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RESUMO
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Toxoplasma gondii e Neospora caninum sdo dois protozodrios intracelulares obrigatérios e
podem infectar uma grande variedade de hospedeiros, incluindo aves. Galinhas domésticas
podem ser consideradas sentinelas da infeccdo, ja que as mesmas tém potencial a exposicédo
aos oocistos presente no solo, servindo como indicadores de contaminagdo ambiental, atuando
também como eficiente fonte de infeccdo do T. gondii. Além disso, galinhas infectadas com
oocistos de T. gondii podem albergar cepas virulentas deste parasito em diferentes tecidos,
sem apresentar sinais clinicos. Diante disso, 0s objetivos deste estudo foram (1) determinar a
presenca de anticorpos anti-T. gondii e anti-Neospora caninum em galinhas domésticas
criadas extensivamente em zona rural, (2) avaliar a associacdo dos fatores de risco para
infeccdo por T. gondii presentes nas propriedades em uma das regides de estudo (3) isolar o
protozoario T. gondii a partir de tecidos de galinhas anticorpo positivas e (4) caracterizar
genotipicamente os isolados de T. gondii de galinhas em area rural do municipio de Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. Primeiramente, em Maio de 2011 foram coletadas 137
amostras de sangue de galinhas em algumas propriedades rurais do estado e foram testadas
por Imunofluorescéncia indireta (RIFI) para anticorpos anti-T. gondii e anti-N. caninum,
sendo detectados 74.4% (102/137) e 36.5% (50/137) das galinhas, respetivamente.
Posteriormente, no periodo de marco de 2013 a fevereiro 2014 foram coletadas 597 amostras
de sangue de galinhas em 74 propriedades da zona rural de Santa Maria, RS.. As amostras
foram testadas por RIFI, onde 49,2% (294/597) foram positivas para anticorpos anti-T. gondii,
com titulos variando de 16 a 4096. A partir do bioensaio de tecidos de 12 galinhas positivas,
obteve-se nove isolados do protozoario. A caracterizacao genotipica dos isolados foi realizada
através da técnica de PCR-RFLP, utilizando os 11 marcadores genéticos, SAG1, 5’-3’SAG?2,
alt. SAG2, SAG3, BTUB, GRA®G, c22-8, ¢29-2, L358, PK1, Apico. O resultado da anélise
genotipica dos isolados de galinhas do presente estudo revelou a presenca de cinco genotipos
de acordo com o ToxoDB (#11, #55, #64, #140 e #163), além de dois outros novos, nao
descritos anteriormente na literatura. A elevada prevaléncia de anticorpos encontrada neste
estudo, sugere uma grande contaminacdo ambiental, sendo assim um risco potencial para a
salde humana e animal. A partir dos resultados obtidos na caracterizacdo genotipica, pode-se
observar que ha uma ampla diversidade genética do T. gondii na regido de estudo, o que
confirma os estudos ja realizados no Brasil.

Palavras-chave: Galinhas. Oocistos. Epidemiologia. Genotipos. RFLP.
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Neospora caninum and Toxoplasma gondii are two obligate intracellular protozoa and can
infect a wide variety of hosts, including birds. Domestic chickens can be considered as
sentinels of infection, since they have potential exposure to oocysts in the soil, serving as
indicators of environmental contamination, also acting as an efficient source of T. gondii
infection. In addition, chickens infected with T. gondii oocysts may contain virulent strains of
this parasite in different tissues, without any clinical signs. Therefore, the objectives of this
study were (1) to determine the presence of anti-T. gondii and anti-N. caninum in domestic
chickens raised extensively in rural areas, (2) evaluate the association of risk factors for
infection by T. gondii present in properties in one of the study regions (3) isolating of the
parasite T. gondii from tissues of chickens antibody positive (4) genotypically characterize the
T. gondii from rural area of the municipality of Santa Maria, Rio Grande do Sul State, Brazil.
Firstly, in May 2011 were collected 137 blood samples in some farms in the state and were
tested by indirect immunofluorescence (IFA) for antibodies anti-T. gondii and anti-N. caninum
and were detected in 74.4% (102/137) and 36.5% (50/137) of chickens, respectively. Later in
the period from March 2013 to February 2014 were collected 597 blood samples from 74
properties in the rural area of Santa Maria, RS. The samples were tested by IFA, where 49.2%
(294/597) were positive for antibodies anti-T. gondii infection, with titers ranging from 16 to
4096. From bioassay of 12 positive tissues chickens were obtained nine isolates of the parasite.
Genotypic characterization of isolates was performed by PCR-RFLP, using 12 genetic
markers, SAG1, 5-3'SAG2, alt. SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PKI1,
apical. The result of analysis of the genotype of individual of this study revealed the presence
of five genotypes according to ToxoDB (# 11, # 55, # 64, # 140 and # 163) plus two new ones,
not previously described in literature. The high prevalence of antibodies found in this study
suggests a major environmental contamination, and thus a potential risk to human and animal
health .From the results in genotypic characterization, it can be observed that there is a wide
genetic diversity of T. gondii in the study region, which confirms previous studies in Brazil.

Keywords: Toxoplasmatineos. Free range chickens. Oocysts. Epidemiology. Genotypes,
RFLP
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii é um protozoério intratracelular obrigatério, pertencente ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia, familia Sarcocystidae, sub-familia
Toxoplasmatinae (DUBEY et al., 2002).

A toxoplasmose € uma importante zoonose que pode causar abortos, ma formacéo
fetal e doenca ocular em humanos (TENTER et al., 2000). Nos animais de producéao, a doenca
é caracterizada por disturbios reprodutivos e gera perdas econdmicas, principalmente em
ovinos, caprinos e suinos, que sdo consideradas as espécies mais susceptiveis (GARCIA et al.,
1999; SILVA et al.,, 2003; PESCADOR et al.,, 2007b; MILLAR et al., 2008). Diversas
espécies de aves sdo infectadas pelo parasito, entretanto, na maioria das vezes, a infeccdo
cursa de forma assintomatica (DUBEY, 2002).

Muitas pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito de correlacionar a prevaléncia
de T. gondii em galinhas caipiras com a contaminagdo ambiental com oocistos. Galinhas
domésticas, de fundo de quintal, sdo consideradas boas indicadoras e podem atuar como
sentinelas do T. gondii, uma vez que, mesmo albergando o parasita, ndo demonstram sinais
clinicos. Dessa forma, o estudo do parasita, a partir de galinhas caipiras anticorpo positivas
para T. gondii tem sido uma metodologia amplamente utilizada nos mais diferentes paises,
buscando reforcar dados referentes a epidemiologia, a importancia desta espécie como
hospedeira, além de buscar novos isolados e caracteriza-los genotipicamente.

Dessa maneira, 0s objetivos deste estudo foram (1) determinar a presenca de
anticorpos anti-T. gondii e anti-N. caninum em galinhas domésticas criadas extensivamente
em zona rural, (2) avaliar a associacdo dos fatores de risco presentes com a presenca do T.
gondii nas propriedades em uma das regides de estudo (3) isolar o protozoéario a partir de
tecidos de galinhas anticorpo positivas e (4) caracterizar genotipicamente os isolados de T.
gondii de galinhas naturalmente infectadas em area rural do municipio de Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brasil.

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma de artigos
cientificos e estdo disponiveis nos proximos capitulos. O capitulo | corresponde a nota
cientifica aceita para publicacdo na Brazilian Journal of Poultry Science; o capitulo Il ao
artigo submetido a Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira e o capitulo I11 que sera submetido,

e encontra-se nas normas da Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira. As consideracdes finais
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trazem um apanhado do que foi discutido nos 3 capitulos, bem como as conclusdes deste
estudo.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS se referem somente as citacdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO e REVISAO BIBLIOGRAFICA desta tese.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Toxoplasma gondii € um dos parasitas mais estudados, pela sua importancia tanto em
medicina humana, quanto veterinaria. As condi¢cBes ambientais, os habitos culturais de uma
populacdo ou etnias e a propria fauna constituem alguns dos fatores que podem explicar a
variabilidade desta infeccdo em diferentes areas geograficas de um determinado pais
(DUBEY, 2009c).

2.1 Historico

Primeiramente descrito por Splendore (1908), o qual isolou o parasita em um coelho
de laboratério em Sdo Paulo, classificando-o como Toxoplasma cuniculli. Posteriormente
Nicolle & Manceaux (1908) no Instituto Pasteur de Tunis na Tunisia descreveram em um
roedor (Ctenodactylus gundi) da Africa do Sul, e classificaram inicialmente como Leishmania
gondii e em 1909, reclassificaram como Toxoplasma gondii (NICOLLE & MANCEAUX,
1909). Até a década de 30, somente 0s estagios assexuados (merozoito e cisto tecidual) do
T. gondii eram conhecidos. Evidéncias com relacdo as caracteristicas coccidianas foram
observadas somente no final da década de 60, revelando similaridade entre 0s merozoitos
extra-intestinais e intestinais de Eimeria (TENTER et al., 2000). Apesar de ter sido
identificado no inicio do século 20, sé na década de 70 é que foram descritos 0s hospedeiros
definitivos e intermediarios (FRENKEL et al., 1970; MILLER, et al., 1972).

2.2 Etiologia

A toxoplasmose € causada por um parasita intracelular obrigatorio, pertencente ao
subfilo Apicomplexa, classe Coccidia, Familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae,
classificado como Toxoplasma gondii (NICOLLE e MANCEAUX, 1909). O parasita
compreende trés linhagens clonais (I,11,111), sendo que os tipos Il e Il sdo geralmente
associados com a doenca em animais € o tipo | é predominantemente encontrado em humanos
(HOWE & SIBLEY, 1995; KHAN et al., 2006). A cepa padréo virulenta RH (SABIN, 1943)
é do tipo | e pode ser considerada a mais patogénica. E a cepa mais utilizada frequentemente
na pesquisa e diagndstico, pois € de rapida replicacdo, alta produtividade e eficiéncia em lisar

as células do hospedeiro, o que facilita o isolamento de um grande ndmero de taquizoitos.
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Outras cepas padrdo, por exemplo, a cepa Me49 (tipo II) e VEG (tipo Ill) tém sido
frequentemente empregadas em estudos relacionados com infecgdo latente, j& que se
caracteriza pela formacéo de cistos e por serem menos patogénica (ROOS, et al., 1994).

2.3 Epidemiologia

2.3.1 Ciclo de vida e transmissao

O parasita T. gondii tem como hospedeiro definitivo os felideos (domésticos e
selvagens) e como hospedeiros intermediarios animais de sangue quente, dos quais incluem
vertebrados aéreos (passaros), herbivoros e carnivoros terrestres (roedores, animais de caca,
animais de producdo e o homem), além de mamiferos marinhos (baleias e golfinhos)
(DUBEY, 2002a).

Existem trés estagios de infec¢do do T. gondii: taquizoitos, bradizoitos e oocistos. Os
taquizoitos s@o o estagio de multiplicacdo rapida do protozoario, responsaveis pela fase aguda
da infeccdo. Esta fase ocorre dentro de 8 a 12 dias pds-infeccdo, com a invasdo de varios
tecidos pelos taquizoitos, sendo estes, capazes de atravessar barreiras teciduais como a
hematoencefalica e placentaria, atingindo o feto. Os bradizoitos sdo considerados como o
estdgio latente do parasito, ao contrario dos taquizoitos que possuem uma rapida
multiplicacdo. E a fase que marca o inicio da infeccdo cronica, na qual sua multiplicacio
diminui drasticamente e o parasito pode manter a infeccdo por um longo periodo. A
reativacdo da infeccdo latente pode ocorrer em varios tecidos, mas o mais importante
clinicamente € o SNC, pelo risco do desenvolvimento de encefalite toxoplasmica
(CARRUTHERS, 2002). Os felideos liberam oocistos nas fezes 3 a 10 dias apds a ingestdo de
bradizoitos, sendo necessarios, mais de 18 dias quando ingerem oocistos (DUBEY, 1998a).
Os oocistos sao essenciais para o ciclo de vida do T. gondii, sendo que tanto gatos domésticos
(F.domesticus) como selvagens podem excretar oocistos nas fezes (TENTER et al.,2000).

Os felinos podem infectar-se através da ingestdo dos bradizoitos (cistos) de tecidos de
roedores, por carne crua de outras espécies animais, pela ingestdo de oocistos esporulados ou
ainda por meio de transmissdo transplacentaria (DUBEY, 2003 a). A chave da epidemiologia
da toxoplasmose parece ser os felideos, sendo os Unicos hospedeiros que apresentam a forma
sexuada, dessa maneira excretam oocistos que contaminam areia e solo e quando esporulados

sdo fontes duradouras de infeccdo (ARAUJO et al., 1998). Além disso, soma-se o fato de que
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os felinos cobrem suas fezes, aumentando as condi¢cdes de sobrevivéncia do oocisto. A
presenca dos oocistos no solo ja foi relatada por vérios autores, sendo que as condi¢des ideais
para que ocorra a esporulacéo séo de alta umidade, maior tensdo de oxigenacao e temperatura
elevada, podendo o oocisto permanecer infectante por até 18 meses (FRENKEL, 1971).

O homem pode infectar-se por trés vias, sendo i. ingestdo de oocistos, esporulados no
meio ambiente (solo, areia, 4gua), ii. ingestdo de cistos teciduais viaveis, presentes na carne
ou em subprodutos, sobretudo cruas e mal cozidas e iii. infecgdo transplacentaria (FRENKEL,
1971 e 1973).

2.3.2 Hospedeiros

2.3.2.1 Felinos

Os felideos excretam os oocistos depois de ingerir qualquer um dos trés estagios do
parasito (DUBEY et al., 1998a). Um gato pode liberar 20 milhdes de oocistos por dia em
aproximadamente 20 gramas de fezes (FAYER, 1981) e, apds decomposicdo das fezes, a
contaminacdo do solo pode ser de 100.000 oocistos/grama (FRENKEL et al., 1995). Todos os
gatos domesticos séo susceptiveis a infeccdo por T. gondii, embora animais jovens, com até
um ano de idade, excretem um nimero maior de oocistos nas fezes apds terem ingerido cistos
teciduais contendo o agente. Gatos adultos, primoinfectados, também eliminam oocistos,
porém em menor quantidade e por um periodo mais curto (LINDSAY et al.,1997). Embora a
maioria dos gatos que tiveram contato com T. gondii desenvolva imunidade e ndo volte a
excretar significativa quantidade de oocistos, DUBEY e FRENKEL (1974) comprovaram que
gatos soropositivos, frente a quadros de imunossupressdo, podem retomar a grande eliminacéo
desta forma. Posteriormente, DUBEY (1995) reinfectou gatos soropositivos, seis anos apds
terem soroconvertido, e 55% destes re-excretaram oocistos nas fezes, porém em quantidades
bem inferiores a primoinfeccao.

