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RESUMO

Henriques, Luciana Salles Vasconcelos, D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Marco de 2015. Investigac&o da infeccdo por Toxoplasma
gondii em ovinos: diagndstico biolégico e molecular no animal e carnes
comercializadas no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ. Orientador: Dr.
Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira. Coorientador: Dr. Edwards Frazéo-Teixeira.

Este estudo teve como principal objetivo isolar e caracterizar biolégica e
geneticamente linhagens de T. gondii presentes nas carnes de ovinos
comercializadas em acougues e em tecidos de ovinos naturalmente infectados.
Foram coletadas 31 amostras de carne ovina, sendo 20 de acougues (14
congeladas e seis resfriadas) e 11 nos outros estabelecimentos (uma congelada e
10 refrigeradas). Também foram coletadas amostras sanguineas de 50 ovinos,
seguido da aplicacdo do Teste de Aglutinacdo Modificado (MAT) nos respectivos
soros, nas diluicbes de 1:25 a 1:3200. As amostras dos tecidos ovinos e das carnes
adquiridas no comércio foram digeridas em pepsina e submetidas a prova bioldgica
em camundongos. Nenhuma cepa foi isolada das carnes dos agougues, assim como
também nao foi encontrado DNA do parasito nestas amostras. Anticorpos anti-T.
gondii foram detectados em 37 dos 50 animais (74%). Cinco destes com titulagdo =
1:3200 foram selecionados, dos quais diversos tecidos foram coletados. Foram
obtidos quatro isolados dos tecidos ovinos, designados TgShBr17-20. Amostras de
pulméo e cérebro dos camundongos que vieram a Obito e positivos para T. gondii
foram coletadas para realizacdo do seqienciamento. A caracterizacdo genética
permitiu identificar um novo gendétipo atipico comum aos quatro isolados. Os
resultados confirmam a elevada diversidade genética de T. gondii no Brasil e
demonstram que animais assintomaticos podem ser portadores de cepas altamente

virulentas a camundongos e, desta forma, representarem um risco a saude humana.

Palavras-chave: Toxoplasmose; Ovis aries; genotipagem; PCR.



ABSTRACT

Henriques, Luciana Salles Vasconcelos, D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. March; 2015. Investigation of infection by Toxoplasma
gondii in sheep: biological and molecular diagnosis in animals and meat sold in
Campos dos Goytacazes municipality, RJ. Advisor: Dr. Francisco Carlos Rodrigues
de Oliveira. Co-Advisor: Dr. Edwards Fraz&o-Teixeira.

This study aimed at isolating and characterizing biological and genetically strains of
T. gondii found in sheep meat sold in butcher shops and in naturally infected sheep
tissues. Thirty-one sheep meat samples were collected, 20 from butchers (14 frozen
and six chilled) and 11 from other establishments (one frozen and 10 chilled). Blood
samples from 50 sheep were also collected, followed by application of Modified
Agglutination Test (MAT) in their sera, at dilutions of 1:25 to 1: 3200. Sheep tissues
samples and meat acquired in trade were digested in pepsin and submitted to
biological test in mice; no strain was isolated from the meat collected in butcher
shops, as well as the parasite DNA was not found in these samples. Anti-T. gondii
antibodies were detected in 37 of 50 animals (74%). Five of these with titration = 1:
3200 were selected, of which various tissues were collected. Four isolates were
obtained from sheep tissue, designated TgShBr17-20. Mice’s lung and brain samples
that died and were positive for T. gondii were collected to perform sequencing.
Genetic characterization identified a new common atypical genotype to four isolates.
Results confirm the high genetic diversity of T. gondii in Brazil and show that
asymptomatic animals can be carriers of highly virulent strains to mice and thus

present a risk to human health.

Key-words: Toxoplasmosis; Ovis aries; genotyping; PCR.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a carne ovina era considerada um artigo de luxo (MATURANO,
2003), embora tenha ocorrido um aumento significativo em sua demanda ha alguns
anos, principalmente nos grandes centros urbanos, como reflexo das mudancgas dos
habitos alimentares do consumidor. Este fato vem contribuindo para a expansao da
ovinocultura e, desta forma, para o aumento da oferta de uma fonte de proteina de
alta qualidade (FRANCA, 2006).

Dentre as enfermidades que acometem 0s ovinos, a toxoplasmose tem
grande importancia, tanto pelos aspectos reprodutivos como também por esta
espécie poder albergar o parasito em seus tecidos. Para os seres humanos, a
ingestdo de carne ovina mal passada € considerada uma das principais fontes de
infeccdo por Toxoplasma gondii em todo o mundo (DUBEY, 2010).

Cepas do parasito obtidas de tecidos de diversos animais de producdo no
Brasil foram caracterizadas geneticamente, com a demonstracdo de alta
variabilidade genotipica em contraste com paises do hemisfério norte, onde cepas
clonais sdo mais comuns. Devido a essa diversidade, a técnica comumente utilizada
para caracterizar geneticamente as cepas de T. gondii, multi-locus PCR-RFLP, é
falha para o estudo de cepas brasileiras, visto que foi inicialmente padronizada para
estudar as linhagens clonais encontradas na América do Norte, Europa e Africa. Em
trabalho realizado com isolados de T. gondii de tecidos suinos comercializados no
municipio de Campos dos Goytacazes, foi estabelecido que somente a técnica
“‘multi-locus DNA sequencing” € capaz de detectar a real diversidade genética de
cepas brasileiras e sulamericanas. Este municipio é internacionalmente citado pela
endemia de toxoplasmose humana e animal, com relatos de alto percentual em
individuos de baixa renda e doenga congénita (FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2011).
Vérios estudos foram realizados a fim de detectar a principal fonte de infeccéo
humana nesta cidade (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; COSENDEY-KEZENLEITE et
al., 2014; DUBEY et al., 2003; FRAZAO-TEIXEIRA e OLIVEIRA, 2011; FRAZAO-
TEIXEIRA et al.,, 2011; SILVA et al., 2003a), os quais comprovaram a ampla
contaminagao ambiental (SILVA et al., 2003a) e ponderaram acerca do papel de
fontes de agua na epidemiologia da doenca (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). No
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Brasil ja existem relatos, apesar de escassos, de isolamento de T. gondii viaveis de
tecidos de ovinos naturalmente infectados (MACIEL et al.,, 2014; RAGOZO et al.,
2008; SILVA e LANGONI, 2001; SILVA et al., 2011; SPOSITO FILHA et al., 1992).
Atualmente, apenas uma pesquisa apresenta dados moleculares por
sequenciamento para caracterizagcdo genética de cepas isoladas de ovinos (MACIEL
et al.,, 2014). Desta forma, justifica-se um trabalho que determine a caracterizacao
biolégica e genética de isolados de T. gondii em ovinos no municipio de Campos dos
Goytacazes, tendo em vista que o consumo desta carne pode ser determinante na

cadeia epidemiol6gica desta importante parasitose.
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2 OBJETIVOS

