobre caracteristicas
epidemioldgicas como transmissdo do agente e manifestacdo de sinais clinicos
(Ajzenberg et al., 2004; Lehmann et al., 2004; Lehmann et al., 2006). Os dados
obtidos de isolados da América do Sul, principalmente no Brasil, observaram
uma alta diversidade genética de T. gondii, com predominéncia de genotipos ndo
clonais (recombinantes ou atipicos). Essa caracteristica decorre da
recombinacdo sexual do parasito, favorecida pela grande biodiversidade
presente nestas regides (Ajzenberg et al., 2004; Su et al., 2006; Pena et al.,
2008). Estudos realizados no Brasil ressaltam a diversidade genética encontrada
em galinhas na regido nordeste, com notavel participacdo dos gendtipos #13,
#59 e #163 (Feitosa et al., 2016; Silva et al., 2020, Costa et al., 2021). Além
disso, gendtipos observados podem também ser relatados infectando multiplas
espécies, a exemplo do genétipo #146, ja relatado causando infeccdo em
galinhas, garca vagueira, gatos ferais, ovino e suino (Dubey et al., 2010; Melo et
al., 2016; Silva et al., 2020).

Considerando os riscos existentes na criacado extensiva de galinhas que
favorecem o contato das aves com o parasito e o desequilibrio nos biomas na
regido nordeste do Brasil que pode culminar no aparecimento de isolados mais
virulentos de Toxoplasma gondii, o presente estudo objetivou isolar e identificar
gendtipos de T. gondii obtidos de galinhas destinadas ao consumo humano

comercializadas em mercados publicos no estado de Pernambuco, Brasil.

Material e Métodos

° Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) com numero
de protocolo CEUA 1584150622, sendo desenvolvido de acordo com os
principios éticos de experimentagcdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). O estudo consta também com cadastro no
Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN), sob nimero ASE4CDE.
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° Coleta de amostras

Foram coletadas amostras de sangue e tecidos de 25 galinhas (Gallus
gallus domesticus) de criacbes extensivas comercializadas em mercados
publicos no estado de Pernambuco no periodo de dezembro de 2022 a maio de
2023. As aves utilizadas no presente estudo eram direcionadas ao consumo
humano e foram abatidas no local de venda. O sangue foi coletado no momento
da sangria das aves e a carcaca inteira foi obtida ap0s processamento do
abatedouro.

ApoOs a coleta, as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas
e encaminhadas ao laboratorio. As amostras de sangue foram coletadas durante
a sangria das aves e mantidas em temperatura ambiente até a retracdo do
coagulo. Em seguida foram centrifugadas a 1500 xg por 10 minutos para
obtencdo do soro. As amostras de soro foram congeladas até a realizacdo do
diagndstico sorologico.

Os tecidos selecionados para o isolamento do parasito foram encéfalo e
coracdo. As amostras de tecido foram acondicionadas a 4°C até o momento do
processamento que foi realizado em até 24h apds a coleta.

° Sorologia e Bioensaio em modelo Murino

O diagndstico sorolégico das aves foi realizado a partir da Reacéo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), utilizando o protocolo estabelecido por
Camargo (1964). Taquizoitos da cepa ME49 foram empregados como antigeno
(concentracéo de 1200-1500 taquizoitos/pL). A leitura das laminas foi realizada
em microscopio epifluorescente (OLYMPUS BX60-FLA, EUA) e foram
consideradas reagentes as amostras que apresentaram fluorescéncia em toda a
superficie do taquizoito no ponto de corte de 1:16.

Os tecidos das aves reagentes foram submetidos ao bioensaio em
modelo murino através do protocolo de digestédo péptica estabelecido por Dubey
(1998), no qual foi realizado um pool de encéfalo e coragéo de cada ave reagente
para o processo de digestédo. Para o bioensaio foram utilizados camundongos da
linhagem Swiss-webster cedidos pelo Biotério de Imunopatologia Keizo Asami

da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA/UFPE). Os ensaios foram
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realizados em duplicata, onde cada amostra foi inoculada em dois
camundongos.