Os oocistos excretados nas fezes dos gatos sdo muito resistentes no ambiente, onde a
esporulacdo acontece de 1-5 dias, e a seguir torna infectante para humanos e outros
vertebrados. A excrecdo de oocistos diminui pelo desenvolvimento da resposta imune
adaptativa do animal. O relativo tempo limitado de excrecdo de oocistos e a durabilidade da
imunidade justificam os resultados negativos de algumas investigacdes coprolégicas em gatos
soropositivos (LAPPIN, 1996; DUBEY, 2009 c). Muitos gatos infectados sdo assintomaticos,

sendo que a toxoplasmose clinica é frequentemente manifestada através de pneumonia, e
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gatos que subsequentemente morrem, 0S Sinais mais comuns sdo depressdao e anorexia
(DUBEY, 2008).

Em um levantamento de pesquisas relacionadas com a frequéncia de anticorpos anti-T.
gondii, em diferentes espécies animais na regidao sul do Brasil, realizado por FIALHO et al.,

(2009), pode-se observar que em felinos a frequéncia de anticorpos varia de 10,2% a 84 %.

2.3.2.2 Galinhas

Galinhas (Gallus gallus) sdo aves cosmopolitas e sdo consideradas importantes
hospedeiros intermediarios para T. gondii, podendo também servir como indicadores de
contaminacdo ambiental, tendo grande exposi¢do aos oocistos (DUBEY, 2009c; DUBEY
et al., 2002a). S&o animais que se infectam facilmente pelo protozoario, através de oocistos
esporulados, excretados junto as fezes de felinos (RUIZ E FRENKEL, 1980).

As galinhas raramente apresentam sinais clinicos de toxoplasmose (DUBEY, 2010).
Em infeccOes experimentais induzidas pela inoculagdo oral de oocistos de T. gondii, as
galinhas permaneceram assintomaticas ou desenvolveram doenca leve (BIANCIFIORI et. al,
1986; DUBEY et al., 1993; KANETO et al., 1997). Mais recentemente, foram descritos sinais
nervosos em galinhas caipiras, sendo que a necropsia de um animal demonstrou cistos
teciduais e taquizoitos nas lesdes (DUBEY et al., 2007).

O parasita tem sido detectado significativamente em tecidos de galinhas soropositivas
(DA SILVA et al., 2003; LEHMANN et al., 2006). T. gondii € mais frequentemente
encontrado em galinhas caipiras do que em galinhas criadas de forma intensiva, uma vez que
as primeiras estdo mais expostas a contaminagdo ambiental por oocistos (DUBEY, 2010 g;
DUBEY et al., 2005).

Segundo (DUBEY, 2009 c), em relacdo a deteccdo T. gondii em ovos, ha relatos
discrepantes na literatura. Um estudo descreve que taquizoitos de T. gondii podem ser
isolados de ovos in natura postos por galinhas com infeccdo induzida experimentalmente
(JACOBS E MELTON, 1966). Outros relatos demonstraram niveis muito baixos ou auséncia
de organismos vidveis em ovos de galinhas infectadas experimentalmente (BOCH et al.,
1966; BIANCIFIORI et al., 1986). Entretanto é improvavel que ovos de galinhas in natura
sejam uma fonte de infec¢do para humanos (DUBEY, 2009 c).

No Brasil, estudos recentes com galinhas de vida livre, utilizando MAT e RIFI como
técnicas soroldgicas, encontraram valores de ocorréncia que variaram de 3% a 66%. No RS,

38% das galinhas pesquisadas na regido sul do Estado, apresentaram anticorpos anti- T.
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gondii, sendo que o teste utilizado foi 0 MAT, com um ponto de corte de 1:10 (DUBEY et al.,
2007a).

2.3.2.3 Ovinos e Caprinos

A toxoplasmose em ovinos foi descrita pela primeira vez por OLAFSON e MONLUX
(1942), nos Estados Unidos, em uma ovelha com sinais nervosos, aumento de temperatura e
rigidez muscular. No ano de 1950, T. gondii foi relatado como significante causa de aborto
em ovelhas (HARTLEY et al., 1954), sendo ainda hoje considerado de alta prevaléncia no
mundo todo (DUBEY, 2009c).

Em ovelhas soropositivas podem ser encontrados um grande numero de cistos
teciduais nos tecidos (DUBEY e JONES, 2008). Ovinos e caprinos sédo frequentemente
alimentados através de pastagens e, portanto tem um risco aumentado da infeccdo devido a
contaminacdo ambiental com oocistos esporulados. Essas espécies sdo particularmente
vulneraveis e se 0 ambiente encontra-se contaminado com oocistos, a soroprevaléncia pode
exceder 90% (TENTER et al., 2000; SAMRA et al., 2007).

A alta prevaléncia da toxoplasmose em ovinos pode estar ligada a menor resisténcia
desta espécie ao parasito e as proprias condi¢cdes de exploracdo da ovinocultura que expde
estes animais a maior probabilidade de contato com os oocistos eliminados pelos felideos
(DUBEY et al., 2002c). Estudos recentes relatam que idade, sexo, sistema de manejo, contato
com felinos, suplementacdo mineral e tipo de alimentacdo estdo relacionados a fatores de
risco para infeccdo toxoplasmica em ovinos (NETO et al., 2008; PINHEIRO et al., 2009;
LOPES et al., 2010).

A regido do nordeste do Brasil tem sido amplamente estudada, pois a caprinocultura e
ovinocultura sdo atividades bastante exploradas na regido e representam 91% e 55%,
respectivamente, do efetivo do pais (IBGE, 2006). Em Pernambuco, em rebanhos com
historico de perdas reprodutivas, foram encontrados 40,4% de animais soropositivos, onde
desse total de animais infectados 43,88% eram fémeas, o que é sugestivo que T. gondii € um
importante causador de perdas reprodutivas nesse Estado (DA SILVA et. al., 2003).

A associacdo de T. gondii com perdas reprodutivas em caprinos foi confirmada no sul
do Brasil; onde o parasito foi identificado em amostras de aborto por meio de analise
histopatoldgica, imunoistoquimica e por nested PCR (Pescador et al., 2007b). Nesta mesma
regido, a frequéncia de anticorpos anti- T. gondii encontrada foi de 10% a 54,3% (FIALHO et
al., 2009).
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2.3.2.4 Suinos

A importancia da toxoplasmose suina, além da questdo clinica, esta relacionada as
perdas reprodutivas e as implicacfes em saude publica, uma vez que estudos epidemiol6gicos
sugerem que a ingestdo de cistos em carne crua ou mal cozida seja uma importante via de
transmissdo do T. gondii para a populagdo humana (FIALHO e ARAUJO, 2003).

No Brasil, em algumas localidades a ingestédo de embutidos artesanais preparados com
carnes desta espécie € uma via de transmissdo importante, ndo sé para os individuos que
ingerem, mas também para aqueles que estdo envolvidos com a sua preparacdo (SPALDING
et al., 2005). Conforme FIALHO et al., 2009, a frequéncia de anticorpos anti-T. gondii em
suinos no sul do Brasil varia de 1,16% a 42,85%.

2.3.2.4 Bovinos

O protozoario T. gondii foi primeiramente isolado de tecido de bovino por SANGER
et al. (1953). Esses animais sdo considerados susceptiveis a infeccdo, porém resistentes a
doenca induzida por T. gondii (ESTEBAN-REDONDO e INNES, 1997), ndo sendo
considerados como bons hospedeiros. Embora os bovinos possam ser infectados com sucesso
com oocistos de T. gondii, 0 parasita é eliminado ou reduzido a niveis ndo detectaveis em
poucas semanas (DUBEY e JONES, 2008).

Mais recentemente DUBEY e JONES (2008) e KIJLSTRA e JONGERT (2008)
consideraram a transmissdo de bovinos como ndo sendo importante para a infeccdo em
humanos.

Embora sejam frequentemente resistentes a infeccéo, sinais de febre, anorexia, diarreia
e descarga nasal podem ocorrer (SANGER et al. 1953, DUBEY 1983, OLIVEIRA et al.
2001). As manifestacdes clinicas da doenca em animais de producao ndo sao consideradas um
problema de saude publica, devido a baixa prevaléncia (DUBEY e JONES, 2008).

Estudos realizados sobre a freqiéncia da infeccdo em bovinos no Brasil tornam
possivel afirmar que a toxoplasmose encontra-se amplamente disseminada nos rebanhos,
embora as porcentagens possam variar de acordo com a regido. A alta prevaléncia de
anticorpos anti-T. gondii em amostras de soro de bovinos vem sendo relatada desde 1978 por
COSTA et al. (1978) que encontraram 32,3% de soropositivos no estado de Sdo Paulo e 12%
de reagentes em Minas Gerais, sendo que em ambas as pesquisas a técnica utilizada para

pesquisa dos anticorpos anti-T. gondii foi a RIFI. COSTA et al. (2001) ao analisarem o0 soro
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de bovinos provenientes de areas rurais de Sdo Paulo e Minas Gerais e DAGUER et al. (2004)
no estado do Parani, ambos por meio da RIFI, e considerando positivos 0s soros com
titulacdo maior ou igual a 64, observaram que 49,1% e 41,4%, respectivamente, dos bovinos

foram sororeagentes.

2.3.2.5 Equinos

Os equinos parecem ser uma das espécies mais resistentes no desenvolvimento clinico
da toxoplasmose (AL-KHALIDI e DUBEY, 1979). Entretanto, sinais clinicos caracterizados
por hiperirritabilidade, incoordena¢do motora, disturbios oculares e abortos ja foram relatados
(DUBEY e PORTEFIELD, 1986; TURNER e SAVVA, 1991). A prevaléncia do T. gondii em
eqlinos provavelmente ¢ muito baixa, DUBEY et al. (1999), sendo assim consideram-se que
0 risco de contrair a infeccdo atraves do consumo da carne desses animais ndo teria uma
importancia epidemiologica significativa. No entanto, em um recente estudo na ltalia, o
parasita foi detectado em 90% das amostras de carnes analisadas. Em alguns paises, a carne
de equinos é consumida crua e, dessa forma, desempenha um importante papel na
epidemiologia do T. gondii (TASSI, 2007).

Estudos realizados em diferentes regides do Brasil buscam esclarecer o papel desses
animais na infecgé@o pelo T. gondii. O que tem sido observado € que a prevaléncia da doenca
varia de acordo com a localidade. Assim na regido centro-oeste existe uma variagédo de 13,7%
a 32,8% de animais anticorpo-positivos (LARANJEIRA et al., 1985; VIDOTTO et al., 1997);
na regido sudeste o percentual encontra-se entre 4,42% a 41,5% (COSTA et al., 1986;
VIDOTTO et al., 1997) e na regido sul 12,1% a 23,4% (VIDOTTO et al., 1997; GARCIA et
al., 1999). MENDONCA et al. (2001) encontrou no estado da Bahia, apenas 1,5%
sororeagentes para T. gondii. Os autores explicam a baixa prevaléncia nos equideos testados
pode ser atribuida a resisténcia natural desta espécie a infeccdo pelo T. gondii e/ou a

condicBes ambientais desfavoraveis na regido para a disseminagdo do agente.

2.3.2.6 Cées

Desde o primeiro caso fatal de toxoplasmose canina, que foi descrito por MELLO em
1910, em um cédo na Italia, houveram muitos outros relatos até 1988. Nos ultimos 20 anos,
tem se reduzido o nimero de casos, por dois motivos: (1) atualmente a maioria dos cdes

recebe a vacina contra o virus da cinomose. Este virus tem a caracteristica de comprometer a
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resposta imune do animal e, juntamente com uma infeccdo pré-existente por T. gondii,
desencadear uma coinfec¢do mista que pode levar o animal a 6bito; (2) outro motivo para essa
reducdo foi os inumeros casos de neosporose diagnosticados ap6s a classificacdo do
protozoario N. caninum, em 1988 e que na maioria das vezes era classificado como T. gondii
(DUBEY, 2009c).

Segundo levantamento de FIALHO et al, 2009 a frequéncia de deteccdo de anticorpos

anti-T. gondii em cdes no sul do Brasil, apresentou uma variacao de 4,96% a 84,1%.

2.4 Diagnéstico

2.4.1 Diagnostico Indireto

Ensaios sorolégicos permitem alto rendimento com baixos custos e s&o muito
utilizados para triagens. Embora os parasitas ndo sejam detectados diretamente, a soro-
ocorréncia pode mostrar uma indicacdo para o risco da infeccdo humana e de determinadas
espécies anti-T. gondii positivas (GAMBLE et al., 2005). O primeiro teste disponivel para
detectar anticorpos especificos anti-T. gondii foi a reacdo de Sabin-Feldman (dye test).
Cinguienta anos depois da sua descricéo, ainda € considerado um teste de referéncia com alta
taxa de sensibilidade e especificidade. Atualmente, outros testes sdo empregados como a
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA) e teste de
aglutinacdo modificado (MAT). Um estudo revelou que o MAT tem alta sensibilidade,
seguido do ELISA, enquanto que a RIFI demonstrou menor sensibilidade. Por outro lado,
RIFI tem alta especificidade, sequido por MAT e ELISA (SHAAPAN et al., 2008).

2.4.1.1 Reacdo de imunofluorescéncia indireta

A reacdo de imunofluorescéncia indireta € um teste simples que pode ser facilmente
realizado. Para isso, se faz necessario 0 uso de antigenos, taquizoitos tratados com formalina,
aléem de conjugados espécie-especificos (SHAAPAN et al., 2008). A variabilidade da
sensibilidade e especificidade varia principalmente quanto a subjetividade em interpretar a
reacdo de fluorescéncia, o que torna dificil, por exemplo, a comparacdo de resultados de
diferentes laboratorios. Esta € a razdo para diversos dados na literatura que demonstram uma
extrema variabilidade na mesma regifo de estudo (SHAAPAN et al., 2008; MACRI et al.,

2009). A RIFI apresenta algumas vantagens em relacdo aos demais testes sorodiagndsticos: i.
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menor custo, ii. independe de determinados equipamentos (leitores, lavadores de placas); iii.
permite a titulagdo de anticorpos. Porém, a dificuldade de automacao, dependéncia de cultivos
celulares e de equipamento especifico (microscépio de fluorescéncia), além da necessidade de
técnicos treinados para a leitura, sdo algumas desvantagens deste método (SHAAPAN et al.,
2008).