2.1GERAL

A presente pesquisa teve como principal objetivo isolar e caracterizar
biolégica e geneticamente linhagens de T. gondii presentes nas carnes de ovinos
comercializadas em acougues e por vendedores de churrasco em espeto dos
municipios de Campos dos Goytacazes e Sao Francisco do Itabapoana, RJ e em
tecidos de ovinos com alta titulacdo de anticorpos anti-T. gondii em propriedade de

criacdo comercial do municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

2.2 ESPECIFICOS

e Investigar a presenca de T. gondii viavel em tecidos de ovinos com alta
titulacdo de anticorpos anti-T. gondii em propriedade de criagdo comercial do

municipio de Campos dos Goytacazes, RJ;

e Determinar a infectividade e viruléncia em camundongos das cepas de T.

gondii isoladas;

e Identificar os gendtipos de T. gondii em isolados das carnes de ovinos
comercializadas em acougues e por vendedores de churrasco em espeto nos
municipios de Campos dos Goytacazes e Sao Francisco do Itabapoana, RJ e
em tecidos de ovinos naturalmente infectados no municipio de Campos dos

Goytacazes, RJ.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é a unica espécie do género Toxoplasma e um coccidio
altamente patogénico, que tem como hospedeiros intermediarios os animais de
sangue quente e como hospedeiro definitivo o gato e outros felideos (DUBEY,
2010).

3.1.1 Taxonomia

De acordo com The National Center for Biotechnology Information, NCBI

(2014), o agente etioldgico da toxoplasmose é classificado como se segue:

Filo: Apicomplexa
Classe: Coccidia
Ordem: Eucoccidiorida
Subordem: Eimeriorina
Familia: Sarcocystidae
Género: Toxoplasma

Espécie: Toxoplasma gondii

3.1.2 Historico

Toxoplasma gondii foi descrito ha pouco mais de 100 anos por Nicolle e

Manceaux (1908). Estes pesquisadores acidentalmente descobriram este
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protozoario no Instituto Pasteur de Tunis, na Africa, em estudos relacionados a um
reservatorio de Leishmania em Ctenodactylus gundi, um roedor nativo desta regiao.
No ano seguinte, diante da descoberta de um novo microrganismo, nomearam-no T.
gondii baseados em duas caracteristicas: sua morfologia (do grego: toxo=arco;
plasma=forma) e o hospedeiro em que foi originalmente isolado, o roedor C. gundi
(NICOLLE e MANCEAUX, 1909).

O potencial patogénico de T. gondii foi descrito por diversos autores a partir
da década de 1920 sendo que, em 1937, a classica triade de sintomas associada a
toxoplasmose congénita humana (hidrocefalia, retinocoroidite e encefalite) foi
determinada (WOLF e COWEN, 1937). A importancia médico-veterinaria de T. gondii
teve inicio, de fato, a partir de 1950, década em que este coccidio foi associado a
causa de abortamentos em ovelhas na Nova Zelandia (HARTLEY e MARSHAL,
1957). Este achado foi de suma importancia para o levantamento de questbes
acerca de potenciais novas rotas de transmissdo deste parasito. A padronizacdo dos
testes sorolégicos, em especial o teste de Sabin-Feldman (1948), levou ao
reconhecimento de que T. gondii € um parasito comum em animais de sangue
quente com distribuicdo em todo o mundo. Até 1970, no entanto, apenas 0s estagios
assexuados (taquizoitos e bradizoitos) eram conhecidos. A partir desta década, o
ciclo sexuado e o oocisto (estadgio de resisténcia ambiental), foram descritos por
Dubey et al. (1970).

3.1.3 Ciclo biolbgico

Toxoplasma gondii caracteriza-se por apresentar elevada prevaléncia tanto
em humanos quanto em animais. Este protozoéario tem um ciclo heteroxeno, no qual
os felideos sdo considerados hospedeiros definitivos, com uma fase sexuada nas
células epiteliais do intestino delgado (enterécitos) e outra assexuada em outros
tecidos, o que inclui todas as células nucleadas. O homem e outros animais de
sangue quente, incluindo mamiferos e aves, s&do considerados hospedeiros

intermediarios, apresentando apenas o ciclo assexuado, com formacao de cistos em
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seus tecidos, predominantemente no cérebro e musculatura esquelética (DUBEY et
al., 1998).

Os trés estagios infecciosos conhecidos sdo denominados taquizoitos (forma
livre), bradizoitos e esporozoitos (DUBEY, 1998a). A infeccdo pode ser adquirida
pelo hospedeiro intermediario por trés vias principais: ingestdo de oocistos
esporulados contendo esporozoitos presentes em alimentos ou agua contaminados;
ingestao de cistos contendo bradizoitos em carne crua ou mal cozida, principalmente
de suinos e ovinos; congénita ou transplacentaria, em que hospedeiros ndo imunes
séo infectados por taquizoitos circulantes em infeccbes agudas durante a gestacdo
(Figura 1). Neste Ultimo caso, o parasito atinge o feto apés se multiplicar na
placenta, tendo como possiveis consequéncias abortamentos ou lesdes congénitas
irreversiveis. Também cabe citar como causas de infeccdo as transfusdes

sanguineas e os transplantes de 6rgaos (DUBEY, 1994, 1998a).
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& solo -
HOSPEDEIROS INTERMEDIARIOS Oacisto esporulado
Infecgéo do feto /

Figura 1. Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii (adaptado de DUBEY et al., 1998).
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A fase assexuada em um hospedeiro susceptivel ocorre apos a ingestao de
um dos trés estagios infecciosos, como citado anteriormente. Cada esporozoito ou
bradizoito liberado no tubo digestivo sofre intensa multiplicacéo intracelular na forma
de taquizoitos e, apos rapida passagem pelo epitélio intestinal, invadem varios tipos
de células do organismo. Nestas, 0s taquizoitos se multiplicam e, eventualmente,
encistam em diversos tecidos, especialmente no cérebro e musculatura esquelética
(DUBEY e FRENKEL, 1976; DUBEY, 2010), onde podem persistir at¢é mesmo por
toda a vida do hospedeiro (DUBEY, 1998a). Nos tecidos, 0s taquizoitos se
diferenciam em bradizoitos por mudarem da forma de proliferacdo répida,
responsavel pela fase aguda da doenca, para uma fase de multiplicacdo mais lenta,
denominada fase crbnica ou latente da toxoplasmose, com o0 desenvolvimento da
resposta imune especifica do organismo (DUBEY, 1994). Esta fase cistica pode
permanecer por um longo periodo ou, por mecanismos ainda ndo esclarecidos
inteiramente (diminuigcdo da imunidade ou da resisténcia e alteragdo hormonal, por
exemplo), podera haver reagudizacdo, com sintomatologia semelhante a
primoinfeccdo (KAWAZOE, 2010).