Os animais foram observados por 45 dias e durante esse periodo foram
avaliados os sinais de arrepiamento, dor abdominal (afundamento do flanco),
ascite, fotossensibilidade ocular, conjuntivite, cianose e sinais de
comprometimento neuroldgico (rotacdo de cabeca, opistotono e lateralizacéo).
Aos 30 dias pos-inoculacéo (d.p.i.) foi realizada coleta de sangue por puncéo da
veia submandibular (Golde; Gollobin; Rodriguez, 2005) para avaliar ocorréncia
de soroconversdo por meio da RIFI (Camargo, 1964) com ponto de corte 1:16.
Apoés a eutanasia foi realizada a coleta de encéfalo para pesquisa de cistos
teciduais. Foi realizado também lavado peritoneal para pesquisa de taquizoitos
nos animais que apresentaram sinais clinicos. O mesmo procedimento foi
realizado em animais que morreram antes do periodo de 45 dias de observacéo.
Foi considerada como positiva, toda amostra onde foi possivel detectar a
presenca de anticorpos seéricos nos camundongos do bioensaio e o material

genético de T. gondii nos tecidos dos camundongos (Dubey et al., 2002).

° Manutencéo in vitro dos isolados obtidos

Os encéfalos de camundongos soropositivos na RIFI bem como lavado
peritoneal com presenca de estruturas compativeis com taquizoitos foram
inoculados em cultura de células MA-104 (ATCC® CRL-2378.1) para isolamento
in vitro. As culturas foram avaliadas durante um periodo de 15 dias e aquelas
gue ndo apresentaram estruturas compativeis com taquizoitos livres, placas de
lise celular ou vacuolos parasitéforos durante esse periodo foram descartadas.
As culturas que apresentaram as estruturas citadas foram submetidas ao ensaio
molecular pela deteccédo do gene ITS-1 para confirmacdo do parasito como T.
gondii (Hurtado et al., 2001). Os isolados confirmados foram entdo mantidos em

cultura e posteriormente congelados em nitrogénio liquido (-196°C).

° Extracdo de DNA e PCR

Foi realizada a extracdo de DNA de fragmentos de encéfalo e lavado

peritoneal dos camundongos, e de amostras de cultura in vitro utilizando o kit
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comercial Wizard DNA Genomic Purification (Promega) conforme o protocolo
estabelecido pelo fabricante. Para extracdo dos tecidos foram formados pools de
encéfalo e pools de lavado peritoneal dos camundongos em duplicata.

A identificacdo molecular de Toxoplasma gondii foi realizada a partir da
deteccdo do gene ITS-1 conforme o protocolo “single tube” Nested-PCR
estabelecido por Hurtado et al. (2001), que amplifica um fragmento de 227 pares
de base (pb). O perfil térmico das etapas da reacdo foi realizado em
termociclador (XP Thermal Cycler - Bioxer Technology CO. LTD). Os produtos
amplificados foram detectados por eletroforese em gel de agarose a 2%, corados
com BlueGreen (LGC®), visualizados através de Iluz ultravioleta e
fotodocumentados. Como controle positivo da reacao utilizou-se uma suspensao

de taquizoitos da cepa RH e como controle negativo foi utilizada agua ultrapura.

° Caracterizacao genotipica e filogenia

A genotipagem foi realizada por meio da técnica de Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP-PCR), utilizando-se 10
marcadores genéticos (SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG, c22-8, c29-2, L358,
PK1, Apico) de acordo Su e Dubey (2020). A sequéncia do DNA alvo foi
primeiramente amplificada por PCR multiplex usando os primers externos para
todos os marcadores, seguido por Nested-PCR para os marcadores individuais.
Em seguida, os produtos da Nested-PCR foram digeridos com as enzimas de
restricdo nas condicbes de temperatura e de tempo especifica para cada
marcador. Os produtos foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a
3%, corado com Syber Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®, USA), visualizados e
fotodocumentados pelo Safe Image TM (Invitrogen®, USA). Os resultados foram
identificados, comparados, e classificados de acordo com o0s genétipos
presentes em ToxoDB (http://toxodb.org/toxo/). Como controles foram utilizadas
as cepas S48 (Tipo 1), M4 (Tipo Il variante), e NED (Tipo IlI).

Para analise filogenética, os padrdes de bandas da eletroforese (dados
genotipicos de polimorfismo de restricdo) obtidos pelos cortes das enzimas na

PCR-RFLP foram transformados em dados binarios (“0”, auséncia de banda; “1”,
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presenca de banda) e tabulados, de acordo com o marcador, no programa de

reconstrucao filogenética SplitsTree4 (Huson; Bryant, 2006).