2.4.1.2 Teste de aglutinacdo modificado - MAT

O teste de aglutinacdo modificada (MAT) é a forma de diagndstico que pode ser
utilizada em qualquer espécie animal, sendo considerado o teste de eleicdo para o diagnostico
em espécies silvestres, devido a sua facilidade de uso e principalmente por ndo requerer
conjugado espécie-especifico (SHAAPAN et al., 2008). O MAT é um teste que apresenta
elevada sensibilidade e especificidade, além de ser pratico e dispensa o uso de equipamentos
sofisticados (CENCI-GOGA et al., 2011).

2.4.1.3 Ensaio imunoenzimatico - ELISA

O Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) é considerado um método de facil aplicacéo, e de
alta sensibilidade e especificidade, além de proporcionar a realizacdo de um nimero maior de
amostras, podendo ser automatizado (CENCI-GOGA et al., 2011).

Muitos kits ELISA, estdo disponiveis comercialmente para deteccdo de anticorpos em
diferentes espécies animais. A metodologia, por ser automatizada, faz com que o teste se torne
mais atrativo para o uso em estudos epidemioldgicos de larga escala. Nos mais recentes testes
introduzidos no mercado, os fabricantes declararam uma sensibilidade e especificidade maior
que a RIFI e outros testes sorologicos (HOSSEININEJAD, et al, 2009).

2.4.1.4 Sabin-Feldman

Introduzido em 1948, um dos primeiros testes sorolégicos desenvolvidos foi o Sabin-
Feldman ou “Die Test” (DT). Sua realizacdo depende do uso de taquizoitos vivos como
antigeno, soro suspeito, fator acessério e azul de metileno; o teste possui boa sensibilidade e
especificidade, mas deixou de ser utilizado como rotina, devido o uso de parasitos vivos, que
aumenta o risco de contaminacdo do pessoal técnico. O DT é muito laborioso e tem a

desvantagem da manutencao continua de parasitos vivos (TENTER et al., 2000).
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2.4.2 Diagnostico Direto

2.4.2.1 Bioensaio e isolamento

O isolamento de T. gondii por bioensaio em camundongos e gatos a partir de tecidos
de galinhas naturalmente infectadas, tem sido descrito em varios paises sendo, portanto,
evidente a importancia das galinhas na transmissdo do parasito (DUBEY et al., 2009 a). Os
6rgdos mais frequentemente utilizados sdo coracdo, pulmao, baco e cérebro. Para a deteccéo
de cistos teciduais nos 6rgdos dos hospedeiros, 0 método de digestdo de tecidos e bioensaio
em camundongos pode ser utilizado a fim de aumentar a taxa de recuperacdo do parasito
(DUBEY, 1998 a; DUBEY et al., 1995). O bioensaio em camundongos é importante, pois o
namero de cistos em animais de grande porte € baixo, ao redor de um cisto por 25-250g de
Orgdo. A digestdo dos tecidos de um hospedeiro em pepsina, permite 0 exame de uma maior
quantidade de material, levando a dissolucdo da parede dos cistos, liberando os bradizoitos.
Um cisto de T. gondii contém quatro a centenas de bradizoitos, dependendo da amostra,
hospedeiro e tempo de infeccdo (DUBEY, 1997 b; DUBEY et al, 1997; DUBEY &
BEATTIE, 1988). As amostras virulentas de T. gondii s@o letais aos camundongos, induzem
infeccdo aguda, sendo possivel identificar grande quantidade de taquizoitos nos pulmdes,
liquido peritoneal e cérebro nos primeiros dias pos-infeccéo, quando parte desses animais vem
a Obito. As amostras avirulentas produzem infec¢do crénica, sendo observados cistos no
cérebro e producéo e anticorpos especificos (DUBEY & BEATTIE, 1988).

T. gondii viaveis foram isolados de até 100% de galinhas caipiras, a partir de bioensaio
em camundongos (Dubey, 2010). Em um experimento conduzido por DUBEY et al., 2002b,
0s oocistos esporulados foram fornecidos a galinhas pela via oral, foi demonstrado que cepas
virulentas podem formar cistos teciduais porém, ndo apresentam sinais clinicos de

toxoplasmose.

2.4.2.2 Histopatoldgico e Imunoistoquimica

Taquizoitos e cistos teciduais podem ser encontrados em seccdes de tecidos e drgaos
potencialmente infectados pelo protozoario. A analise histopatoldgica € extremamente
importante para caracterizar as lesfes e a distribuicdo desta e assim a patogenia em diferentes

hospedeiros naturais e/ou experimentais. No entanto, para a confirmagdo da identidade do
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protozoario tendo em vista a semelhanca morfolégica com os protozoérios apicomplexa a

imunoistoquimica se torna fundamental (DUBEY, 2009 c)

2.4.2.3 Diagndstico molecular

As técnicas moleculares tém grande utilidade para a identificacdo de agentes
infecciosos em tecidos e secre¢des de animais, possibilitando, em particular, a identificacdo
de RNA ou DNA especificos de microorganismos, informacgdes estas que ndo podem ser

obtidas por meio dos testes imunol6gicos ou morfolégicos (SINGH, 1997).

2.4.2.3.1 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e Nested-PCR

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) € muito utilizada para deteccdo de DNA do
parasita em sangue, fluidos e tecidos. Até 2002, muitos estudos baseavam-se na amplificacéo
de genes com poucas copias no genoma de T. gondii. Um dos mais utilizados era o gene
SAG1, com apenas uma copia, seguido pelo gene B1 com 35 copias (LIN et al., 2000), DNA
ribossomal com 110 copias e, posteriormente, o 18S DNA ribossomal com 200 cdpias
(KIJESTRA et al., 2008). Atualmente, muitos estudos utilizam o gene repetitivo de 529 pares
de base (HOMAN et AL., 2000), que apresenta de 200 a 300 cdpias no genoma do parasito,
alem de ser altamente especifico do ponto de vista analitico. Amostras de sangue testadas para
se investigar parasitemia por ensaios de PCR, amplificando-se segmentos dos genes B1 e P30
de T. gondii, mostraram o potencial da técnica para o diagnostico ndo-invasivo da
toxoplasmose disseminada (DUPOY-CAMET et al., 1993; HO-YEN et al., 1992; SPALDING
et al., 2002).

A especificidade da PCR é aproximadamente de 100 %, mas a dificuldade de extrair o
DNA e concentrar amostra pode resultar em limitada sensibilidade (ALFONSO et al., 2009).
O que pode ser considerado também € a distribuicdo do cisto que é aleatéria e que a densidade
dos mesmos pode ser muito baixa (PIERGILI FIORETTI, 2004; ALFONSO et al., 2009).
Neste sentido, tanto para uma maior sensibilidade como para a caracterizacdo molecular do
T. gondii, a técnica de PCR pode ser melhorada com uma reacdo a mais, a Nested-PCR.

A técnica de Nested-PCR consiste na realizacdo de duas reacdes de amplificacdo,
sendo empregado um par de primers para cada reacdo. O emprego de duas amplificacdes
sucessivas aumenta a sensibilidade da reacdo e tem sido usada com sucesso para a deteccao

especifica de protozoarios coccidios, principalmente em amostras de campo, que podem
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conter quantidades diminutas do microorganismo alvo (ELLIS et al., 1999; MEDINA et al.,
2006). Essa técnica tem sido utilizada para deteccdo de DNA de parasitas que infectam
mamiferos e aves, mesmo quando estes animais apresentam-se soronegativos (SANTOS
et al., 2009; SILVA et al., 2009; GONDIM et al., 2010).

2.4.2.3.2 Microssatélites

O uso de marcadores de microssatélites para estudos com T. gondii tendo sido mais
recentemente utilizado para caraterizagdo molecular. Este teste apresenta elevada capacidade
discriminatéria e sua utilidade para avaliar a estrutura genética populacional e molecular
epidemioldgica e para inferir relagbes filogenéticas a nivel intraespecifico ou no caso de
espécies divergentes (AJZENBERG, et al., 2002).

Microsatélites representam outra classe de marcadores genéticos e sdo caracterizados
por repeticdes curtas de 2-6 nucleotideos. Os marcadores gerados dessa repeticdo sao
conhecidos por serem altamente polimorficos, devido a variagdo no comprimento dessa
repeticdo, e consequentemente, eles exibem multiplos alelos, o que os torna bastante
informativos em estudos genéticos. O polimorfismo pode ser avaliado por PCR, 0 que exige
apenas uma pequena quantidade de DNA, e o alelo de dimensionamento pode ser obtido
através de iniciadores fluorescentes e com um sequenciador automatico que assegura a
confiabilidade dos resultados (AJZENBERG, et al., 2004).

2.4.2.3.3 Andlise de Restricdo de Fragmentos Polimérficos - RFLP

Apesar do uso de microsatelites ser mais especifico do que os outros métodos
utilizados na genotipagem, a PCR-RFLP ainda € a técnica mais utilizada mundialmente, para
caracterizacao genotipica de T. gondii (HOWE e SIBLEY, 1995; SU et al., 2009).

O polimorfismo dos fragmentos de restricdo do DNA genémico € um método que
detecta variaces minimas em um gene, onde uma Unica substituicdo de bases pode criar ou
extinguir um sitio capaz de ser digerido por uma endonuclease (SINGH et al., 1997). RFLPs
sdo encontrados como resultado da clivagem do DNA por enzimas de restricdo, as quais
reconhecem uma sequéncia especifica de quatro, seis ou oito bases. Se houver uma mudanca
de uma Unica base dentro da sequéncia, a enzima nao serd capaz de clivar o DNA. Ao se
clivar duas moléculas de DNA relacionadas, mas diferentes, com a mesma enzima de

restricdo, podem ser obtidos segmentos de comprimentos diferentes, que quando separados



30

em um gel, originam bandas de diferentes pesos moleculares (PENA, 2008). Sendo assim, o
método consiste em clivar o DNA em pontos especificos, gerando fragmentos de pesos
moleculares diferentes, permitindo a caracterizacdo e diferenciagdo dos tipos das cepas
(HOWE et al., 1997; KHAN et al., 2005; GRIGG et al., 2001 c).

Na pesquisa genética de T. gondii, com o desenvolvimento das técnicas moleculares,
tornou-se possivel amplificar locus genéticos especificos para a analise por RFLP a partir de
um ndmero muito pequeno de células, além de permitir a anélise direta das amostras sem a
necessidade de cultivo prolongado dos isolados, e uma possivel alteracdo da amostra fora do
seu hospedeiro original (SIBLEY et al., 1995).

Vérios marcadores polimérficos ja foram caracterizados, entre eles marcadores de
antigenos de superficie (SAG 1, SAG 2, SAG 3, SAG 4, BSR4, SRS1), de antigenos
constitutivos (GRA 1, GRA 2, GRA 3, GRA 4, GRA 6, ROP 1), de fungdo ainda
desconhecida (TUB1, B10, FOL1) e microssatélites (TUB 2, TGM-A) (DARDE, 2004). Em
trabalho mais recente, SU et al,. (2010) relata o uso de 12 marcadores moleculares, que
atualmente estdo sendo utilizados nos mais variados laboratérios como padrdo de

caracterizacao.

2.5 Caracterizacgdo genotipica - molecular

2.5.1 Diversidade Genética

Estudos genotipicos com T. gondii, demonstram uma populacdo clonal com trés
principais linhagens relatadas a partir da viruléncia em camundongos (tipo I, 11 e IlI)
(DARDE et al., 1988; SIBLEY e BOOTHROYD, 1992; HOWE e SIBLEY, 1995). Cepas do
tipo | tém sido mais encontradas em humanos e assim, cepas tipo Il e Il predominam em
animais (HOWE e SIBLEY, 1995; HOWE et al., 1997). Inicialmente, as cepas de T. gondii
geneticamente caracterizadas foram da Europa e América do Norte, sendo que os isolados
derivados de humanos foram a partir de casos clinicos, enquanto que cepas de T. gondii
isoladas de animais foram isoladas de individuos assintomaticos (HOWE e SIBLEY, 1995;
FUENTES et al., 2001). Alguns estudos sugerem que cepas tipo | ou recombinantes do tipo |
e 111 sdo mais provaveis de resultar em toxoplasmose ocular clinica (GRIGG et al., 2001 b).

Estudos relacionados com polimorfismos genéticos de T. gondii utilizando inimeros

genes e diferentes loci, revelaram que as cepas e isolados de T. gondii de maior
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patogenicidade sdo todas oriundas de um Unico clone ancestral, e que desde entdo, poucas
recombinagfes genéticas ocorreram (SIBLEY e BOOTHROYD, 1992; GRIG et al. 2001c).

Nos primeiros estudos de genotipagem de T. gondii, foi observado que mesmo
diferindo em algumas propriedades biologicas, as amostras conhecidas foram similares
antigenicamente e morfologicamente e na sua capacidade de infectar uma variedade de
hospedeiros (SIBLEY e BOOTHROYD, 1992). Apesar de sua distribuigdo cosmopolita, T.
gondii apresentou baixa variacdo genética quando diferentes isolados foram analisados
através da Analise de Restricdo de Fragmentos Polimérficos de DNA,— RFLP (CRISTINA et
al., 1991; SIBLEY e BOOTHROYD, 1992) ou marcadores isoenzimaticos (DARDE et al.,
1992) revelando, nessas amostras, uma estrutura populacional altamente clonal (HOWE e
SIBLEY, 1995).

Existem varias explicacdes para a existéncia da estrutura populacional clonal em T.
gondii. Primeiro este parasita € capaz de transmitir entre hospedeiros intermediarios de
habitos carnivoros e saprofagicos, sem passar pelo hospedeiro definitivo, felino, e sofrer
meiose e recombinacdo sexual (HOWE e SIBLEY, 1995; SU et al., 2003). Segundo, muitos
macrogametas do parasita permanecem infertilizados, mas sdo capazes de formar oocistos no
intestino delgado dos felideos através da partenogénese (FERGUSON, 2002). Terceiro, a
recombinacdo ocorreria se felideos fossem infectados simultaneamente com diferentes
amostras de T. gondii, 0 que é um evento bastante raro de acontecer na natureza, uma vez que
eles teriam que se alimentar de uma presa que albergasse infeccdo mista, ou se ingerissem
duas presas, cada uma abrigando uma cepa diferente, porém, esse evento teria que acontecer
em um intervalo de tempo bem curto. O que também pode contribuir para essa populacdo
clonal incomum, o fato de T. gondii ser haploide, ou seja, um felideo infectado com apenas
um tipo de amostra, produz oocistos contendo progénies geneticamente idénticas a amostra
infectante original (AJZEMBERG et al., 2004).