O gato pode se infectar quando ingere cistos teciduais, sendo que a parede
destes é rompida por acdo de acidos e enzimas estomacais, 0S quais continuam a
atuacao no intestino delgado. Os parasitos que atingem a lamina prépria do intestino
vao se diferenciar em taquizoitos, multiplicar e disseminar para outros tecidos por
meio do sangue e da linfa. Outros bradizoitos penetram nos enterdcitos e dao inicio
ao desenvolvimento de numerosas geracdes de T. gondii. Ocorre o desenvolvimento
inicial de cinco tipos morfologicamente distintos deste parasito, chamados
esquizontes ou estagios enteroepiteliais (tipos: A, B, C, D, E). Os esquizontes se
multiplicam exclusivamente nos enterdcitos dos felideos e dao origem aos
merozoitos até que ocorra a formacdo dos gametas feminino (macrogametas) e
masculino (microgametas) (DUBEY e FRENKEL, 1972; FRENKEL e DUBEY, 1972).
Na reproducdo sexuada, o macrogameta é fertilizado pelo microgameta, originando
0 zigoto e dando inicio a formacéo da parede do oocisto. Os oocistos sao liberados
juntamente com as fezes dos gatos em sua forma ndo esporulada. Apenas no
ambiente o potencial infeccioso sera adquirido por meio da esporogonia, processo
esse que envolve uma alteracdo na estrutura do oocisto e resulta na formagéo de

dois esporocistos contendo quatro esporozoitos cada, apds um periodo de cerca de
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dois dias. Em condi¢6es de umidade, temperatura e ambiente favoraveis, o oocisto é
capaz de se manter infectante por cerca de 12 a 18 meses (Dubey et al ., 1970;

revisto por DUBEY et al., 1998).

O tempo decorrido entre a infec¢cdo e o aparecimento de oocistos nas fezes
dos felideos (periodo pré-patente) varia de acordo com a forma infectante ingerida
pelos mesmos. O periodo pré-patente é mais longo (13 dias ou mais) apls a
ingestdo de taquizoitos ou oocistos quando comparado ao periodo mais curto que
ocorre ap0s a ingestao de bradizoitos (3 a 10 dias) (DUBEY, 1998).

CISTO TECIDUAL

TAQUIZOITOS

ESPOROGONIA
NAS FEZES

3-10 DIAS
BRADIZOITOS

213 DIAS I

TAQUIZOITOS
()
> 18 DIAS ,’ S )
§

0O0CISTOS

CONGENITO

e
00CISTOS

Figura 2. Ciclo biol6gico de Toxoplasma gondii em gatos (adaptado de
DUBEY, 1998a).

3.1.3.1 Importancia da transmisséo por cistos teciduais

Os cistos teciduais possuem grande importancia no ciclo biolégico de T.
gondii, uma vez que a forma cistica é o estagio final do parasito a ser consumido por
animais, incluindo o homem. A ingestéao de carnes e produtos de origem animal, crus
ou mal passados, possui papel fundamental na epidemiologia da toxoplamose.

Cistos teciduais viaveis sdao encontrados em animais naturalmente infectados,
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particularmente em ovinos e suinos (DUBEY, 2010). Em bovinos, no entanto, estes
achados sao extremamente raros (DUBEY, 2010).

Diversos surtos desta enfermidade estdo associados a habitos alimentares.
Algumas pesquisas apontam mais fortemente a carne como fonte de infeccéo
humana do que os gatos (DUBEY, 2010). Entre o consumo de carne infectada, a
carne ovina € uma das principais fontes de T. gondii em todo o mundo (DUBEY e
JONES, 2008).

No Brasil, um relato interessante foi feito por Bonametti et al. (1997), no qual
foram reportados 17 casos de toxoplasmose aguda sintomética adquirida pela
ingestao de carne crua de carneiro (na forma de quibe), servida em uma festa na
cidade de Bandeirantes, PR em 1993. No referido evento, todos os pacientes (nove
do sexo feminino e oito do sexo masculino) compareceram e apresentaram quadro
clinico e perfil sorolégico compativeis com a infec¢do aguda. A faixa etaria variou de
seis a 57 anos, sendo que apenas um paciente tinha menos de 10 anos de idade
(seis anos), 13 tinham entre 20 e 40 anos e trés tinham mais de 40 anos. A primeira
consulta ocorreu 14 dias apés o dia da festa e 0 acompanhamento do paciente se
estendeu por um més. Os pacientes responderam a um questionario no qual
constavam dados sobre identificacdo, informacdes epidemiolégicas e histérico
clinico. Nenhum paciente relatou contato direto com gatos ou ingestéo de carne crua
de qualquer espécie, a ndo ser a ingerida na festa. O periodo de incubacdo da
doenca variou de seis a 13 dias. Dos 17 casos mencionados, 16 (94,5%) foram
caracterizados por quadros de febre, dor de cabeca, mialgia, artralgia e
adenomegalia (cervical ou cervical/axilar). Um paciente apresentou quadro clinico
compativel com coriorretinite, que teve inicio por volta de 32 dias apos a infeccéo e
20 dias apds os sinais e sintomas iniciais e foi confirmada por meio de exame
oftalmolégico. Todos os pacientes apresentavam anticorpos especificos das classes
IgG e IgM, o que permitiu que o diagnéstico de toxoplasmose aguda fosse
estabelecido. Dos 17 pacientes, em 16 foi introduzida terapéutica especifica, com a
associacdo de sulfadiazina e pirimetamina, imediatamente ap0s a confirmacdo do
diagnoéstico. A duracdo do tratamento foi de 40 dias e os pacientes tiveram boa
evolucéo clinica e laboratorial. A paciente que estava no quinto més de gestacao
recebeu esquema terapéutico constituido por espiramicina e

sulfadiazina/pirimetamina, de maneira alternada, até o término da gravidez. Na
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investigacdo da provavel origem da infec¢éo, foi realizado um estudo sorol6gico em
58 ovinos da propriedade de origem da carne consumida, 0 que correspondeu a
100% do rebanho. Titulos maiores ou iguais a 1:64 foram detectados em 24 animais,
0 que sugeriu que animais desta propriedade provavelmente estavam envolvidos no

surto.

3.2 EPIDEMIOLOGIA DA TOXOPLASMOSE

A toxoplasmose adquiriu grande importancia, inicialmente, com a descoberta
de sua influéncia em individuos imunocomprometidos, principalmente portadores do
Virus da Imunodeficiéncia Humana — HIV (LUFT e REMINGTON, 1992). Esta
protozoonose, por acometer animais e pelas graves sequelas advindas da infeccao
no homem, é cada vez mais estudada e diagnosticada em todo o mundo (DIAS et
al., 2005).