Resultados

A frequencia de anticorpos IgG anti-T. gondii no ponto de corte 1:16, nas
galinhas foi de 68,00% (17/25) de positividade. No trigésimo dia pds inoculacdo
(d.p.i.) dos camundongos, observou-se soroconversdo em 64,70% (22/34)
animais conforme resultados na Tabela 1. Sinais clinicos como arrepiamento,
dor abdominal e sinais oftalmicos foram observados em grau leve a moderado
na maioria dos camundongos, com excec¢ao dos camundongos inoculados com
amostra G14, que ndo apresentaram sinais clinicos, e os inoculados da amostra
G06. No 5° d.p.i., os camundongos inoculados com a amostra G06
(TgCkBrPel), apresentaram quadro clinico hiperagudo, caracterizado por
arrepiamento, intensa dor abdominal e ascite, sendo eutanasiados. Apoés
realizacdo do lavado peritoneal, foi possivel observar estruturas em forma de
arco compativeis com taquizoitos, sendo esta amostra inoculada diretamente em
cultura de células MA-104 (ATCC® CRL-2378.1).

Aos 45 d.p.i. foram observadas estruturas compativeis com cistos com
bradizoitos em 01/34 (2,94%) camundongo inoculado. As amostras foram
submetidas a deteccdo do gene ITS-1 (Hurtado et al., 2001) para a confirmacéo
do protozoéario, onde 53,84% (7/13) apresentaram amplificacdo e foram

confirmados como T. gondii.

Dos sete isolados obtidos no bioensaio, dois (28,00%) foram mantidos
com sucesso em cultura de células MA-104 (ATCC® CRL-2378.1) e,

posteriormente, congelados em nitrogénio liquido.

Tabela 1: Soroconversdo em modelo murino e diagnostico molecular de
Toxoplasma gondii em material de bioensaio (Encéfalo e Lavado peritoneal) e

cultura in vitro a partir da deteccdo do gene ITS-1.
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Amostra

N° Camundongos que
soroconverteram

Lavado Peritoneal

Encéfalo

Cultura Celular

GO01
G02
G04
GO05
GO06
GO08
GO09
G10
G13
G14
G15
G16
G17
G19
G21
G22
G25

2
0
2
0
0*

N ODNDNDNDNDNDNDDNDNDO

2

+

*Amostra G06 causou quadro hiperagudo, levando ao ébito os camundongos antes do periodo

necessério para soroconversdo. Foi realizada avaliacdo do lavado peritoneal, observando-se

presenca de taquizoitos.

Na genotipagem foi possivel realizar a caracterizacdo genética de 3

isolados de T. gondii (TQCkBrPE1-TgCkBrPES3), identificando-se os gendtipos
#36 e #114 (Tabela 2). Um dos isolados (TgCkBrPE3) foi parcialmente

caracterizado, visto que um marcador genético (PK1) ndo foi amplificado, no

entanto, o perfil genético dos demais marcadores sugere que este isolado pode

ser genotipo #114, semelhante ao isolado TgCkBrPE2 obtido neste estudo.

Tabela 2: Caracterizacdo genética por PCR-RFLP de isolados de Toxoplasma

gondii obtidos de galinhas destinadas ao consumo humano no estado de

Pernambuco, Nordeste do Brasil.

Isolado Marcadores genéticos Genotipo
(ToxoDB
SAGl 5'-3' SAG2 SAG3 BTUB GRA6 c22-8 L358 Apico RFLP)
TgCkBrPE1 | | | 1 | 1 Il 1 | 1 #36
TgCkBrPE2 I 11 1] I 1] 11 Il 1 I I #114
TgCkBrPE3 I 11 1] I 1] 11 Il 1 NA I Atipico
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NA: ndo amplificado

bY

Os demais isolados (n=4) foram submetidos a PCR-RFLP para
caracterizacdo genotipica, entretanto, ndo apresentaram amplificacdo. Os dois
isolados caracterizados estavam mantidos em cultura de células, enquanto os
demais foram provenientes de encéfalo dos camundongos positivos no

bioensaio.

A partir dos genotipos obtidos foi possivel construir uma arvore
filogenética. Para construcdo da arvore filogenética foram comparadas cepas de
referéncia: linhagens clonais I, 1l e lllI; Brl, Brll, Brlll, BrlV, Cougar e TgCatBr5,
TgCatBr64, além de gendtipos encontrados em estudos com isolamento de T.
gondii a partir de tecido de galinhas e outras espécies animais: #7, #13, #48,
#59, #57 e #143, #88, #116, #146, #161, #163, #164, #172, #174, #273. Na
Figura 1 observada a arvore tragcada com base nos isolados obtidos no presente

estudo em comparacao aos genotipos citados.