Esses estudos podem ndo refletir no verdadeiro status de T. gondii em areas
geograficas remotas ou em regides tropicais onde o sistema ecoldgico é muito diferente do
que essas regides do mundo, ja caracterizadas. Diversos estudos tém examinado a distribuicéo
de gendtipos em galinhas de muitos paises como Egito, Argentina, India e Brasil (DUBEY et
al., 2002 b, 2003 a-b; SREEKUMAR et al., 2003; LEHMANN et al., 2004), porém os estudos
genéticos em geral se limitavam a poucos marcadores, como por exemplo o SAG2
(LEHMANN et al.,2004). As cepas atipicas raras foram caracterizadas somente em regides
tropicais como Guiana Francesa (BOSSI et al., 1998; DARDE et al., 1998; CARME et al.,
2002), Franca (DARDE,1996), Brasil (PENA et al., 2008) e em espécies hospedeiros
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incomuns como veados, ursos ou baleias (HOWE e SIBLEY, 1995; COLE et al., 2000;
LEHMANN et al., 2000; MILLER et al., 2004).

Estudos recentes com relacdo a diversidade genética, por técnicas moleculares
altamente discriminatérias para T. gondii, tém mostrado que o parasita é muito diversificado
geneticamente e ndo deve ser considerado como clone, como previamente suspeitado
(LEHMANN et al., 2006; DUBEY e SU, 2009). Diferengas intercontinentais entre as cepas de
T. gondii tem sido detectadas por analises de microsatélites (LEHMANN et al., 2006) e, mais
recentemente, dados genotipicos das cepas que infectam galinhas, suinos, cordeiros e veados
tem demonstrado alto nivel de diversidade genética (DUBEY e SU, 2009).

Em um estudo para avaliar a presenca de T. gondii em galinhas e a diversidade
genética entre as cepas isoladas, foram observadas cepas com variados graus de viruléncia e
uma frequéncia de animais soropositivos entre 2 a 100%. Razdes para essa variabilidade
podem ser muitas, incluindo idade das galinhas, nimero amostral e os tecidos utilizados no
bioensaio (DUBEY, 2009 c).

No Brasil, o primeiro isolado tipificado foi uma amostra oriunda de um suino de
Erechim (RS), a amostra S-11, que foi classificada como tipo | (HOWE e SIBLEY, 1995).
Atualmente, ha alguns trabalhos que relatam a genotipagem do T. gondii em diferentes
espécies animais e em humanos, o que tém se demonstrado fenotipica e genotipicamente
diferente dos isolados da Europa e da América do Norte (DUBEY et al., 2002; 20033, d.,
2006b.; LEHMANN et al., 2006). Isolados do estado do Para (norte) e Rio Grande do Sul
(sul), distante aproximadamente 3.500 Km um do outro foram estudados. Para isso, foram
utilizados 11 marcadores (SAG 1, SAG 2, SAG 3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1,
novo SAG 2 e Apico). Dos 15 isolados do Para, obtiveram 11gendtipos e sete genotipos
diferentes foram obtidos dos 19 isolados do Rio Grande do Sul e ndo foram observadas
infeccBes mistas. Os autores concluiram que o padrdo genético do T. gondii nestas regides é
altamente diversificado dentro de um namero relativamente pequeno de isolados, o que ndo é
usual e as populacdes de T. gondii sdo distintas entre diferentes locais do Brasil (DUBEY
et al., 2007a).

Quando genotipados um total de 149 isolados de T. gondii, de 13 diferentes areas
geograficas do Brasil, foi confirmado que o tipo clonal | é raro e cepas com linhagem clonal
tipo Il ndo foram encontradas, o que € um grande contraste se comparado com as cepas da
América do Norte e Europa, onde sdo altamente predominantes (DUBEY et al., 2008;
DARDE et al., 1992; AJZEMBERG et al, 2002). PENA et al. (2008), estudaram a estrutura

populacional e a viruléncia para camundongos de 46 isolados de gatos e de outros 125
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isolados brasileiros provenientes de galinhas, cées e outros gatos do Brasil, comparando os
resultados obtidos para dez marcadores moleculares em diferentes espécies animais. Os
resultados revelaram uma alta diversidade genética, sendo que quatro gendtipos foram
isolados em varios hospedeiros de diferentes origens geograficas, propondo-se entdo a
denominagdo destas linhagens como Brl, Brll, Brlll e BrlV, representativas de linhagens
clonais, sendo a linhagem Brl a mais virulenta, a Brlll ndo-virulenta e as demais de viruléncia
intermediaria. Recentemente, no Brasil, DUBEY et al. (2010), DA SILVA et al. (2011),
MACEDO et al, (2012), através de genotipagem por multilocus PCR-RFLP descreveram o
gendtipo tipo 1. Em galinhas da llha de Fernando de Noronha, em ovelhas de abatedouros em
S&o Paulo e em vacas de leite prenhes de Santa Catarina, respectivamente. respectively.Dessa
forma, concluiu-se que a populacdo de T. gondii no Brasil é bastante diversificada com
poucas linhagens clonais estabelecidas nas diferentes areas geogréaficas do pais ja estudadas.

Assim, métodos para a caracterizacdo genotipica do T. gondii com maior resolucao
que aqueles capazes apenas de reconhecer as trés linhagens (I,11, 1Il1) sdo desejaveis
(BLACKSTON et al., 2001; AJZEMBERG et al., 2002). Porem necessita-se de padronizacao
dos marcadores utilizados para possibilitar comparacbes de genotipagem e atributos
biologicos (SU et al., 2006) como vem sendo realizado através da PCR-RFLP no locus SAG 2
com amostras de humanos e animais no mundo todo.

Estudos epidemioldgicos futuros, sdo indicados para determinar o papel de diversidade
genética do T. gondii, a transmissdo entre espécies, patogenicidade e resposta imunologica
(BECK et al., 2009). Recentemente, diversos autores encontraram muitas linhagens em suinos
e galinhas e postularam uma recombinacéo e eficiente transmissdo por oocistos (DUBEY e
SU, 2009; VELMURUGAN et al., 2009).
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii and Neospora caninum are two intracellular apicomplexan
protozoa with worldwide distribution, and are responsible for reproductive disorders in sheep
and cattle. These protozoa may infect a wide variety of domestic and wild animals, including
birds, and backyard chickens can be used as sentinels of their infection. Parasites investigation
in backyard chickens may be useful for the evaluation of environmental contamination with
oocysts, of the disease cycle, and of risk factors associated with public health. The aim of this
study was establish the importance of backyard chickens as T. gondii and N. caninum hosts. A
number of 137 serum samples were collected from chickens in 23 farms in Rio Grande do Sul

State, Brazil, and tested for toxoplasmosis and neosporosis by indirect fluorescence antibody
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test (IFAT). Anti-Toxoplasma and anti-Neospora antibodies were detected in 20 (87%) farms.
Total prevalence of T. gondii was 74.4% (102/137) and 36.5% (50/137) for N. caninum, while
12.4% (17/137) of the chickens were positive for both protozoa. The results show that
backyard chicken can used as indicators of the presenced of the protozoa N. caninum and T.
gondii, emphasizing yours importance in the public health. Considering the high prevalence
of toxoplasmosis in backyard chickens in the region, control measures should be taken to
prevent transmission of the infection to the animals and humans.

Keywords: Backyard chickens, Neosporosis, Public health, Toxoplasmosis.

INTRODUCTION

Toxoplasma gondii and Neospora caninum are two apicomplexan protozoa and are
biologically similar, and present worldwide, and cause reproductive failure in small ruminants
and cattle (Dubey, 2002; Dubey & Schares, 2011). Toxoplasmosis is a parasitic zoonosis that
affects a wide range of animals, including birds and man (Dubey, 2009). Neosporosis is
important cause of abortion in cattle and has significant economic impact in the dairy and beef
industries (Trees et al., 1999). T. gondii infections are prevalent in many avian species and
can cause mortality in some species of birds (Dubey et al., 2010). N. caninum has been found
in a few species of naturally infected birds, and particularly in domestic chicken (Costa et al.,
2008) and in some wild birds (Darwich et al., 2012). Chickens are intermediate hosts,
especially those reared in backyard systems, where transmission occurs by the ingestion of
oocysts from the soil that were shed by dogs and cats, which are the definitive hosts of N.
caninum and T. gondii, respectively (Gondim, 2006; Dubey, 2009). For this reason, backyard
chickens are considered indicators of the environmental contamination with oocysts (Furuta

etal., 2007; Dubey, 2009). In order to help understanding the role of chickens in the
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epidemiology these protozoa, the aim of the present study was estimate the seroprevalence of

T. gondii and N. caninum in backyard chickens in southern Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Serum samples were collected from 137 clinically healthy backyard chickens from 23
farms in Rio Grande do Sul State, Brazil, between May and November 2011. Blood samples
were collected by wing puncture. All samples were tested by indirect fluorescence antibody
test (IFAT), for detection of T. gondii and N. caninum antibodies. The IFAT cut-off for T.
gondii was 1:16 (Garcia et al., 2000) and 1:50 for N. caninum (Costa et al., 2008). The serum
samples were diluted in phosphate buffered saline solution (PBS - 0.1M phosphate, 0.33M
NaCl, pH 7.2), and positive and negative chickens for both protozoa were used as controls.
IFAT was applied following the procedure described by Camargo et al. (2001). T. gondii and
N. caninum tachyzoites, RH and NC-1 strains, respectively, were performed as antigens, .
The commercial fluorescein-labeled anti-chicken 1gY® (Sigma, St Louis, USA) was used as
secondary antibody. Slides were read at x400 magnification under a fluorescence microscope
(Leica CTR 4000/EBQ 100, Leica Microsystems, Germany). Samples with titers greater than
16 and 50 were considered positive for toxoplasmosis and neosporosis, respectively.

All procedures of animal handling and experimentation were performed under
veterinary supervision and according to guidelines of Institutional Ethics and Animal Welfare

Committee (UFSM, approved under protocol #009/2011).

RESULTS AND DISCUSSION

Anti-Toxoplasma and anti-Neospora antibodies were detected in 20 (87%) of the 23

farms. In 19 (82.6%) out of the 23 farms, antibodies against T. gondii were detected, while
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anti-N. caninum were detected in 14 (60.9%) out of the 23 farms. In the backyard chickens
tested, antibodies against T. gondii were detected in 74.4% (102/137) chickens and against N.
caninum in 36.5% (50/137) chickens. Mixed infections were found in 17 out of 137 backyard
chickens tested (12.4%), and in 13 (56.5%) of the 23 farms. Therefore, 85 (62%) and 33
(24.1%) of the serum samples were positive only for T. gondii and N. caninum, respectively.

We verified higher detection of the antibodies against T. gondii compared with N.
caninum in chickens serum tested. Studies in different regions of Brazil showed that the
seroprevalence of T. gondii ranged between 38% and 66% in chickens (Dubey, 2009).
T. gondii infection has been extensively reported in birds, but only a few reports in backyard
chickens showed their importance as hosts, which deserves further study (Tilahun et al.,
2013). As for N. caninum, Costa et al. (2008) and Martins et al. (2011) found 23.5% and
39.5% positive serum samples in backyard chicken respectively, indicating significant
exposure to this protozoan. These results are epidemiologically important because chickens
are cosmopolitan animals consumed by many animal species, including dogs and cats which
are the definitive hosts of those parasites (McAllister et al., 1998; Dubey, 2002).

Sources of infection for humans depend on local culture, geographical location, and
eating habits differences, and T. gondii has been detected in different in various tissues of
chickens (Tenter et al., 2000; Dubey et al., 2003; Dubey et al., 2004). T. gondii can be
isolated from infected tissues of backyard chickens, and therefore, these birds may contribute
for the epidemiological characterization of strains on the protozoan present in the
environment (Dubey, 2009). Moreover, meat of infected backyard chickens may be a source
of T. gondii infection of humans and animals. The presence of free-range poultry on dairy
farms with abortions caused by neosporosis has been considered a risk factor for N. caninum

infection in some studies (Bartels et al., 1999; Ould-Amrouche et al., 1999).
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The presence of antibodies against T. gondii and N. caninum in backyard chickens
may be used as an indication of the contamination of the environment with oocysts. Those
birds feed on the ground and tissues of infected chickens are considered a source of infection
of others animals, such as dogs and cats, allowing the life cycle of this protozoan to be
completed (Costa et al., 2008; Dubey, 2009).

The presence of antibodies for both parasites indicates the environmental
contamination of the evaluated farms. Although chickens can be naturally infected by these
protozoa, mainly T. gondii (Dubey, 2009), further studies are necessary to define the role of
chickens in epidemiology of N. caninum. Backyard chickens are raised in the region where
farms were evaluated for meat and egg production, and these products are consumed the
households. The birds are slaughtered at home or in uninspected slaughter facilities. Meat and
viscera of infected backyard chickens may be an important source of infection of humans and
animals when improperly handled or consumed (Dubey, 2009). Considering the results,
biosecurity measures in backyard production are required to prevent human infection. In
conclusion, the results of the present study suggest that backyard chickens can be intermediate
hosts of T. gondi and N. caninum, and their possible role in the maintenance of the life cycle
of these protozoan. The results indicate a widespread exposure of backyard chickens to T.

gondii and N. caninum in the state of Rio Grande do Sul, Brazil.
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Toxoplasma gondii is apicomplexa protozoan that can infect warm-blooded animals and is
considered one of the main food-borne parasites for humans. Domestic chickens are infected
by protozoa andcan ingest oocysts found in soil, it being considered good indicators of T.
gondii contamination. This study determined the presence of antibodies to T. gondii in
domestic chickens from March 2013 to February 2014. Were collected 597 blood samples,
from domestic chickens on 74 properties, derived from nine layers, representing each district
of rural area of Santa Maria, RS, Brazil. The serum samples were analyzed by indirect
fluorescent antibody test at 1:16 dilution, which is considered positive cutoff. From total 597

serum samples, 49.2% (294/597) were positive for T. gondii, with titers ranging from 16 to
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4096. Of the 74 properties analyzed, in 63 (85.1%) there were reports that cats have access to
food deposit, with significant association when associated with the presence of positive
chickens (p = 0.04) and the OR of 4.07. The variable "slaughter of animals" (poultry and
cattle) in 51 (68.9%) of the properties was reported the slaughter of cattle and poultry on the
property, with significant p value (p = 0.05). The majority of properties 59 (79.7%) reported
the presence of domestic cats, which could be associated with high prevalence found in
chickens and environmental contamination rateMoreover, according to serological results, we
reaffirm that free range chickens can be considered as important sentinels this infection,
serving as parasite source for cats and intermediate hosts on farms. High titers for T. gondii
antibodies detected, suggest a significant environmental contamination in properties studied.
These results indicate a potential risk to human and animal health.