3.2.1 Toxoplasmose em Campos dos Goytacazes

Diversos estudos foram realizados na cidade de Campos dos Goytacazes
com o intuito de investigar as principais fontes de infeccdo por T. gondii neste
municipio. Bahia-Oliveira et al. (2003), por meio de pesquisas soroepidemioldgicas,
indicaram a ingestdo de agua por fontes ndo tratadas, principalmente por individuos
de baixa e média renda, como um dos principais fatores associados a
soropositividade humana. Silva et al. (2003a), por sua vez, isolaram T. gondii de
coracles e cérebros de galinhas criadas de forma extensiva e Dubey et al. (2003)
realizaram a caracterizacdo genética destes isolados. Frazdo-Teixeira et al. (2011)
encontraram cinco isolados de T. gondii (TgPgBr1-5) de coragBes e cérebros de
suinos vendidos a fresco no mercado municipal da cidade e também identificaram
guatro genotipos. Este estudo foi o primeiro a relatar o sequenciamento de isolados

de T. gondii de suinos no Brasil e demonstrou uma elevada ocorréncia de alelos
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atipicos. Também em suinos, Jiménez-Sanz (2011; dados ainda nao publicados)
isolou trés cepas deste protozodrio a partir de carnes comercializadas em agougues.
Frazdo-Teixeira e Oliveira (2011) observaram a extensa distribuicdo do parasito na
regido por meio de testes sorologicos em bovinos e suinos, com soropositividades
de 49,4% e 11,5%, respectivamente. Cabe ressaltar que, apesar dos bovinos
apresentarem anticorpos anti-T. gondii, a ingestdo da carne desta espécie nao €&
considerada importante na epidemiologia de T. gondii, uma vez que estes animais
nao sao bons hospedeiros para este parasito. No entanto, ndo se pode ter a certeza
de que a carne bovina ndo possui um papel na transmissdo uma vez que, até o
momento, um pequeno numero de amostras foi testado para a presenca de
parasitos viaveis de T. gondii (DUBEY, 2010). Por fim, Cosendey-KezenLeite et al.
(2014) demonstraram a alta prevaléncia de T. gondii em ovinos no municipio de

Campos dos Goytacazes, com taxas de 43,57%.

3.2.2 Toxoplasmose em ovinos

3.2.2.1 Fatores de risco relacionados a soroprevaléncia

Levantamentos acerca dos fatores de risco associados a soropositividade
para T. gondii em ovinos ja foram realizados em varias regides pelo mundo, como
Africa do Sul (SAMRA et al., 2007), México (CABALLERO-ORTEGA et al., 2008),
Sérvia (KLUN et al., 2006), Noruega (SKJERVE et al., 1998), Italia (VESCO et al.,
2007), Portugal (LOPES et al.,, 2013), Ird (BAHRIENI et al., 2008), Grécia
(TZANIDAKIS et al., 2012), Gana (VAN DER PUIJE et al., 2000) e China (WANG et
al.,, 2011). No Brasil, estudos ja foram conduzidos no Rio Grande do Norte
(CLEMENTINO et al., 2007; SOARES et al., 2009), Bahia (GUIMARAES et al.,
2013), Minas Gerais (CARNEIRO et al., 2009), Sao Paulo (FIGLIUOLO et al., 2004),
Sergipe (MENDONCA et al., 2013), Maranhdo (MORAES et al., 2011), Pernambuco
(PEREIRA et al., 2012; SILVA et al.; 2003b; TEMBUE et al., 2009), Alagoas
(PINHEIRO JUNIOR et al., 2009), Parana (ROMANELLI et al., 2007), Santa Catarina



27

(SAKATA et al.,, 2012) e Rio de Janeiro (COSENDEY-KEZENLEITE et al., 2014,
LUCIANO et al., 2011). Um grande numero de varidveis pode estar associado a
presenca de anticorpos anti-T. gondii em rebanhos ovinos, sendo que ha certa
discordancia em algumas pesquisas a respeito de alguns deles.

Os fatores de risco estudados até o momento estéo relacionados ao sexo
(CLEMENTINO et al., 2007; COSENDEY-KEZENLEITE et al., 2014; LOPES et al.,
2010; LUCIANO et al., 2011; RAGOZO et al., 2008; SILVA et al., 2003b; UENO et
al., 2009; VAN DER PUIJE et al, 2000), idade (BAHRIENI et al., 2008;
CABALLERO-ORTEGA et al., 2008; CARNEIRO et al., 2009; CLEMENTINO et al.,
2007; COSENDEY-KEZENLEITE et al., 2014; FIGLIUOLO et al., 2004; LOPES et al.,
2013; LUCIANO et al., 2011; GUIMARAES et al., 2013; PINHEIRO JUNIOR et al.,
2009; ROMANELLI et al., 20007; TEMBUE et al., 2009; VAN DER PUIJE et al.,
2000; VESCO et al, 2007), presenca de roedores (OGAWA et al., 2003;
ROMANELLI et al., 2007) e gatos (LOPES et al., 2010; MENDONCA et al., 2013;
PINHEIRO JUNIOR et al., 2009; ROMANELLI et al., 2007; VESCO et al., 2007),
sistemas de criacdo (COSENDEY-KEZENLEITE et al., 2014; LOPES et al., 2010;
LUCIANO et al., 2011; PINHEIRO JUNIOR et al., 2009; VAN DER PUIJE et al.,
2000; ROMANELLI et al., 2007; SAMRA et al., 2007; TZANIDAKIS et al., 2012;
WANG et al.,, 2011), fontes de a4gua (COSENDEY-KEZENLEITE et al., 2014;
LUCIANO et al., 2011; MENDONCA et al., 2013; PINHEIRO JUNIOR et al., 2009;
ROMANELLI et al., 2007; VESCO et al., 2007), assisténcia veterinaria (COSENDEY-
KEZENLEITE et al.,, 2014), tamanho do rebanho (CABALLERO-ORTEGA et al.,
2008; VESCO et al., 2007), raca (ROMANELLI et al., 2007; SAKATA et al., 2012;
VAN DER PUIJE et al., 2000) e espécie (BAHRIENI et al., 2008; TZANIDAKIS et al.,
2012; VAN DER PUIJE et al., 2000; WANG et al., 2011).

3.2.2.2 Soroprevaléncia

Anticorpos anti-T. gondii sdo encontrados em ovinos por todo o mundo
(Quadro 1), inclusive no Brasil (Quadro 2). As pesquisas que apontam as

prevaléncias sorolégicas ndo devem, no entanto, ser estritamente comparadas. 1Sso
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porque os dados obtidos em diferentes levantamentos utilizam testes sorologicos e
pontos de corte distintos na determinacdo da soropositividade. A data de
amostragem também influencia nos resultados, isto €, a soroprevaléncia de
pesquisas realizadas atualmente provavelmente ira diferir daquelas realizadas ha
algumas décadas (DUBEY, 2010).

Para o diagnéstico sorologico, diversos testes foram desenvolvidos nas
tltimas décadas. Alguns trabalhos demonstraram os diferentes resultados que foram
obtidos a partir da utilizacdo de testes sorolégicos distintos. Shaapan et al. (2008)
realizaram um trabalho com o objetivo de avaliar a sensibilidade e a especificidade
de diferentes testes sorologicos na deteccdo da infec¢cdo por T. gondii em ovinos
naturalmente infectados. Foram comparados os seguintes testes: IFAT, ELISA, MAT
e DT. Os resultados demonstraram os beneficios do uso do MAT, um teste mais
sensivel e um pouco mais especifico para a deteccdo de anticorpos anti-T. gondii

em soro de ovinos.
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] FREQUENCIA
PAISES Q AUTORES

n® % Teste
Bangladesh 25 40 LAT® Shaiduzzaman et al.(2011)
China 792 3,0 IHA® Wang et al.(2011)

566 4,4 IHA Yang et al. (2013)

d

Egito gg 2;3‘71 Ell'CI:SRAe Ghoneim et al. (2010)
Espanha 177 57 DAT' Panadero et al. (2010)
Finlandia 1940 24,6 DAT Jokelainen et al. (2010)
Grécia 1501 48,6 ELISA Tzanidakis et al. (2012)
Holanda 1179 27,8 ELISA Opsteegh et al. (2010)
4 186 24,8 ELISA Moazeni Jula et al. (2013)

95 17,9 PCR Khamesipour et al. (2014)
Irlanda 292 36 LAT Halové et al. (2013)
Japao 267 28,8 IFAT? Giangaspero et al. (2013)
México 511 15,1 MAT" Alvarado-Esquivel et al. (2011)
Portugal 119 33,6 MAT Lopes et al. (2013)
Turquia 186 98,9 DT Cicek et al. (2011)

“NUmero de amostras testadas.
P atex Agglutination Test (Teste de Aglutinagdo em Latex).