Figura 1: Analise filogenética de isolados de Toxoplasma gondii, caracterizados
por PCR-RFLP, utilizando como referéncia linhagens clonais I, Il, lll, lI-variante,
Brl, Brll, Brlll, BrlV, Cougar, TgCatBr5, TgCatBr64 e isolados obtidos de galinhas
no Brasil.

Typell (#1)

TgCkBrPB11 (#273)

Cougar (#66) TyCkBr188 (#172)
TyCKBr197 (#174)

Briv (#17)

TyCkBr40 (#59)

Brl (#6)
TgShBrPE3 (#57)

TyCKBraLO01 (#146)

Brll (#11)
TyCatBr64 (#111)
Type | (#10)
TgCkBr199 (#161)
TgCatBr5 (#19)
i Tt TyCkBrPB28 (#88)
TygCkBr208 (#164) i TygCkBrPB3 (#13)
#143
TYCKBI220 (#163) TCKBIPE1 (#36)
TygCkBrPB1 (#116)
Brlll (#8) 50
TgCKBrPB4 (#48) FUCKBri11 (#7
SRS TYCKBIPE2 (#114)

Typelll (#2)  TgCkBrALO2 (#279)



Discussao

Neste estudo observou-se uma elevada frequéncia de anticorpos anti-T.
gondii (68,00%) nas galinhas de criacdo extensiva, que pode ser justificado pelo
manejo dos animais. A frequéncia de anticorpos encontrada nesse estudo é
elevada quando comparada a outros estudos realizados no estado de
Pernambuco, como Sa et al. (2017) que obtiveram resultados de 27,9%
(176/629) e Fernandes et al. (2016) que obtiveram 40,5% (86/212). Demais
estudos realizados no pais também demonstraram uma elevada frequéncia de
anticorpos na populagdo de galinhas criadas em sistema extensivo, com
destaque para as frequéncias de 36,0% em Alagoas (Silva et al., 2020); 51,5%
em Santa Catarina (Pena et al., 2018) e 53,6% em Minas Gerais (Brandao et al.,
2006). Os estudos citados foram realizados com aves criadas em sistema
extensivo assim como em nosso estudo. Sabe-se que neste tipo de criacdo ha
uma maior exposicéo das galinhas a agentes infecciosos, dentre eles T. gondii
(Abbaszadeh et al., 2022).

O hébito de ciscar torna as galinhas um indicador indireto de
contaminag¢do ambiental por oocistos de T. gondii (Dubey, 2010). Além disso, a
qualidade da &gua e alimento ofertados também interfere diretamente na
ocorréncia de infeccdo por T. gondii (Shokri et al., 2017). Desta forma, pode-se
inferir a presenca do parasito viavel no ambiente de criacdo destas aves. Estudos
anteriores afirmaram, também, que existe uma relagéo direta entre a prevaléncia
de anticorpos anti-T. gondii em galinhas e a ocorréncia da toxoplasmose na
populacdo humana. Os fatores que interferem nessa correlagéo sdo diversos,
desde o status socioeconbémico da populacdo, praticas de higiene com
alimentos, o nivel de contato direto com o0 solo e coexisténcia de espécies
animais, em especial os felideos no ambiente de criacdo das galinhas (Alvarado-
Esquivel et al., 2009; Dubey, 2010; More et al., 2012).

As galinhas sédo os hospedeiros mais competentes no ciclo biolégico de

T. gondii quando comparado aos camundongos. Isto € justificado pelo maior
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tempo de vida desses animais associado a sua resisténcia quanto a
manifestacéo clinica da infeccdo (Dubey et al., 2020). Isso permite que com o
longo tempo de vida sejam produzidos numerosos cistos contendo grande
quantidade de bradizoitos, e quando os felideos ingerem a carne contaminada
desses animais, tendem a liberar uma maior carga de oocistos nas fezes (Dubey
et al., 2002; Dubey., 2010; Dubey et al., 2020). Estudos realizados em
populacdes de galinhas criadas em sistemas intensivos costumam relatar uma
baixa prevaléncia justamente devido ao maior controle sanitario e de contato das
aves com o solo. Estudo realizado por Cong et al. (2012) na China demonstrou
bem essa dindmica ao comparar a prevaléncia entre populacdes de galinhas
criadas de forma industrial e criadas em vida livre, onde foram observadas

prevaléncias de 6,2% e 10,2%, respectivamente.