INDEX TERMS: Toxoplasmosis, indirect fluorescent antibody test, environmental

contamination.

RESUMO - Toxoplasma gondii € um protozoario apicomplexa que infecta animais de sangue
quente, podendo ser considerado um dos principais parasitas capazes de infectar os seres
humanos. Galinhas domésticas sdo facilmente infectadas por protozoarios, uma vez que estas
podem ingerir oocistos encontrados no solo, sendo consideradas boas indicadoras de
contaminacdo ambiental por T. gondii. O objetivo deste estudo foi determinar a presenca de
anticorpos anti-T. gondii em galinhas domésticas criadas extensivamente em zona rural de
Santa Maria, RS, Brasil. No periodo de marco de 2013 a fevereiro 2014 foram coletadas 597
amostras de sangue de galinhas domésticas em 74 propriedades, oriundas de nove estratos que
representam cada distrito da zona rural. As amostras foram testadas por imunofluorescéncia
indireta, onde 49,2% (294/597) foram positivas para anticorpos anti-T. gondii, com titulos
variando de 16 a 4096. Das 74 propriedades analisadas, em 63 (85,1%) houve relatos que os
gatos tém acesso ao deposito de alimentos, com associacdo significativa quando associado a
presenca de galinhas positivas (p=0,04) e o OR de 4,07. A varidvel “abate de animais” (aves e
bovinos), em 51 (68,9%) das propriedades foi relatado o abate de bovinos e aves na
propriedade, com valor de p significativo (p=0,05). A maioria das propriedades 59 (79,7%)
foi relatada a presenca de gatos domésticos, 0 que poderia estar associada com a alta
soroprevaléncia encontrada em galinhas e a taxa de contamina¢do ambiental. De acordo com
o0s resultados obtidos, podemos reafirmar que as galinhas de criagéo extensiva podem atuar

como importantes sentinelas dessa enfermidade, servindo como uma fonte de infec¢do para
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felinos, humanos e outros animais em propriedades rurais. A elevada prevaléncia de
anticorpos encontrada neste estudo, além da alta frequéncia de propriedades com casos
positivos, sugere uma grande contaminagdo ambiental nos distritos pesquisados, sendo assim

um risco potencial para a sallde humana e animal.

TERMOS DE INDEXACAO: Toxoplasmose, teste de imunofluorescéncia indireta,
contaminacdo ambiental, 1gY, Gallus gallus domesticus

INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um protozodario intracelular obrigatorio, zoonotico, capaz de
infectar mamiferos e aves (Tenter et al. 2001). Sua infecgéo é prevalente em varias espécies
de aves, podendo causar mortalidade nestes animais (Dubey et al. 2010). Felideos sé&o os
unicos hospedeiros definitivos do T. gondii, podendo excretar oocistos no meio ambiente, que
servem como fonte de infec¢do para outros animais (Dubey 2002). Galinhas domésticas
(Gallus gallus domesticus) sdo consideradas importantes hospedeiros intermediarios deste
protozoario, pois se infectam através da ingestdo de oocistos excretados nas fezes de felinos
infectados (Ruiz e Frenkel 1980). Assim, estas aves tém grande potencial a exposi¢cdo aos
oocistos, podendo servir como indicadores de contaminacdo ambiental, atuando tambéem
como eficiente fonte de infeccdo do T. gondii para gatos e humanos, que podem se infectar
apos a ingestdo de carne crua ou mal cozida, contendo as formas infectantes do parasito
(Dubey et al. 2002, Dubey 2010).

Em éreas rurais, a distribuicdo da infeccdo atraves dos oocistos pode variar
amplamente em decorréncia de diversos fatores como a distancia entre as casas, o tipo de
exploracdo agropecudria e o cultivo de hortas. As condicdes ambientais, habitos culturais e a
propria fauna constituem alguns dos fatores que podem explicar a variabilidade desta infeccdo
em diferentes areas geograficas de um determinado pais (Tenter et al. 2000). O impacto da
contaminacdo por oocistos na epidemiologia necessita ser avaliado, pois pode estar
diretamente relacionado a altas taxas de infec¢fes em animais e humanos (Tenter et al. 2000,
Bahia-Oliveira et al. 2003).

No Brasil, estudos visando a presenca de anticorpos em galinhas de vida livre,
utilizando teste de aglutinacdo modificado (MAT) e reagcdo de imunofluorescéncia indireta

(RIFI) como técnicas sorologicas, detectaram valores de ocorréncia altamente variaveis ao T.
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gondii (Dubey et al. 2012). Embora este protozoario seja de grande importancia e bastante
estudado, ainda existem poucos estudos epidemioldgicos, principalmente no estado do Rio
Grande do Sul. Diante desta perspectiva, 0 presente estudo teve como objetivo determinar a
presenca de anticorpos anti-T. gondii em galinhas domésticas na cidade de Santa Maria, no
estado Rio Grande do Sul, Brasil, e tambem correlacionar os principais fatores de risco em

propriedades na zona rural da cidade de Santa Maria, no esta do Rio Grande do Sul, Brasil.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em propriedades da zona rural do municipio de Santa Maria, na
regido central do estado do Rio Grande do Sul, Brasil. O municipio possui uma &rea rural de
144.054 hectares, dividida em nove localidades, denominados distritos. Para a estimativa da
amostragem de propriedades foram utilizados dados oficiais, obtidos na Secretaria da
Agricultura, Pecuaria e Agronegocio do Rio Grande Sul (Seapa-RS), determinou-se a partir
de uma amostragem estratificada proporcional com 90% de confianca. A amostragem foi
realizada de forma aleatoria e dividida em nove estratos, representando cada distrito da zona
rural de Santa Maria (Fig.1), totalizando 74 propriedades.

As propriedades da amostragem foram visitadas entre marco de 2013 a fevereiro 2014.
Inicialmente foi aplicado um questionario epidemiologico para avaliar os fatores de risco
referentes a habitos higiénico-alimentares, espécies animais criadas na propriedade e
conhecimento sobre a toxoplasmose (Anexo 1). Ao término, foram distribuidos folhetos
educativos com medidas de prevencdo para a infeccdo (Apéndice 1).

Em cada propriedade, foram coletadas amostras de sangue de 10 galinhas. quelas que
o total de galinhas era inferior a 10, se coletava todas, o que totalizou 597 galinhas adultas
criadas de forma extensiva. O sangue foi coletado por puncdo da veia ulnar, centrifugado por
10 minutos a 1600 x g, para obtencdo do soro, que foi armazenado a 20°C negativos até sua
utilizacdo. A deteccdo de anticorpos anti-T. gondii foi realizado através de reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), com taquizoitos da cepa RH de T. gondii, utilizado como
antigeno para deteccdo de imunoglobulina Y (IgY) anti-T. gondii. Foi utilizado como
anticorpo secundario Anti-chicken 1gY©* conjugado com fluoresceina, conforme a técnica
realizada por Moré et al. (2008). Amostras sabidamente positivas e negativas, foram utilizadas

como controles. Todas as amostras de soro positivas na diluicdo de 1:16 foram consideradas

! anti-chicken IgY® conjugada com a fluoresceina (FITC): Affinity Purified Antibody

Fluorescein. Sigma, St Louis, MO, USA.
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positivas (Garcia et al. 2000) sendo submetidas as demais diluicBes para determinacdo do
titulo maximo da reacéo.

A frequéncia de propriedades com galinhas soropositivas em cada distrito foi
comparada pelo teste de qui-quadrado com 90% de confianca. Para analise dos fatores de
risco, as varidveis contidas no questionario investigativo aplicado aos moradores foram
analisadas através do programa Epinfo 6.0. Com o objetivo de pesquisar a associacdo entre as
diversas variaveis, foi calculada a forca das associacfes mediante o célculo do (OR) odds

ratio e seus respectivos intervalos de confianga de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos dados obtidos no presente trabalho, pode-se estabelecer um percentual de
propriedades com galinhas soropositivas no municipio de Santa Maria — RS e a seguir,
puderam ser realizadas todas as demais comparagcdes com 0s parametros epidemiologicos
analisados. Os resultados obtidos estdo apresentados no Tabela 2 e Figura.2.

Das 597 amostras de soro de galinhas analisadas, 294 (49,2%) foram positivas para
anticorpos anti-T. gondii. Em relacdo as propriedades analisadas, pode-se verificar que a
maioria destas (94,6%) apresentava pelo menos uma galinha positiva. Em quatro (5,4%)
propriedades avaliadas, ndo foram encontrados animais anticorpo positivo.

Trabalhos realizados no Brasil demonstram diferentes percentuais de galinhas
domésticas positivas ao T. gondii. Alguns relatam uma taxa de deteccdo de anticorpos
superior a encontrada no presente estudo (49,2%), como em Ronddnia, com 66% (Dubey
et al. 2006) e em Fernando de Noronha, com 84% de animais positivos (Dubey et al. 2010).
Outros trabalhos relatam frequéncias semelhantes, no Nordeste de 53,3% (De Oliveira et al.
2009), Minas Gerais com 53,6% (Brandao et al. 2006) e também indices inferiores, como de
38,8% no Espirito Santo (Beltrame et al. 2012), 27,6% no Rio de Janeiro (Casartelli-Alves et
al. 2012) e de 10,3% no estado do Paranad (Garcia et al. 2000). No Rio Grande do Sul, a
pesquisa mais recente foi realizada na regido sul, com uma ocorréncia de anticorpos anti-T.
gondii em 38% das galinhas pesquisadas (Dubey et al. 2007). Estes dados demonstram a
ampla distribuicdo deste protozoario. Ressalta-se que, conforme observado por Casartelli-
Alves et al. (2012), a maioria destes trabalhos sdo de deteccdo de anticorpos e ndo da
estimativa de prevaléncia e fatores de risco. Muitos destes estudos foram desenvolvidos com
intuito de determinar a diversidade genética do T. gondii, ndo se preocupando com célculo

amostral e sorteio aleatorio das propriedades. Desta forma, o planejamento amostral do
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presente estudo, torna os resultados soroldgicos obtidos (49,2%) de grande importéncia
epidemioldgica e de alta confiabilidade, considerando a representatividade da amostragem.

As amostras de soro positivas foram submetidas a titulacdo, com titulos de anticorpos
variando de 16 a 4096, usando base 2 (Tabela 2). A maioria das amostras apresentou titulo de
16 (19%) e 64 (20,7%). Fatores que podem influenciar o titulo de anticorpos anti-T. gondii
estdo relacionados com caracteristicas de patogenicidade e viruléncia do agente ou da dose
infectante (Larsson, 1989). Nos titulos de anticorpos obtidos em cada distrito, os maiores
titulos (2048 e 4096) foram observados em trés distritos - Arroio Grande, Pains e Santa Flora,
podendo assim, sugerir uma infecgdo aguda ou reinfecgé@o por T. gondii (Wastling et al. 1995;
Dzitko et al. 2006).

Entre as 74 propriedades pesquisadas, 66 (91,9%) séo consideradas pequenas ou de
agricultura familiar, quando analisado pelo fator terra de acordo com o artigo 3, da LEI N°
11.326, DE 24 DE JULHO DE 2006 (http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/ ato2004-

2006/2006/1ei/111326), o tamanho da propriedade nédo foi significativo quando associado com

a presenca de galinhas soropositivas. Embora ndo tenha relevancia estatistica, € importante
ressaltar que as quatro propriedades negativas, em que ndo foram encontradas galinhas
anticorpo positivas para T. gondii, eram pequenas, com maximo 10 hectares, com menor
criacdo de espécies animais e menor relato de abate domeéstico de animais.

Na figura 2 esta apresentada a avaliacdo da freqiiéncia de propriedades com galinhas
soropositivas nos nove distritos analisados. Apenas um distrito (Arroio do Sé), demonstrou
menor contaminacdo (p=0,051) que os demais. No entanto, a analise dos resultados indica que
esta menor taxa de contaminacdo pode refletir a realidade deste distrito, uma vez que em 40%
das propriedades deste local ndo foram detectadas galinhas soropositivas.

Galinhas podem ser utilizadas como indicadoras da contaminacdo por oocistos de T.
gondi no ambiente, uma vez que a deteccdo direta dos mesmos no solo é considerada de
dificil diagndstico e impraticavel (Dubey 2010). Assim, a estimativa da taxa de contaminacao
ambiental por oocistos de T. gondii € uma importante ferramenta epidemiologica. Os dados
obtidos neste estudo (Figura. 2) demonstram um alto percentual de contaminacdo ambiental
por distrito, podendo oferecer riscos tanto a salide humana quanto animal.

Através da analise univariada dos fatores de risco a infeccdo por T. gondii nas 74
propriedades avaliadas, foi determinada a importancia dos fatores de risco estimados pelo
questionario epidemioldgico (Tabela 1). Das 74 propriedades analisadas, em 63 (85,1%) ha
relatos que os gatos tém acesso ao deposito de alimentos, com associagdo significativa quando

associado a presenca de galinhas positivas (p=0,04) e o OR de 4,07. A variavel “abate de
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animais” (aves e bovinos), em 51 (68,9%) das propriedades foi relatado o abate de bovinos e
aves na propriedade, com valor de p significativo (p=0,05). Destes dados é importante
ressaltar a associacgdo significativa de (p<0,05) encontrada, porém quando avaliado o intervalo
de confianca, 0 mesmo ndo foi significativo. Estudos ja relataram que a presenca de gatos é o
principal fator de risco para T. gondii, j& que animais podem se infectar ao ingerirem
alimentos e 4gua contaminados com oocistos liberados nas fezes de felinos infectados (Luzon
et al. 1997). No entanto, a analise realizada na amostra em estudo ndo evidenciou associacao
de riscos significativos, o que corrobora com diferentes trabalhos que demonstraram que 0
acesso de gatos em depositos ndo foi associado a infec¢do pelo T. gondii como Valenca et al.
(2011) em granjas de suinos e Pereira et al. (2012) em propriedades de ovinos e caprinos.
Conforme Cademartori et al. (2008), a maioria dos estudos epidemioldgicos ja realizados ndo
sdo uniformes quanto a associacdo entre a infec¢do por T. gondii e 0 convivio com gatos,
relatando que também ndo foi constatada essa associacdo em trabalho realizado com
gestantes em Pelotas, RS. O que ndo deixa de ser uma preocupac¢do com a contaminacao de
alimentos de pessoas e animais.