‘Indirect Haemagglutination Test (Teste de Hemoaglutinag&o Indireta).
dEnzyme-linked Immunosorbent Assay (Reacéo Imunoenzimatica).
°Polymerase Chain Reaction (Reagdo em Cadeia da Polimerase).

'Direct Agglutination Test (Teste de Aglutinagdo Direta).
9Immunofluorescence Antibody Test (Reagéo de Imunofluorescéncia Indireta).

"Modified Agglutination Test (Teste de Aglutinagéo Modificado).

'Dye Test ( Sabin-Feldman Test).
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Quadro 2. Anticorpos anti-Toxoplasma gondii em ovinos no Brasil (adaptado de Dubey et al., 2012).

ESTADO _ FREQUENCIA AUTORES
n % Teste
Alagoas 432 32,9 IFAT" Pinheiro-Junior et al.(2009)
Bahia 240 18,7 LAT® Gondim et al.(1999)
795 30,2 IFAT Guimaraes et al. (2013)
Bahia e Rio Grande do Sul 100 23 IHA® Do Amaral et al. (1978)
Distrito Federal 1028 38,2 IFAT Ueno et al. (2009)
Espirito Santo 236 38,5 IHA Tesolini et al. (2012)
Maranhao 64 18,8 IFAT Moraes et al. (2011)
155 46,5 IFAT Rossi et al. (2011)
Minas Gerais 250 57,6 IFAT Bassi et al. (2013)
711 43,2 IFAT Carneiro et al. (2009)
167 25,7 ELISA® Soccol et al. (2009)
157 7 IFAT De Moura et al. (2007)
Parana 305 51,5 IFAT Romanelli et al. (2007)
228 51,8 IFAT Garcia et al. (1999)
370 47,8 IFAT Freire et al. (1995)
339 54,6 IFAT Ogawa et al. (2003)
173 35,3 IFAT Silva et al. (2003c)
124 48,4 IFAT Bispo et al. (2011)
Pernambuco 97 60,8 IFAT Costa et al. (2012)
95 16,9 IFAT Pereira et al. (2012)
81 49,4 IFAT Tembue et al. (2009)
Rio de Janeiro 360 38,1 IFA'I'f Luciano et al. (2011)
379 53,3 MAT Cosendey-KezenLeite et al. (2014)
102 29,4  ELISA Clementino et al. (2007)
Rio Grande do Norte 409 20,7 IFAT Soares et al. (2009)
903 22,1  ELISA Andrade et al. (2013)
Rio Grande do Sul e Santa Catarina 522 7,7 IFAT Silva e Langoni (2001)
218 12,8 IFAT Silva et al. (1981)
144 30,5 LAT Martins et al. (1998)
123 39 IFAT Silva e de La Rue (2006)
Rio Grande do Sul gg 291,’81 I:EAA% Silva et al. (1980)
100 39 DT? Larsson et al. (1980)
662 18,2 IHA Zonta et al. (1987)
665 8 LAT Nishikawa et al. (1984)
Rondbnia 141 46,8 IFAT Cavalcante et al. (2004)
Santa Catarina ggg 45122 EIE'IA;—A Sakata et al. (2012)
R A Silva et al. (2002)
602 10,9 IFAT Silva et al. (2011)
597 34,7 IFAT Figliuolo et al. (2004)
488 52 IFAT Lopes et al. (2010)
Séo Paulo 200 31 ELISA Meireles et al. (2003)
522 7,7 IFAT Silva e Langoni (2001)
177 22,5 IFAT De Oliveira-Sequeira et al. (1993)
495 24,2 MAT Ragozo et al. (2008)
ggg igg II\I/I:2$ Langoni et al. (2011)
Sergipe 932 28,2 IFAT Mendonga et al. (2013)

““NUmero de amostras testadas.

Immunofluorescence Antibody Test (Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta).
ZLatex Agglutination Test (Teste de Aglutinacdo em Latex).

Indirect Haemagglutination Test (Teste de

emoaglutinagéo Indireta).

¢Enzyme-linked Immunosorbent Assay (Reagéo Imunoenzimatica).
TModified Agglutination Test (Teste de Aglutinagdo Modificado).

9IDye Test (Sabin-Feldman Test).
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3.2.2.3 Isolamento

Toxoplasma gondii viaveis séo isolados de ovinos naturalmente infectados
no Brasil (Quadro 3) e no mundo (Quadro 4). No entanto, os dados ainda sao
escassos. Nesta espécie, héa relatos de isolamento deste parasito em tecidos como o
cérebro, pulméo, coracdo e diafragma e apenas em algumas pesquisas foram
realizadas as genotipagens destes isolados.

O primeiro relato de isolamento de T. gondii de ovinos no Brasil foi feito por
Sposito Filha et al. (1992), de animais abatidos em matadouros do estado de Sao
Paulo e procedentes do Rio Grande do Sul. Nesta pesquisa, foram obtidos 20
isolados de 136 diafragmas. No entanto, a identificacdo de apenas cinco destes foi
baseada na observacdo de cistos teciduais em esfregacos de cérebros de
camundongos inoculados com produto da digestdo péptica dos diafragmas de
ovinos. Destes cinco isolados, trés foram reconhecidos na primeira passagem em
camundongos; um na segunda passagem e, por fim, outro na quinta passagem. Nos
15 isolados excedentes, ndo se pode afirmar que os parasitos encontrados eram T.
gondii, uma vez que os cistos teciduais foram identificados apenas em secc¢es dos
cérebros dos camundongos coradas por hematoxilina e eosina, ap0s a quinta
passagem, sem a observacao do parasito vivo.

Em S&o Paulo, T. gondii foi isolado do cérebro e diafragma de 34 de 40
ovinos soropositivos. Estes animais eram provenientes de fazendas do Rio Grande
do Sul e Santa Catarina (SILVA e LANGONI, 2001). Cabe ressaltar que a
identificacdo de T. gondii deve sempre ser confirmada pela passagem do parasito a
novos camundongos (DUBEY et al.,, 2012) e, neste trabalho, uma consideravel
parcela dos resultados foi baseada em achados de anticorpos anti-T. gondii no soro
dos camundongos utilizados na prova biolégica. Em apenas 12 ovinos foram
observados cistos teciduais em esfregacos de cérebros dos camundongos e a
identificacdo dos mesmos foi confirmada em apenas quatro achados em esfregagos
de cérebro corados por Giemsa.