A deteccao de anticorpos anti-T. gondii nas galinhas confirma o contato
entre 0 hospedeiro e o parasito, entretanto ndo indica a existéncia de cistos
teciduais vidveis ou em carga parasitaria suficiente para causar uma infeccao e
soroconversao em modelo murino (Dubey, 2010; Schares et al., 2018; Dubey et
al., 2020). Isto pode explicar os casos em que ndo houve a soroconverséo dos
camundongos inoculados com tecidos de aves reagentes na sorologia (Tabela
1). Os dois camundongos ndo apresentaram anticorpos IgG anti-T. gondii,
provavelmente em virtude do tempo insuficiente para a soroconversao, pois
estudos anteriores verificaram a detecgédo de anticorpos IgG em camundongos

experimentalmente infectados aos 10 d.p.i (Quan et al., 2009).

A distribuicdo de cistos de T. gondii ocorre preferencialmente em alguns
orgaos, podendo variar de acordo com o hospedeiro. Em geral, a musculatura
estriada e o sistema nervoso central sdo os tecidos de eleicado para a deteccao
de T. gondii. Em galinhas, o encéfalo e o muasculo estriado cardiaco sdo os
tecidos de eleicdo para realizar a pesquisa direta do parasito, seja por isolamento
ou deteccao molecular (Schares et al., 2018). Neste estudo todas as amostras
foram processadas em até 24 h apés o abate das aves, portanto, provavelmente,
o0 tempo post-mortem nao teve interferéncia sobre a eficacia do isolamento
(Schares et al., 2018; Dubey et al., 2020).

Em nosso estudo, obteve-se uma frequéncia de isolamento de T. gondii

em 41,17% (07/17), considerando-se como isolamento positivo toda amostra em
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que foi possivel detectar a presenca de anticorpos séricos nos camundongos do
bioensaio, taquizoitos em lavado peritoneal, cistos teciduais em encéfalo ou
material genético de T. gondii nos tecidos dos camundongo (Dubey et al., 2002),
independente do sucesso na manutencdo do isolado in vitro (Schares et al.,
2018). A presenca e a viabilidade de cepas de T. gondii em tecidos de galinhas
demonstra um risco a saude da populacdo que consome esses animais. Em um
primeiro momento considera-se que o risco da populacao € relativamente baixo
devido ao habito de preparar a carne de galinhas com bom cozimento por tempo
consideravel para amolecer o tecido (Cook et al., 2000). Entretanto, € necessario
refletir sobre o real impacto da detecgéo de T. gondii no tecido de galinhas e sua
correlagdo com a contaminacdo ambiental, em especial a contaminacédo de
vegetais e agua (Dubey et al., 2020; Abbaszadeh et al., 2022), além do risco de
contaminacgao cruzada entre alimentos durante o preparo das refeicdes (Cook et
al., 2000).

Foi possivel realizar a caracterizacdo genética por PCR-RFLP multilocus
em trés isolados, sendo todos considerados cepas atipicas ou ndo clonais.
Foram identificados os genotipos ToxoDB#36 (TgCkBrPE1l) e ToxoDB#114
(TgCkBrPEZ2), sendo o isolado TgCkBrPE3 considerado como provavel gendtipo

ToxoDB#114 porque nao ocorreu a amplificacdo do marcador Pk1.

A principio, considerava-se que a diversidade genética de T. gondii era
baixa, podendo ser classificada em 3 linhagens clonais (I, 1l e Ill). Entretanto,
avancos em estudos realizados na América do Sul, em especial no Brasil,
demonstram a existéncia de uma grande diversidade de genoétipos atipicos
(Howe; Sibley, 1995; Shwab et al., 2014). Os estudos no Brasil levaram a
identificacdo de cerca de 253 isolados brasileiros de T. gondii que foram
classificados em 107 gendtipos distintos com os genétipos ToxoDB#59 e
ToxoDB#163 como mais frequentes na regido nordeste do Brasil (Costa et al.,
2021).