No presente estudo, na maioria das propriedades 59 (79,7%) foi relatada a presenca de
gatos domésticos, 0 que poderia estar associada com a alta soroprevaléncia encontrada em
galinhas e a taxa de contaminacdo ambiental. Das 15 (20,3%) propriedades que relataram nédo
ter gatos, apenas em duas ndo foram encontradas galinhas anticorpo positivas para T. gondii.
Isto pode ser explicado pela sobrevivéncia dos oocistos no solo, que pode ser de até 18 meses
(Dubey 1998) ou pelo habito que os gatos tém de percorrer quildbmetros para cacar ou até
mesmo em busca de fémeas no cio, facilitando a disseminacdo de oocitos nas propriedades.
Ha propriedades, que segundo relato, gatos sdo criados com a finalidade de combater os
roedores que buscam alimentos nos depdsitos, o que também poderia estar relacionado com a
contaminacdo destes ambientes.

Trabalhos afirmam que animais de producdo podem representar um verdadeiro risco
para a transmissdo da toxoplasmose, seja direta ou indiretamente (Samra et al. 2007, Cenci
Goga 2009). Carnes de suinos, ovinos e caprinos abrigam um grande numero de cistos
teciduais e gue a carne de bovinos e bufalos raramente contém cistos, no entanto, em algumas
regibes, mais de 90% de bovinos sdo soropositivos para T. gondii (Dubey e Jones 2008). A
maioria das propriedades 66 (89,1%) abate pelo menos uma espécie animal para consumo
proprio, sendo que 51 destas apresentaram galinhas positivas. Ou seja, segundo teste Exato de
Fischer (com 95% de confianca (p=0,027)), propriedades com maior contaminacdo abatem

mais animais que as ndo contaminadas. Embora as variaveis de abate ndo tenham apresentado
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associagdo significativa ao T. gondii neste estudo, ndo se descarta a importancia desta
atividade, principalmente por que os felinos acabam tendo acesso as carcacas e visceras destes
animais, aumentando a possibilidade de infeccéo pelo parasita.

A utilizacdo de agua de vertentes ou mina para abastecimento animal apresentou
influéncia significativa quando associado a galinhas soropositivas (p:<0,05), o OR de 0,15,
mas um intervalo de confianca ndo significativo. Este dado é importante devido a longa
sobrevivéncia dos oocitos de T. gondii no ambiente. E na 4gua a contaminagcdo com oocistos
de T. gondii, pode ser considerada t&o importante quanto a contaminagdo de alimentos como
fonte de infeccdo (Cenci Goga et al. 2013). Casos como o de Santa Isabel do Ivai, em que
ocorreu um surto de toxoplasmose em 2001, em virtude da contaminagdo de um reservatorio
de &gua da cidade por oocistos, demonstram o alto risco do acesso de gatos nestes locais
(Dubey et al. 2004). Diante desta variedade de fatores relacionados, a compreensdo das
principais vias de transmisséo horizontal é de extrema importéancia, tornando-se um desafio
para o desenvolvimento de préaticas sanitarias eficientes para a prevencdo da toxoplasmose em
humanos e animais.

A partir dos resultados observados neste estudo podemos reafirmar a importancia das
galinhas domésticas como hospedeiros intermediarios de T. gondii, visto a grande prevaléncia
encontrada. Estas aves podem servir como uma fonte de infeccdo para felideos e outros
hospedeiros intermediarios nas diferentes propriedades rurais pesquisadas, podendo ser
consideradas um importante fator de risco para toxoplasmose. Com relacdo a contaminacao
ambiental por T. gondii podemos inferir que 0s oocistos encontram-se amplamente
distribuidos na zona rural de Santa Maria. Diante disso, ressalta-se a necessidade de
implantacéo de programas educativos com medidas de prevencdo e controle da toxoplasmose,

gerando conhecimento para a populacdo com relacao aos fatores de risco a doenca.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA: O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
para uso animal protocolo (CEUA-UFSM 049 / 2012).
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Figura 1. Mapa do Estado do Rio Grande do Sul com a localizagdo do municipio de Santa
Maria. Em destaque o mapa de Santa Maria, localizada no centro do estado, composto por

nove distritos que compreendem a zona rural e caracterizam os estratos.
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Tabela 1. Andlise univariada para os fatores de risco associados ou ndo a contaminacgao
por T. gondii em galinhas naturalmente infectadas em propriedades da zona rural do
municipio de Santa Maria, RS.

N Analise Univariada
Variaveis Propz’;/i()jades OR (1.C.95%) %2 \(/jaelgr
Atividade L;;f;;i?gcn‘i';‘i;a éi ggg 017 003126 347 006
;?&??ezzgg Fggaune; ea 66? (( %11?) i ) 0.11 0.75
Pree;ﬁ?ﬁgsde g?;’ gé gig 253 021-6748 069 042
Pressueirr‘]%as de ;?;’ jg Egg:; 049  005-448 002 090
Prggf/?ﬁgsde :?;’ ég gg?; 133 0151173 006 081
Preserica de ’;?2 gi gg?; 127 014-11,54 004 0,83
Presenca de cées lgliS;:]) 7; 877;) 0,00 - 0,12 0,73
Presenca de gatos glii:: éggg?i 3,93 0,60-25,68 2,28 0,131
b Mo B9 o owms 40 o
Aﬁf;gs?:g%ﬁos glar: 22 ggg 127 0141154 004 083
s M RS 08 s 0w
Humanos.- Ndo 38 (51.4)
Artesiang Sim 36(48,5) 095 014637 021 065
Humanos.- Nao 52(703) 042  006-282 08 037
vertentes Sim 22(29,7) ' ' ' ' '
T 1 B
el O < .
e M mED e om
i e S
nay 0 om0
Animais - aglde glii:) ji Eggi; 1,24 0,18-8,35 0,05 0,82
e M BED g g
Abate de aves gii? 25:; ((ggl;)) 6,65 0,73-60,78 3,76 0,05
Abate de ovinos Nao 56 (82,4) - - 1,34 0,25

Sim 18 (17,6)



Abate de bovinos

Abate de suinos

Consumo de
carne cozida

Consumo de
carne mal passada

Consumo de
embutidos

Histérico de
toxoplasmose

Diagndstico

Gestantes

Néo
Sim
Néo
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim

23 (31,1)
51 (68,9)
31 (41,9)
43 (58,1)
2(2,7)
72 (97,3)
71 (95,9)
3(4,1)
18 (24,3)
56 (75,7)
66 (89,2)
8 (10,8)
57 (77)

17 (23)

69 (93,2)
5 (6,8)

OR = “Odds ratio”; IC = Intervalo de confianca de 95%

*Abastecimento de agua

6,65

1,39

0,0

1,04

0,36

0,89

0,73-60,58

0,21-9,32

0,11-9,36

0,04-3,09

0,10-8,05

3,76

0,11

0,12

0,18

0,32

0,01

0,26

0,22

0,05

0,74

0,73

0,67

0,58

0,92

0,61

0,64
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Tabela 2. Frequéncia de anticorpos anti-T. gondii detectados através da reacdo de

imunofluorescéncia indireta em galinhas domésticas de nove distritos, da zona rural de

Santa Maria, RS.

Titulo de anticorpos

Distrito Galinhas positivas/
(n° de propriedades) total (%)
16 32 64 128 256 512 1024 2048
Boca do 15 9 15 6 8 2 0 0 55/127 (43,3)
Monte (17)
Grﬁ;&??lz) 11 7 6 6 4 4 1 4 44102 (43,1)
Santa Flora (11) 11 6 12 1 10 5 0 5 55/97 (56,7)
Pains (9) 4 9 2 2 0 3 2 9 44172 (61,1)
Palma (6) 3 1 5 3 0 3 3 2 20/60 (33,3)
Arroio do S6 (5) 1 2 2 3 1 0 0 0 9/27 (33,3)
Séo Valentim (5) 0 1 7 10 6 1 0 0 25/38 (65,7)
Santo Antéo (5) 0 4 2 3 1 1 1 0 12/38 (31,5)
Passo do Verde (4) 1 1 10 9 6 3 0 0 30/36 (83,3)
Total 56 40 61 43 36 22 7 20 294/597 (49,5)
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5 CAPITULO Ill — Artigo cientifico.

Genotipagem de isolados de Toxoplasma gondii obtidos de galinhas domeésticas (Gallus
gallus domesticus) da zona rural de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil*

Giovana Camillo®*, Marta E. A. Machado?, Gustavo C. Cadore?, Patricia Braunig?,
Maria C. Venturini®, Lais L. Pardini®, Luiz Daniel de Barros®, Luis A. Sangioni?,

Fernanda S.F. Vogel?

ABSTRACT. - Camillo, G., Alves, M. E. M., Cadore, G. C., Braunig, P., Pardini, L.,
Venturini, M. C., Barros, L.D., Sangioni, L. A, Vogel, F. S. F. [Genotyping of
Toxoplasma gondii from free-Range chickens naturally Infected in rural area of Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brazil.] Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00, 2XXX.
Laboratorio de Doencas Parasitarias, Universidade Federal de Santa Maria, Av.
Roraima 1000, Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail:

giovanacamillo@yahoo.com.br

Free range chickens fed oocysts of T. gondii may harbor virulent strains of the parasite in
different tissues without any clinical signs of toxoplasmosis. The isolation of T. gondii by
bioassay in mice and cats from tissues of naturally infected chickens, has been described in
several countries, which demonstrates the then importance of free range chickens in the
transmission of the parasite. Thus, the aim of this study was to characterize genotypically
isolates of T. gondii obtained from naturally infected free range chickens in rural Santa Maria,
RS. To attempt to parasite isolation, brain and heart samples of 12 positive chickens (titers >
64) for T. gondii were processed by peptic digestion technique. The suspension obtained
from the brain and heart of each chicken was inoculated intraperitoneally into mice. The T.
gondii DNA extraction was performed from samples of tissues and tachyzoites recovered in
the peritoneal fluid of mice. Genotypic characterization of isolates was performed using 12
genetic markers: SAG1, 5-3'SAG2, alt. SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358,
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PK1, apical. RH, ME49 and VEG strains was used as a standard genotype I, Il, and III,
respectively. The DNA target sequences were first amplified by multiplex PCR, using primers
external to all markers, followed by nested-PCR using internal primer for each marker
individually. Then, the nested-PCR products were cleaved by restriction enzymes with
specific conditions of temperature and time for each marker. From the bioassay was obtained
nine isolates. The result of the analysis of genotypic strains of Gallus gallus domesticus
present study revealed the presence of five genotypes according to ToxoDB (# 11, # 55, # 64,
# 140 and # 163) plus two new ones, not described above. From the results it could be
observed there is a wide genetic diversity of T. gondii in the study region.

INDEX TERMS: Toxoplasmosis, Chickens, Genotypes, PCR-RFLP Diversity

RESUMO. - Galinhas alimentadas com oocistos de T. gondii podem albergar cepas virulentas
do parasito em diferentes tecidos sem apresentar sinais clinicos de toxoplasmose. O
isolamento de T. gondii por bioensaio em camundongos e gatos a partir de tecidos de galinhas
naturalmente infectadas, tem sido descrito em diversos paises, 0 que denota a importancia das
galinhas na transmissdo do parasito. Assim, o principal objetivo deste estudo foi caracterizar
genotipicamente isolados de T. gondii obtidos de galinhas naturalmente infectadas na zona
rural de Santa Maria, RS. Para tentativa de isolamento do parasita, amostras de cérebro e
coracdo de 12 galinhas positivas (titulos > 64) para T. gondii foram processadas atraves da
técnica de digestdo péptica. A suspensdo obtida a partir do cérebro e coracdo de cada galinha
foi inoculada via intraperitoneal em camundongos. A extracdo de DNA de T. gondii foi
realizada a partir de amostras dos tecidos e dos taquizoitos recuperados no liquido peritoneal
dos camundongos. A caracterizacdo genotipica dos isolados foi realizada utilizando os 12
marcadores genéticos, SAG1, 5’-3’SAG2, alt. SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2,
L358, PK1, Apico. As cepas RH, ME49 e VEG foram utilizadas como padrédo genotipico I, II,
e 111, respectivamente. As sequencias alvo do DNA foram primeiramente amplificadas pela
PCR-multiplex, utilizando primers externos de todos os marcadores, seguida de uma PCR-
nested, utilizando primers internos individualmente para cada marcador. Em seguida, 0s
produtos da PCR-nested foram clivados por meio de enzimas de restricdo e condicdes de
temperatura e tempo especificos para cada marcador. A partir do bioensaio, obteve-se nove
isolados. O resultado da analise genotipica dos isolados de Gallus gallus domesticus do
presente estudo revelou a presenca de cinco genotipos de acordo com o ToxoDB (#11, #55,

#64, #140 e #163), além de dois outros novos, ndo descritos anteriormente. A partir dos



58

resultados obtidos pode-se observar que ha uma ampla diversidade genética do T. gondii na
regido de estudo.
TERMOS DE INDEXACAO: Toxoplasmose, Galinhas, Gendtipos, RFLP, Diversidade

INTRODUCAO

A toxoplasmose, que € considerada uma das mais importantes doencas zoonoticas, é
causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, que estd mundialmente distribuido e é capaz de
infectar muitas espécies de aves e mamiferos (Dubey 2010). Galinhas infectadas com oocistos
de T. gondii podem albergar cepas virulentas deste parasito em diferentes tecidos sem
apresentar sinais clinicos (Dubey 2002). Uma vez infectadas, estas aves podem servir de fonte
de infeccdo para gatos que se tornam hospedeiros definitivos e resulta na excre¢éo de oocistos
no ambiente (Ruiz e Frenkel 1980).