Ragozo et al. (2008) encontraram 16 isolados (TgShBr1-16) em 82 ovinos
soropositivos por meio de prova bioldgica e, posteriormente, Ragozo et al. (2010)

realizaram a genotipagem dos mesmos pela técnica de multi-locus PCR-RFLP. Por
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fim, o estudo mais recente no Brasil foi realizado por Silva et al. (2011), em que 11%
(66 de 602) dos ovinos abatidos no estado de S&o Paulo (oriundos desse mesmo
estado e também do Rio Grande do Sul) soroconverteram. Vinte isolados foram
obtidos dos 66 animais que apresentavam anticorpos anti-T. gondii por meio de
prova biolégica em camundongos: 15 de animais originarios do estado do Rio
Grande do Sul (TgOvBri1-4, 6-8, 10, 15, 18, 20 de Santana do Livramento, TgOvVBr5,
9, 13, 14 de Uruguaiana) e cinco do estado de S&o Paulo (TgOvBrll, 16 de
Ourinhos, TgOvBrl12, 19 de Pirajui, TgOvBrl17 de Manduri) (Dubey et al., 2012).
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Quadro 3. Isolamento de Toxoplasma gondii viaveis de tecidos de ovinos naturalmente infectados no Brasil.

FREQUENCIA .
ESTADO - DESIGNACAO GENOTIPAGEM AMOSTRA AUTORES
N %
Rio Grande do Sul 136 3,6 _ _ Diafragma Sposito Filha et al. (1992)
Rio Grande do Sul; a ) ) )
) 40 85 _ _ Cérebro, diafragma Silva e Langoni (2001)
Santa Catarina

Sao Paulo 82° 19,5 TgShBri1-16 Sim Cérebro, diafragma e coragéo Ragozo et al. (2008)
Rio Grande do Sul; a , _ ,

S Paul 66 30,3 TgOvBri-20 Sim Cérebro, pulméo, diafragma e coragéo Silva et. al. (2011)

ao Paulo

3Soropositivos.
®Autores afirmam que encontraram cistos teciduais adicionais em secgdes coradas pela hematoxilina e eosina de camundongos inoculados com cérebros de 15 ovelhas.
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Na literatura mundial, foram encontradas quatro pesquisas em que foram
realizados isolamentos de T. gondii de ovinos naturalmente infectados (Quadro 4).
Na Franca, Dumétre et al. (2006) isolaram o parasito de oito (Fr2-2005-Ovi aril-6,
Fr2-2006 Ovi aril-2) de 30 coracdes de ovinos soropositvos submetidos a prova
biolégica em camundongos, sendo todos caracterizados geneticamente. No Ird,
foram obtidos quatro isolados de cérebro de 105 animais soropositivos através de
prova bioldégica em camundongos e estes foram caracterizados geneticamente (ZIA-
ALl et al., 2007). Dubey et al. (2008a), utilizaram coracdes oriundos de 68 cordeiros
sororreativos, apos a realizacdo do MAT em 383 animais desta espécie nos EUA,
com a finalidade de isolar T. gondii viavel através de prova biolégica em gatos,
camundongos ou ambos. Foram obtidos 53 isolados (TgShUs1-53) no total e estes
foram genotipados. O ultimo trabalho de isolamento deste parasito em ovinos no
mundo foi feito por Halos et al. (2010) na Franca. Nele, 397 coracdes submetidos a
prova biolégica em camundongos resultaram em 48 isolados posteriormente

genotipados.



Quadro 4. Isolamento de Toxoplasma gondii viaveis de tecidos de ovinos naturalmente infectados no mundo.
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FREQUENCIA

PAIS 7 DESIGNACAO GENOTIPAGEM AMOSTRA AUTORES
n 0
Estados Unidos 68° 77,9 TgShUs1-53 Sim Coracéo Dubey et al. (2008a)
c 30° 26,6 Fr2-2005-Ovi aril1-6, Fr2-2006-Ovi aril-2 Sim Coracéo Dumeétre et al. (2006)
ranca
¢ 397 12 . Sim Coracéo Halos et al. (2010)
Ira 105% 3,8 Sim Cérebro Zia-Ali et al. (2007)

#Soropositivos.
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3.2.2.4 Caracterizacdo genética

Poucas tipagens genéticas vém sendo realizadas em isolados de T. gondii
de ovinos pelo mundo. No entanto, a maioria dos dados publicados indica que o
gendtipo tipo Il é a linhagem predominante das cepas isoladas de ovinos, seguido do
gendtipo tipo 11l (DUBEY, 2010). O gendtipo clonal tipo Il é a cepa de T. gondii mais
prevalente infectando humanos na América do Norte e Europa (AJZENBERG et al.,
2002; HOWE E SIBLEY, 1995). Desta forma, esses animais podem ser uma
importante fonte de infeccéo por T. gondii (RAGOZO et al., 2010). Até hoje, nenhum
isolado de T. gondii do tipo | foi encontrando em ovinos.

A multi-locus PCR-RFLP foi desenvolvida com um grupo de marcadores
moleculares capazes de distinguir as trés linhagens clonais de T. gondii (tipos I, Il e
[II) apds tratamento dos produtos de amplificacdo (produtos da PCR) com uma ou
duas enzimas de restricdo. Os marcadores utilizados por Su et al. (2006), capazes
de alta resolucao para caracterizacdo genética de isolados de T. gondii sdo: SAG2,
SAG3, BTUB, c22-8, c29-2, Apico, PK1, L358 e GRAG6. Mais recentemente, o
marcador SAG1 foi introduzido a analise, constituindo hoje 10 marcadores genéticos
(DUBEY et al., 2008b). A caracterizacao genética dos isolados € entdo realizada por
meio da comparacdo dos fragmentos de restricdo obtidos apds a digestdo dos
produtos de amplificagdo de DNA do parasito para cada locus (ou marcador) com
isolados referéncia sabidamente tipos I, Il e 1ll (FRAZAO-TEIXEIRA, 2009).

Entretanto, apesar da facil aplicacdo da técnica de multi-locus PCR-RFLP,
esta é insuficiente para caracterizar isolados do parasito obtidos de tecidos animais
do Brasil. Isto ocorre porque a técnica foi inicialmente desenvolvida para diferenciar
as trés linhagens presentes em paises da América do Norte, Europa e Africa
(gendtipos |, 11 e 1ll). No Brasil, a elevada diversidade genética existente somente
pode ser observada através da técnica de “multi-locus DNA sequencing”, visto que
detecta diferencas genéticas nucleotideo a nucleotideo (FRAZAO-TEIXEIRA et al.,
2011).

Resultados significativos de caracterizacdo genética de T. gondii em ovinos
por meio da multi-locus PCR-RFLP ja foram publicados em alguns paises. No Brasil,

dados de genotipagem nesta espécie foram obtidos por dois grupos de pesquisa.



37

Em Séo Paulo, Ragozo et al. (2010), através da multi-locus PCR-RFLP, utilizando 11
marcadores genéticos (SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1,
Apico e CS3), encontraram sete genotipos de 16 isolados. Quatro isolados foram
agrupados na linhagem clonal comum tipo Brl; um na linhagem clonal tipo Brlll; trés
foram semelhantes a cepa referéncia TgCatBr64 e oito foram revelados pela
primeira vez no Brasil. Vale ressaltar que quatro genoétipos detectados pela multi-
locus PCR-RFLP tém sido considerados as linhagens clonais comuns no Brasil,
designadas como tipos Brl, Brll, Brlll e BrlV (PENA et al., 2008).