O genotipo #36 ja foi relatado em Gallus gallus domesticus no estado do
Espirito Santo (Ferreira et al., 2018), Bahia (Rocha et al., 2018) e Rio de Janeiro
(Dubey et al., 2008; Dubey et al., 2020). Esse gendétipo #36 (TgCTBrl18) foi

relatado no estado de Minas Gerais em um caso de toxoplasmose congénita e
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classificado como de viruléncia intermediaria (Carneiro et al., 2013). Até o
presente estudo, ndo ha relatos da ocorréncia do gendtipo #36 no estado de
Pernambuco. A dispersdo de gendtipos de T. gondii pode ser considerada
bastante ampla. O genétipo #146, por exemplo, inicialmente relatado na llha de
Fernando de Noronha foi posteriormente relatado no estado de Alagoas,
localidades separadas ndo so pela distancia, mas também pelo oceano (Dubey
et al., 2010; Silva et al., 2020).

O genotipo #114 por sua vez, foi relatado em galinhas e suinos no estado
de Alagoas (Ribeiro-Andrade et al., 2019), além de galinhas de vida livre no
estado de Pernambuco (Oliveira et al., 2009; Shwab et al., 2014). Notou-se uma
distinta variacdo no perfil clinico apresentado pelos camundongos infectados
pelos gendtipos identificados. O isolado TgCkBrPEL, associado ao genotipo #36,
causou um quadro clinico hiperagudo marcado por ascite, dor abdominal e
intenso arrepiamento. Por sua vez, ambos isolados TgCkBrPE2 e TgCkBrPE3,
associados ao genétipo #114, causaram minimo ou nenhum agravo clinico aos
camundongos. Esses resultados podem estar associados as caracteristicas
genotipicas das cepas em questdo (Abbaszadeh et al., 2022), entretanto, uma
vez que o ensaio foi realizado com uma carga parasitaria desconhecida, néo
podemos inferir de fato uma classificacdo de viruléncia conforme estabelecido
por Saraf et al. (2017).

A andlise filogenética (Figura 1) indica que o isolado TgCkBrPE1l
(ToxoDB#36) esta proximo aos genotipos #13 e #143 que ja foram relatados em
diferentes espécies no Brasil, principalmente na regido Nordeste. Além disso,
verifica-se proximidade a linhagem clonal tipo Ill. Importante destacar que o
gendtipo #13 ja foi descrito com grande frequéncia em diversas regiées do pais,
em animais de producao, galinhas e espécies silvestres (Almeida et al., 2017;
Clementino-Andrade et al., 2013; Feitosa et al., 2017a, 2017b, 2024; Pena et al.,
2011). O isolado TgCkBrPE2 (ToxoDB #114) encontra-se filogeneticamente
mais proximo do genotipo #279, que ja foi relatado em galinhas do estado de
Alagoas, Nordeste do Brasil (Silva et al., 2020), e aproxima-se da linhagem clonal

Tipo 1.
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Concluséao

Os resultados obtidos demonstram a presenca e viabilidade de
Toxoplasma gondii em galinhas comercializadas em mercados populares e
destinadas ao consumo humano no estado de Pernambuco, Brasil. Esse
resultado tem papel importante na epidemiologia da toxoplasmose na saude
humana e de outras espécies animais que vivem no mesmo ambiente ou que
possam ser alimentadas com a carne dessas aves. A presenca de genotipos
atipicos pode ser atribuida a diversidade genética relatada na regido, com
destaque para a ocorréncia do genétipo ToxoDB#36 em galinhas no estado de

Pernambuco.
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Consideragoes Finais

Os resultados obtidos confirmam a presenca e viabilidade Toxoplasma
gondii em galinhas comercializadas em mercados populares no estado de
Pernambuco, Brasil. O isolamento de T. gondii permite concluir a viabilidade do
parasito em amostra de tecido das aves analisadas. A ocorréncia e viabilidade
de T. gondii em galinhas tem papel importante na epidemiologia da
toxoplasmose na saude humana e de outras espécies animais que vivem no

mesmo ambiente contaminado.

Foi possivel através do presente estudo identificar a presenca dos
genotipos ToxoDB#36 e #114. A presenca de gendtipos atipicos pode ser
atribuida a diversidade genética relatada na regido, com destaque para a
ocorréncia do gendtipo ToxoDB#36 em galinhas no estado de Pernambuco,
genadtipo o qual ja fora anteriormente associado a toxoplasmose congénita em

humanos.
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