Para melhor compreensdo da epidemiologia deste protozoéario, o isolamento de T.
gondii por bioensaio em camundongos e gatos a partir de tecidos de galinhas naturalmente
infectadas, tem sido descrito em varios paises (Dubey, 2010). No Brasil, o isolamento do T.
gondii ja foi descrito em diferentes regides, incluindo Amazonia (Dubey et al., 2006b), Rio de
Janeiro (Dubey et al., 2003a), Parand (Dubey et al., 2003d), Sdo Paulo (Dubey et al., 2002b),
Para, Rio Grande do Sul (Dubey et al., 2007), Minas Gerais (Brandao et al., 2006),
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Maranhdo, Bahia, Ceara, Sergipe e Alagoas (de Oliveira
et al., 2009), Fernando de Noronha (Dubey et al., 2010), Pantanal (Soares et al., 2011) e
Espirito Santo (Pena et al., 2013).

Os primeiros estudos moleculares mostraram que o T. gondii apresentava uma
estrutura populacional altamente clonal, e consistiria em de trés linhagens clonais
predominantes, designadas como tipo I, Il e Il1, ocorrendo de forma global nos animais e no
homem (Dardé et al., 1992; Howe e Sibley, 1995). Recentemente, a partir de estudos de
polimorfismos foi demonstrado que isolados de T. gondii de animais do Brasil possuem uma
alta diversidade genética (Ferreira et al. 2001, 2006; Pena et al. 2008). No Rio Grande do Sul,
estudo com isolados de T. gondii, a partir de tecidos de galinhas foram observados sete
genotipos, sendo cinco com combinagdes diferentes dos alelos I, 11 e 111 (Dubey et al., 2007).
Com isso, na busca de novas informacdes sobre a distribuicdo de genotipos de T. gondii e da
diversidade do mesmo no Brasil, o principal objetivo deste estudo foi caracterizar
genotipicamente isolados de T. gondii de galinhas naturalmente infectadas em area rural do

municipio de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Para realizagdo deste estudo foram utilizadas 12 galinhas de vida livre, adultas,
provenientes de diferentes propriedades da zona rural do municipio de Santa Maria, na regido
central do estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Os soros obtidos foram utilizados para
pesquisa de anticorpos anti-T. gondii por meio da técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia
indireta (RIFI), conforme descrito anteriormente por Camargo et al, (1974).

Bioensaio em camundongos

Para tentativa de isolamento do parasita, amostras de cérebro e coracdo de 12 galinhas
positivas (titulos > 64) foram obtidas ap6s eutanasia Um pool dos tecidos de cada galinha foi
processado atraves da técnica de digestdo peptica (Dubey, 1998). A suspensdo obtida foi
inoculada, via intraperitoneal, em quatro camundongos Swiss (1ml/animal). Os camundongos
inoculados foram observados diariamente, e 0s que apresentavam sinais clinicos da doenca
(pelos ericados, lacrimejamento, emagrecimento, diarreia e distensdo abdominal) foram
submetidos a eutanasia para a colheita do liquido peritoneal e a verificacdo da presenca de
taquizoitos. Apos 60 dias de inoculacdo, nos camundongos restantes, que ndo apresentaram
sinais clinicos evidentes, foi realizado a eutanasia para colheita de sangue e cérebro. O
cérebro foi utilizado para a pesquisa de cisto tecidual por meio do in print entre lamina e
laminula. O soro obtido foi a armazenado a -20°C até a realizacdo da reacdo de

imunofluorescéncia indireta para a pesquisa de 1gG anti-T. gondii.

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA de T. gondii foi realizada a partir dos taquizoitos recuperados no
liquido peritoneal dos camundongos com infeccdo aguda e de amostras de cérebro daqueles
camundongos que foram eutanasiados com 60 dias. Para isso foi utilizado o kit wizard

genomics DNA purification (Promega), seguindo as instrucdes do fabricante.

Genotipagem

A determinacdo dos gendtipos de T. gondii presentes nas amostras foi realizada
utilizando os 11 marcadores genéticos, SAG1, 5’°3’SAG2, alt. SAG2, SAG3, BTUB, GRAG,
c22-8, ¢29-2, L358, PK1, Apico, conforme previamente descrito (Su et al., 2006, Su et al.,

2010). As sequencias alvo do DNA foram primeiramente amplificadas pela PCR-multiplex,
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utilizando primers externos de todos os marcadores, seguida de uma PCR-nested, utilizando
primers internos individualmente para cada marcador. Amostras de DNA das cepas padréo
RH, ME49 e VEG foram utilizadas como controle para os genétipos I, Il, e I,
respectivamente.

Os produtos da PCR-nested foram entéo clivados por meio de enzimas de restricdo em
determinadas condicfes de temperatura e tempo (Tabela 1) especificos para cada marcador, o
que corresponde a técnica de RFLP, conforme Su et al., 2010. Para cada reagdo, 3uL do
produto da PCR-nested foi adicionado com 17uL de reacdo de digestdo, contendo Tampao
10x, 0,1mg/mL de BSA e uma unidade de cada enzima. Apds digestdo enzimatica todos 0s
produtos foram visualizados sobre luz UV, sendo que estes foram previamente submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2,5 ou 3%, dependendo do marcador, corado com Sybr® Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen, EUA) e fotoregistrados. Para analisar as fotos obtidas apds
RFLP, também foram utilizados como referéncia outros 8 controles: GT1, PTG, CTG,
TgCgCal, MAS, TgCatBr5, TgCatBr64 e TgRsCrl. Os resultados obtidos foram comparados
e classificados de acordo com os genotipos presentes no ToxoDB (http://toxodb.org/toxo/). A
historia evolutiva foi inferida utilizando uma arvore filogenética utilizando o método

neighbor-joining por meio da utlizacdo do programa SplitsTree 4.0.

RESULTADOS

A partir do bioensaio destes animais foram obtidos nove isolados (Tabela 2). Os
camundongos inoculados com material das galinhas SF306, SF1, P1 e P2 apresentaram sinais
agudos da infeccédo entre 10 e 15 dias pds-inoculacédo e taquizoitos de T. gondii foram obtidos
no lavado intraperitoneal. Cistos de T. gondii foram observados no cérebro de camundongos
inoculados com material das galinhas (SF439, SA, BM, AG e AS) sugestivos de infeccdo
crénica. Camundongos inoculados com material das galinhas PA, SV e PV ndo apresentaram
sinais e foram negativos para RIFI. Um camundongo inoculado com material da galinha BM
demonstrou sinais neuroldgicos (inclinacdo da cabeca para o lado, andar em circulos e
incoordenacao motora) e diversos cistos cerebrais foram observados na microscopia.

O resultado da analise genotipica dos nove isolados do presente trabalho revelou a
presenca de sete gendtipos (Tabela 3). Cada gendtipo foi comparado aos ja existentes no
banco de dados de genotipagem (ToxoDB.org). Os resultados genotipicos obtidos através da
caracterizacdo molecular dos nove isolados do presente estudo serdo depositados neste banco

para futuros estudos.
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Cinco genotipos encontrados correspondem aos genotipos ToxoDB #11, #55, #64,
#140 e #163 e os outros dois ainda ndo foram descritos anteriormente e estes serdo
depositados no ToxoDB para futuros estudos Em relagdo ao isolado SA, ndo foi possivel
determinar o genotipo da amostras, pois ndo foi observado amplificacdo em todos os
marcadores moleculares. Sete gendtipos contém diferentes combinacgdes de alelos I, 11 e 11l. O
genotipo #11 foi caracterizado nos isolados de galinhas de duas diferentes propriedades (P1 e
P2), no distrito de Pains. J& os isolados SF306, SF1 e SF439 foram caracterizados,
respectivamente como gendtipos #55, #64 e #140, sendo que as trés galinhas eram de origem
de propriedades do mesmo distrito, de Santa Flora. O gen6tipo #163 foi encontrado no isolado
de uma galinha do distrito de Boca do Monte. Os novos gendtipos foram observados em
isolados de galinhas das propriedades de dois diferentes distritos, arroio do SO e Arroio
Grande.

A partir da analise da arvore filogenetica (Figura 1) observa-se que os isolados
encontrados no presente estudo sdo geneticamente mais proximos das cepas GT1 (Tipo 1) ou
CTG (Tipo I1) se comparado com PTG (Tipo II).

DISCUSSAO

Os resultados demonstram que o protozoario T. gondii pode ser encontrado nas
diferentes propriedades pesquisadas, circular em hospedeiros assintomaticos e ainda
apresentar caracteristica de viruléncia em camundongos, assim como ja descrito por Dubey et
al., (2002). Quatro dos nove isolados (SF1, SF306, P1 E P2) apresentaram caracteristicas
virulentas quando inoculados em camundongos, ocasionando a morte dos animais em um
intervalo de 12 a 15 dias. Em relacdo aos demais cinco isolados (SF439, SA, BM, AS, AG),
os camundongos ndo apresentaram sinais de infeccdo aguda e apos 60 dias foram
eutanasiados. Nestes animais, foi observada a presenca de cistos do protozoario no cérebro,
caracterizando a infec¢éo cronica.

Conforme Dubey et al. (2004), a viruléncia T. gondii pode variar quanto a cepa, ao
estadgio que se encontra o parasita, bem como da dose que foi inoculada, o que pode ser
notado com as diferentes caracteristicas fenotipicas observadas no presente estudo. Estudos
tém demonstrado que isolados de T. gondii de galinhas assintomaticas do Brasil sdo mais
patogénicos para camundongos que isolados da Europa e América do Norte, independente dos

gendtipos (Dubey et al., 2006).
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A andlise genotipica dos isolados de galinhas do presente trabalho revelou a presenca
de cinco gendtipos, de acordo com o ToxoDB (#11, #55, #64, #140 e #163), além de dois
outros novos, ndo descritos anteriormente. Todos genotipos encontrados contém diferentes
combinacOes dos alelos I, Il e Ill. Similarmente a outros estudos ja realizados no Brasil, a
estrutura populacional de T. gondii encontrada neste estudo € muito mais diversa que na
América do Norte e Europa, onde geralmente sdo encontrados definidos tipos clonais I, 11 e 111
(Dubey et al. 2008).

Vérios marcadores ja foram utilizados para analisar cepas brasileiras e estruturas
filogenéticas altamente diferenciadas foram identificadas, sugerindo que a recombinacdo
como importante fator para diversidade das cepas na América do Sul (Pena et al., 2008). No
Brasil, o gendtipo #11 encontrado em dois isolados deste estudo j& foi isolado de gatos nos
estados do Parana e S&o Paulo (Dubey et al., 2004, Pena et al., 2006; Dubey, et al. 2008) e de
galinhas no Rio de Janeiro e Parana (Dubey et al., 2003a,b). Este mesmo gendétipo também ja
foi isolado em uma galinha na Argentina (TgCkArl) (Rajendran et al., 2012). No presente
estudo, os dois isolados com o gendtipo #11 (P1 e P2) eram de galinhas de propriedades
diferentes, porém pertenciam a mesma localidade (distante aproximadamente 20 km) e
fenotipicamente apresentaram similaridade de sinais quando observados os camundongos. Ja
0 genotipo #55, caracteristico do isolado SF306 deste estudo ja foi observado em gatos do
estado de Sdo Paulo (TgCatBr79,80), por Pena et al., (2008), que demonstraram que 0S
camundongos inoculados morreram entre 14 e 27 dias. No presente estudo, observou-se que
0s camundongos inoculados com este isolado comecaram apresentar sinais da doenca a partir
do dia sete, 0 que se pode sugerir que o isolado € altamente patogénico para camundongos. O
gendtipo #64 também foi descrito anteriormente em galinhas de S&o Paulo, isolados
TgCkBr19 e TgCkBr24 (Dubey et al., 2008) e o genoétipo #140 foi caracterizado em isolado
(TgCkNi27) de galinha da Nicaragua (Rajendran et al., 2012.). Estes trés Gltimos gendtipos
descritos neste estudo (#55, #64 e #140) foram isolados de galinhas de diferentes
propriedades, porém da mesma localidade, o que sugere uma diversidade dos mesmos em
locais préoximos (10 Km de distancia). Também foram observadas diferencas fenotipicas entre
0s mesmos, sendo que apenas o isolado de gendtipo #140 apresentou cistos no cérebro
caracteristica de infec¢do crbnica. JA& o gendtipo #163 encontrado no presente estudo foi
isolado de uma galinha do distrito de Boca do Monte (BM), sendo que os camundongos sO
apresentaram sinais (inclinacdo da cabeca para o lado, andar em circulos e incoordenacédo
motora) apos 40 dias de inoculagdo. Este mesmo genotipo ja foi descrito em um trabalho na

Ilha de Fernando de Noronha, Brasil, também isolado de galinha (TgCkBr220) e os autores
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observaram que todos isolados encontrados ndo foram patogénicos para camundongos (Dubey
et al., 2010).

Em estudo realizado com galinhas naturalmente infectadas no Sul do Rio Grande do
Sul, Dubey et al., (2007) encontraram 19 isolados (TgCkBr 146-164) e sugerem que linhagens
do tipo | e Il ou seus correspondentes circulam no estado. No estudo foi observado que
apenas o isolado TgCkBr146 teve alelo tipo | para todos 11 marcadores pesquisados e nos
isolados TgCkBri158, 161 e 164 foi caracterizado alelo tipo I11. Os demais isolados tiveram
diferentes combinacdes de alelos e quando comparados com o presente estudo, observou-se
diversidade de genotipos dentro de areas geograficas proximas. Esta diversidade encontrada
em espacos tdo proximos pode ser explicada pela alta taxa de infeccdo mista em hospedeiros
intermediarios, tais como galinhas, que podem facilitar o intercAmbio genético entre as
diferentes linhagens do parasita em hospedeiros definitivos (Dubey eta al., 2006). O sucesso
das linhagens clonais pode ter resultado da aquisicdo simultanea por infeccdo oral. Esta
adaptacdo contornada pela recombinacdo sexual promove simultaneamente, transmissao
atraves de sucessivos hospedeiros, levando a expanséao clonal (Su et al., 2003)

Em estudos realizados no mundo todo utilizando a PCR-RFLP destaca-se a
importancia da genotipagem de isolados de T. gondii, através da qual foi possivel gerar
informacGes relevantes quanto a diversidade do parasita. A partir desses estudos, torna-se
mais facil estudar as diferencas bioldgicas entre os diferentes gendtipos de T. gondii e
investigar se 0s genotipos estdo relacionados com as manifestacbes da doenca na
toxoplasmose humana (Saeij et al., 2005, Pena et al., 2008).Dessa forma, conforme Pena et al.
(2008), estudos epidemioldgicos capazes de revelar a diversidade da populacdo de T. gondii
no ambiente, bem como as caracteristicas biologicas que tornam certos gendtipos mais
virulentos em causar um determinado tipo de doenca sdo de grande importancia.