Silva et al. (2011), tipificaram amostras positivas pela mesma técnica e
também pelo uso de 11 marcadores: SAG1, SAG2 (5+3’ SAG2 e Alt-SAG2), SAG3,
BTUB, GRAG6, L358, c22-8, c29-6, PK1, Apico e CS3. Foram identificados nove
genatipos: trés isolados foram idénticos a cepa referéncia MAS; trés idénticos a
outras trés cepas referéncia (TgCatBrl, TgCatBr5 e TgCaBr64) e, finalmente, os
outros cinco isolados restantes foram divididos em quatro gendtipos atipicos, 0s
quais ndo haviam sido reportados anteriormente. E importante ressaltar que oito
dessas cepas apresentaram o alelo tipo Il. Este foi o primeiro estudo a confirmar a
existéncia desta cepa clonal no Brasil. Os dois ovinos dos quais foram obtidos o
gendtipo tipo Il apresentaram titulagdes elevadas na sorologia (MAT: 1024; IFAT-
IgG: 64) e uma média de 480 cistos por cérebro na prova biolégica em
camundongos a partir de tecido muscular ou cerebral de ovinos. Ambos os ovinos
eram fémeas de dois anos de idade, da raca Powarth (Ideal), originaria da Australia
e Nova Zelandia e extensivamente criada em Santana do Livramento e Uruguaiana,
no estado do Rio Grande do Sul, onde fazem fronteira com Uruguai e Argentina.
Cabe salientar que os locais de origem desta raca apresentam elevada prevaléncia
de cepas tipo Il tanto em humanos quanto animais.

Nos EUA, Dubey et al. (2008a), Dubey e Su (2009) e Edwards e Dubey
2013) utilizaram a multi-locus PCR-RFLP para a genotipagem de isolados de T.
gondii em ovinos. Na primeira analise genética profunda desta espécie no referido
pais foram encontrados 15 gendétipos oriundos de 53 isolados por meio da utilizagéo
de 10 marcadores (SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1 e
Apico). Quatro cordeiros tiveram infeccdo com dois genétipos de T. gondii. Vinte e
seis cepas (45,6%) pertenciam a linhagem clonal tipo Il, que foi a predominante; oito

(15,7%) pertenciam a linhagem clonal tipo Ill e as 22 remanescentes foram divididas
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em 11 gendtipos atipicos (DUBEY et al., 2008a). Em um segundo trabalho, a partir
de 53 isolados, quatro foram classificados como gendtipos mistos utilizando 10
marcadores moleculares multi-locus PCR-RFLP: SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG,
c22-8, c29-2, L358, PK1 e Apico (DUBEY e SU, 2009). Por fim, Edwards e Dubey
(2013), a partir de isolados de T. gondii de cérebro e coracdo de um cordeiro
abortado de uma ovelha cronicamente infectada, realizaram a multi-locus PCR-RFLP
com 10 marcadores (SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1 e
Apico), observaram que os dois isolados tinham gendétipos idénticos, atipicos e
virulentos a 100% dos camundongos inoculados na prova biologica, independente
da dose ou do estagio do parasito inoculado.

Dumeétre et al. (2006), na Franca, classificaram oito isolados obtidos de 30
coracbes de ovinos provenientes de um matadouro como do tipo Il pela
caracteriza¢do genética, utilizando SAG2 e cinco marcadores microssatélites (TUB2,
TgM-A, W35, B17, B18). Ja Halos et al. (2010), utilizaram coragfes provenientes de
cordeiros da Franca para a realizacdo da caracterizacdo genética com o0s
marcadores SAG1, SAG2, GRA7 e seis marcadores microssatélites em um ensaio
multiplex associando TUB2, W35, tgM-A, B18, B17 e M33, e encontraram o seguinte
resultado: 47 isolados pertenciam ao genétipo tipo Il e um ao gendtipo tipo Ill. O
gendtipo tipo Il € o mais frequentemente identificado na Franca, assim como em
humanos e animais em toda a Europa. Vale ressaltar que o gendtipo tipo Il é raro na
Franca, mas parece ser mais frequente em Portugal e na Espanha (DE SOUZA et
al., 2006); este cordeiro era oriundo da fronteira espanhola.

Zia-Ali et al. (2007) relataram que, de quatro isolados de T. gondii de ovinos
adultos no Irda, dois eram do tipo Il e dois do tipo lll, através da multiplex PCR para
cinco marcadores microssatélites (TUB2, TgM-A, W35, B17, B18) e analise da
sequéncia do gene GRA6. Owen e Trees (1999) isolaram e amplificaram o DNA
diretamente das placentas de 13 ovelhas abortadas provenientes de 10 fazendas
amplamente separadas no Reino Unido e dois isolados dos coracdes de cordeiros
de um local ndo definido e estes eram todos do tipo Il, baseado no locus SAG2. Na
Dinamarca, Jungersen et al. (2002) relataram que 11 isolados (seis de cordeiros
abortados, cinco de ovelhas saudaveis) eram também do tipo Il. Os resultados do
Reino Unido e da Dinamarca séo interessantes por demonstrarem que nao ha

diferenca no gendtipo baseado no estado de saude (abortamento) dos animais. Na
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Suica, diafragmas de 250 ovinos (100 cordeiros e 150 adultos) foram investigados
por mutli-locus PCR-RFLP para nove marcadores (SAG2, SAG3, BTUB, GRAG, c22-
8, €29-2, L358, PK1 e Apico) e os resultados demonstraram que T. gondii com alelos
clonais do tipo Il foram predominantemente observados, enquanto combinacdes
mistas ou de alelos atipicos foram extremamente raras (BERGER-SCHOCH et al.,
2011). Chessa et al. (2014), em genotipagem de isolados de fetos abortados na
Italia, realizada com 11 marcadores multi-locus PCR-RFLP, encontraram DNA de T.
gondii em cinco placentas, 14 cérebros e dois figados, os quais pertenciam ao tipo Il
em todos os 11 loci para todos os 10 marcadores (SAG1, SAG2, BTUB, GRAG6, c22-
8, c29-2, L358, PK1 e Apico). Finalmente, um ensaio multiplex PCR com 15
marcadores microssatélites foi empregado em 18 isolados obtidos de coracbes de
ovinos e 16 demonstraram pertencer ao tipo Il, um ao tipo Il e um foi atipico. Este foi
o primeiro relato de isolamento e genotipagem de T. gondii em ovinos na Etiopia
(GEBREMEDHIN et al., 2014).

3.3 TRATAMENTO, PREVENCAO E CONTROLE

Ainda ndo h4 um medicamento eficaz no tratamento da toxoplasmose na
fase crbnica da infeccdo. As drogas utilizadas, como pirimetamina e sulfonamidas,
atuam contra taquizoitos, mas nao contra bradizoitos em cistos teciduais. Como a
maioria das pessoas com sorologia positiva ndo apresenta a doenca e pelo fato das
drogas empregadas poderem se tornar toxicas com o0 uso prolongado, recomenda-
se o tratamento apenas dos casos agudos, da toxoplasmose ocular e dos individuos
imunodeficientes (KAWAZOE, 2010).