Com base nos resultados obtidos, observa-se uma grande varia¢do genotipica entre 0s
isolados obtidos, o que confirma a diversidade genética no estado do Rio Grande do Sul e no
Brasil. Os gendtipos do T. gondii caracterizados na regido de estudo tiveram diferentes
combinacdes de alelos, ndo sendo encontrado os trés gendtipos clonais (1, 11 e 111) definidos.
Estudos adicionais devem ser conduzidos para avaliar a relacdo entre 0s gendtipos observados

e a epidemiologia da doenca na popula¢do animal e humana.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA: O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
para uso animal protocolo (CEUA-UFSM 049 / 2012).
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Figura 1. Disposicdo dos isolados em arvore filogenética criada a partir do método de
neighbor-joining. Os isolados de Santa Maria estdo em vermelho
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Tabela 1. Primers para PCR- multiplex, nested-PCR e enzimas utilizadas na RFLP

Marcador

Primers externos
( Multiplex-PCR)

Primers internos
( nested-PCR)

Enzimas de
restricdo

SAG 1

5’ SAG2

3’ SAG2

AIt SAG2

SAG3

BTUB

GRAG

C22-8

C29-2

L358

PK1

APICO

F: TTCTAACCACGCACCCTGAG
R: AGAGTGGGAGGCTCTGTGA

F: GCTACCTCGAACAGGAACAC
R: GCATCAACAGTCTTCGTTGC

F: TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC
R: TCAAAGCGTGCATTATCGC

F: GGAACGCGAACAATGAGTTT
R: GCACTGTTGTCCAGGGTTTT

F: CAACTCTCACCATTCCACCC
R: GCGCGTTGTTAGACAAGACA

F: TCCAAAATGAGAGAAATCGT
R: AAATTGAAATGACGGAAGAA

F: ATTTGTGTTTCCGAGCAGGT
R: GCACCTTCGCTTGTGGTT

F: TGATGCATCCATGCGTTTAT
R: CCTCCACTTCTTCGGTCTCA

F: ACCCACTGAGCGAAAAGAAA
R: AGGGTCTCTTGCGCATACAT

F: TCTCTCGACTTCGCCTCTTC
R: CAATTTCCTCGAAGACAGG

F: AAAGCTGTCCACCCTGAAA
R: GAAAGCTCCGTGCAGTGAT

F-TGGTTTTAACCCTAGATTGTGG
R: ACGGAATTAATGAGATTTGAA

F: AATGTGCACCTGTAGGAAGC
R:TGGTTCTCCGTCGGTGTGAG

F: GAAATGTTTCAGGTTGCTGC
R: GCAAGAGCGAACTTGAACAC

F: ATTCTCATGCCTCCGCTTC
R: ACGTTTCACGAAGGCACAC

F: CCCATCTGCGAAGAAAACG
R: TTTCGACCAGCGGGAGCAC

F: TCTTGTCGGGTGTTCACTCA
R: CACAAGGAGACCGAGAAGGA

F: GAGGTCATCTCGGACGAACA
R: TTGTAGGAACACCCGGACGC

F: TTTCCGAGCAGGTGACCT
R: TCGCCGAAGAGTTGACATAG

F: TCTCTCTACGTGGACGCC
R:AGGTGCTTGGATATTCGC

F: AGTTCTGCAGAGTGTCGC
R:TGTCTAGGAAAGAGGCGC

F: GGAGGCGTAGCGCAAGT
R: CCCTCTGGCTGCAGTGCT

F:GCAAAGGGAGACAATCAGT
R: CATCGCTGAATCTCATTGC

F:GCAAATTCTTGAATTCTCAGTT
R: GGGATTCGAACCCTTGATA

Sau961+Haell (double
digest).

Sau3Al

Hhal

Hinfl+Tagql

Ncil

BsiEl + Taqgl
(double digest)

Msel

BsmAIl+Mboll (double
digest)

HpyCH4IV+Rsal
(double digest)

Haelll+Nlalll (double
digest)

Aval+Rsal (double
digest)

Afll1+Ddel (double
digest)
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Tabela 2. Titulo de anticorpos de galinhas submetidas ao bioensaio e resultado do bioensaio
em camundongos

Infectividade dos tecidos das galinhas para os

camundongos
. Camundongos Forma
Galinhas Distrito Titulo RIFI  pja da Morte® positivos arasitaria
(RIFI titulo> P
encontrada
16)
SF306 Santa Flora 256 10 4/4 Taq
SF1 Santa Flora 2048 10 a/4 Taq
SA Santo Antéo 128 60 a/4 Cisto
SF439 Santa Flora 512 60 a/4 Cisto
P1 Pains 1024 12 a/4 Taq
P2 Pains 512 12 al4 Taq
BM Boca do Monte 256 60 a/4 Cisto
AS Arroio do so 128 60 al4 Cisto
AG Arroio Grande 512 60 a/4 Cisto
PV Passo do Verde 64 60 0/4 NE
PA Palma 64 60 0/4 NE
SV Séo Valentin 64 60 0/4 NE

#Média de dias; NE: ndo encontrado
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Tabela 3. Caracterizagdo genotipica dos isolados de T. gondii obtidos de galinhas (Gallus

gallus domesticus) naturalmente infectadas na zona rural de santa Maria, Rio grande do sul,

Brasil.
Marcadores
Isolados 543 Alt 22 29 GENOTIPO
SAGL (s AGZ) sAGy SAG3 BTUB  GRAG ¢ . ¢ 5 L35  PKL  Apico
SF306 I I I | 1" I u-1 1 I I | ToxoDB #55
SF1 | | 1] 1] 1] 1] u-1 I | u-2 | ToxoDB #64
SA I I I " nd I I I I " 1l ND
SF439 ToxoDB
1Al " " " " " Il " " I 1l 140
P1 I I I " " " I " I Il 1l ToxoDB #11
P2 I I Il " " " I " I 1l 1 ToxoDB #11
BM ToxoDB
I 1" " " " " I I " " 1 163
AS u-1 I Il " " " u-1 " " " 1 New
AG I I I " I I I " " I 1 New




6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos a partir dos trabalhos desenvolvidos permitem concluir que
galinhas domésticas sdo facilmente infectadas por protozoarios, uma vez que estas podem
ingerir oocistos encontrados no solo, sendo também consideradas boas indicadoras de
contaminag@o ambiental.

Além disso, podemos reafirmar que as galinhas de criacdo extensiva podem atuar como
importantes sentinelas dessa enfermidade, servindo como uma importante fonte de infecgéo
para felinos, humanos e outros animais em propriedades rurais.

A elevada prevaléncia de anticorpos encontrada neste estudo, além da alta frequéncia
de propriedades com casos positivos, sugere uma grande contaminacdo ambiental nos locais
pesquisados, sendo assim um risco potencial para a saide humana e animal.

O resultado da analise genotipica dos isolados de galinhas domésticas do presente
estudo revelou a presenca de cinco genotipos, alem de dois outros novos, ndo descritos
anteriormente. Diante disso, se observou uma grande variacdo genotipica entre os isolados
obtidos, o que confirma a diversidade genética no estado do Rio Grande do Sul e no Brasil. Os
genotipos do T. gondii caracterizados na regido de estudo tiveram diferentes combinagdes de
alelos, ndo sendo encontrado os trés genotipos clonais (1, 11 e 111) definidos.

A partir deste estudo, ressalta-se a necessidade de implantacdo de programas
educativos com medidas de prevencdo e controle da toxoplasmose, gerando conhecimento

para a populacdo com relacdo aos riscos que estdo relacionados com a doenca.
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ANEXOS



ANEXO 1 - Ficha epidemioldgica — toxoplasmose na zona rural de Santa Maria - RS

PROPRIEDADE No: DATA:
PROPRIETARIO:

FONE:
FUNCAO:

1. DADOS GERAIS SOBRE A PROPRIEDADE:
1.1. ENDERECO (DISTRITO):
1.2. TAMANHO (hectare):
1.3. ATIVIDADE PRINCIPAL.:
( )PECUARIA ( )AGRICULTURA ( ) MISTA
1.4. ESPECIES DE ANIMAIS NA PROPRIEDADE (NUmero)
( ) Galinhas ( ) Equinos ( ) Suinos ( ) Bovinos ( ) Ovinos
( )Cées ( ) Gatos
1.5. MANEJO
( )intensivo ( ) extensivo

2. DADOS EPIDEMIOLOGICOS REFERENTES A TOXOPLASMOSE
2.1. NUMERO DE PESSOAS QUE MORAM NA PROPRIEDADE:
( JADULTOS ( )ADOLESCENTES ( )CRIANCAS
2.2. PRESENCA DE ROEDORES
( )SIM ( )NAO
2.2.1. LOCAIS ONDE SAO OBSERVADOS
( )DEPOSITO DE RACAO ( ) CURRAL ( )RESIDENCIA
( )OUTROS ( )NAO SABE
2.3. PRESENCA DE GATOS
( )SIM ( )NAO ( )ADULTOS ( )JOVENS
2.3.1.0S GATOS TEM ACESSO A:
( )DEPOSITO DE RACAO ( )FENO ( )SILAGEM ( )CURRAL
( )PASTAGEM ( ) DEPOSITO DE AGUA ( ) HORTA
2.4. ABASTECIMENTO DE AGUA (HOMEM)
( )REDE PUBLICA ( )POCO CONVENCIONAL ( )MINA ( )POCO
ARTESIANO ( )NAO SABE () OUTROS:
2.5. ABASTECIMENTO DE AGUA (ANIMAIS)
( ) REDE PUBLICA ( )POCO CONVENCIONAL ( )MINA ( )REPRESA
( ) ACUDE PLUVIAL ( )CORREGO ( ) OUTROS
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2.6. A AGUA CONSUMIDA E ARMAZENADA EM CAIXA D’AGUA :

( )SIM ( )NAO
2.7. AFONTE DE ABASTECIMENTO DE AGUA ESTA PROXIMA A:
( )CURRAL ( )ESGOTO ( )PRIVADA ( )CANIL
( ) OUTRO
2.8. OCORRE ABATE DE ANIMAIS NA PROPRIEDADE, PARA CONSUMO
PROPRI0O?

( )SIM ( )NAO

2.8.1. INGESTAO DE CARNE E DERIVADOS DA PROPRIEDADE:

( )SIM ( )NAO

2.8.2.DE QUAIS ESPECIES :

( )AVES ( ) OVINOS ( )BOVINOS ( ) SUINOS ( ) SILVESTRES

2.8.3. QUAL A FREQUENCIA:

( ) DIARIAMENTE ( ) SEMANALMENTE ( ) MENSALMENTE
2.8.4. APOS TEMPERAR, VOCE EXPERIMENTA A CARNE ANTES
DE COZINHAR?

( )SIM ( )NAO

2.8.5. TIPO DE CARNE CONSUMIDA:

( )CRUA ( ) MAL PASSADA ( )COZIDA

2..8.6. QUAIS OS DERIVADOS SAO CONSUMIDOS?

( ) LINGUICA FRESCAL () LINGUICA DEFUMADA

( )outro

2.9. HISTORICO DE TOXOPLASMOSE NOS MORADORES?
( )SIM ( )NAO ( )NAOSABE
2.10. JA REALIZARAM ALGUM EXAME DE SANGUE PARA PESQUISA DE
ANTICORPOS ANTI-T. gondii
( )SIM ( )NAO ( ) NAO SABE
2.10. GESTANTES NA PROPRIEDADE:
( )SIM ( )NAO
2.11. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:
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APENDICE 1 - Folder — Informativo entregue aos proprietarios, sobre toxoplasmose.

COMO FREVENIE A TOXOPLASMOSE? pederal,

= Evitar o aocky dos galos om depdsiion de Eu‘ .EE'
i oo em hortas E, r‘F
—

TV AL TETMAL TN AN A AN
AT W O A
WNFARTAMENTO [H AT VTTIRNLL R FETVERTIVA

I I LABCEATCHRI® [ DXENEAS FARAST LI

= Lavar o as imites ¢ verduras

s Evitar & ingeulbo oo cammes cruas o mal

COMO FROTEGER OF BEBEST Libsratorss e Dol Pk L 5W
A bhonc gestamtos doven lomar o8 seginics Avenids Roraima, 1000, P 448
cuakladn 5149, Baimo Camobi,
a  farer oenaime pne-nall Santa Maria, RS,

= mzar luvas guands for trabalhar om hortas Fone: (055) 3220-8071

« jardins
& o frutas o verehirss bom Livadas
#  Combur bema camae andes de ingerir

VOCE JA OUVIU FALAR EM CICLO DA TOXOPLASMOSE FORMAS DE TRANSMISSAO
TOXOFLASMOSE?
'{f A via P o e irinamasaio da
A toxoplasmose ¢ a doenca cansuda por {""_ = i e & pely ingesiSo de
L parasin e s mndtiplica no intestino do galo p— T a— _—p —

domeéstico ou sibvesine ¢ que, nos humanos, pode ..(' \

causar febre, paralisia ¢ cogucira, Quando stinge | %;K TR

o el aanda na gestac@o, pode cassar alem oda Alem disso, & Inmmimwb
cegugira, problemas neuroligicos. O gk gy it abiseniby mie para o behd,

OUEM PODE TER TOXOPLASMOSE? contamdnado com ¢ parasita
Temoplasma gondil
= Pessoas quie entram em conlalo com a lerra
de jardim ¢ horta, onde o5 gatos costumam
delecar. serm usar v ou lavar beim as mios
depois dotrabalho

cultivaclas em hortas ¢ni que of galos tenham

O gato indectado dissemina
adocnga pelas fezes ¢
conlamina ¢ solo, dgua ¢
alimentos que 5§ ingeridos

= AS criangas dquae brincam om caixas & arcia
onde o8 gatos podem defocar, om pargues.

esoolas, creches, elc. pelos animais ¢ pelo

homem.
= Quemoome fruitas ¢ verduras meal Livadas ou

sem lavar, carme crua, por exemplo, quando

preparam salames ¢ culnos embuticlos

= e foma dguea e rio ¢ Llagoa. Mesmo que
parccam cslar limpas, podem conter os
oociatons do parasita

s Bebéade mies quc ivoram a doenga disranie
agravidez