Na prevencao da infeccdo de seres humanos por T. gondii, as maos devem
ser lavadas por completo com sabdo e agua apdés o manuseio de carnes. Todo o
material que entrar em contato com carne crua deve ser higienizado da mesma
forma anteriormente citada (DUBEY, 2010). A carne de qualquer animal destinada
ao consumo humano ou animal deve ser cozida até que atinja uma temperatura
interna de 66°C (DUBEY et al.,, 1990). O uso de microondas, no entanto, é

ineficiente na eliminacdo de T. gondii (EL-NAWAWI et al., 2008). Os cistos teciduais
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séo efetivamente eliminados em carnes congeladas a —12°C por 12 horas (KOTULA
et al., 1991) e a irradiacdo a 50 krads é capaz de eliminar cistos teciduais (DUBEY et
al., 1986; DUBEY e THAYER, 1994), assim como oocistos (DUBEY et al., 1996). As
verduras também devem ser corretamente lavadas antes do consumo, uma vez que
podem estar contaminadas com fezes de gatos (DUBEY, 2010).

As mulheres gestantes devem evitar contato com solo e o manuseio e
ingestdo de carne crua. Os gatos domésticos devem ser alimentados apenas com
comidas secas, enlatadas ou cozidas. As caixas de areia dos animais devem ser
limpas todos os dias como forma de prevencdo da esporulagdo dos oocistos
(DUBEY, 2010).

Para prevenir a infeccdo em gatos, estes ndo devem ser alimentados com
carne mal passada, 0ssos ou visceras e esforcos devem ser feitos na tentativa de
manter os animais dentro de casa, evitando-se assim o habito da caca. O controle
de roedores também deve ser realizado (KAWAZOE, 2010).

No caso especifico de ovinos, aqueles que abortaram devido a toxoplamose
usualmente ndo desenvolvem abortamentos recorrentes pela mesma causa. Sendo
assim, podem ser utilizados em cruzamentos futuros. As membranas fetais e o0s
fetos abortados ndo devem ser manipulados com as maos sem prote¢cdo e devem
ser incinerados ou queimados como forma de prevenir a infeccao de felideos e de
outros animais da propriedade (DUBEY, 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa se constituiu de duas etapas:

o Aplicacdo de técnicas para isolamento de T. gondii da
carne ovina comercializada em agougues e por
vendedores de churrasco em espeto nos municipios de

Campos dos Goytacazes e Sao Francisco de Itabapoana;

o Aplicacao de testes para deteccéo de T. gondii em tecidos
oriundos de ovinos sorologicamente positivos no

municipio de Campos dos Goytacazes;

O processamento do material foi realizado no NUPAP/LSA/CCTA/UENF e
no Laboratério Sonda - IBQM/UFRJ.

4.2 LEVANTAMENTO DOS ACOUGUES

Na primeira etapa desta pesquisa foi feito um levantamento de dois tipos de
estabelecimentos de venda de carne ovina in natura no municipio de Campos dos
Goytacazes (Quadro 5): agougues e vendedores de churrasco em espeto. Foram
coletadas 31 amostras de carne ovina crua, sendo 20 de acougues (14 congeladas e
seis resfriadas) e 11 nos demais estabelecimentos (uma congelada e 10
refrigeradas). Os cortes carneos adquiridos ficaram condicionados a disponibilidade

nos estabelecimentos. As amostras pesavam, aproximadamente, 500g cada e foram
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adquiridas por meio de simulacdo de compra por um consumidor regular. As carnes

foram processadas em até duas horas apds a coleta e submetidas a prova biolégica.

Quadro 5. Amostras de carne ovina adquiridas em agcougues e com vendedores de churrasco
em espeto nos municipios de Campos dos Goytacazes e S&o Francisco de
ltabapoana, RJ.

. I 1 Método de conservacéo Tipo de
Cidade/distrito N Resfriada Congelada estabe?ecimento
Campos dos Goytacazes
Tocos 1 X Acougue
Centro 11 X Acougue
5 X Acougue
10 X Outros?
1 X Outros
Santo Eduardo 1 X Acougue
Sédo Francisco de Itabapoana
Centro 1 X Acougue
Praca Jodo Pessoa 1 X Acougue
TOTAL 31 16 15

"Nimero de amostras.
%Vendedores de churrasco em espeto.

4.3 SELECAO DOS OVINOS

Os animais utilizados neste estudo eram provenientes de uma propriedade
de criacdo comercial localizada no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ e,
desta, foram selecionados, por conveniéncia (PEREIRA, 1995), 50 ovinos, dos quais
o sangue foi coletado por puncéo da veia jugular, apds anti-sepsia local com solucdo
de éalcool iodado a 2%, utilizando-se para tal fim agulhas descartaveis de dimensdes
40x12 mm (Nipro®). O sangue foi armazenado em tubos do tipo “Vacutainer” de vidro
sem anticoagulante (Vacuplast®), identificados e mantidos em refrigeracéo (4°C), no
NUPAP, até seu processamento.

O sangue foi centrifugado a 350g, por 10 minutos (Centrifuga Novatécnica®,
NT 815, Brasil), para a obtencdo do soro e este foi acondicionado em tubos plasticos
de 2,0 mL, identificados e armazenados sob a temperatura de —20 °C até o momento
da realizacéo do teste soroldgico.
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4.4 AVALIACAO SOROLOGICA

Foi utilizada a técnica de MAT para a analise dos soros dos ovinos e este foi
realizado em microplacas de 96 pocos em forma de “U’(Greiner Bio-one®). Os soros
a serem testados foram diluidos em PBS 0,01M (pH 7,2). A técnica foi realizada de
acordo com o protocolo preconizado por Dubey e Desmonts (1987), da seguinte
forma: a suspensao de antigeno foi preparada utilizando-se 2,5 mL de solucao de
uso de tampéo borato pH 8,9, 35 pL de 2-mercaptoetanol, 50 yL de azul de Evans a
2 mg/mL e 100 uL da suspenséao de taquizoitos de T. gondii da cepa RH inativados
com formalina, gentilmente cedida pelo Dr. Jitender Dubey do APDL/USDA, EUA.

Em cada poco da placa foram adicionados 25 uL da solucdo de antigeno e
25 pL dos soros previamente diluidos a 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800,
1:1600, 1:3200. Controles positivos e negativos de camundongos previamente
testados também foram incluidos. A placa foi coberta com filme plastico
(Parafilm®Bemis, PM996) e incubada a 37°C por 12 horas. A leitura da reacéo se
baseou no perfil de sedimentacédo da suspenséo de taquizoitos, onde a formacéo de
uma teia indica a presenca de anticorpos e a formag¢ao de um ponto azul no fundo

do poco indica a auséncia destes.

4.5 AQUISICAO DOS ANIMAIS

Foram adquiridos cinco ovinos com titulagdes de anticorpos anti-T. gondii
igual ou superior a 1:3200, dos quais foram coletados cerébro, rim, figado, baco,
coracao, lingua e partes dos musculos diafragma, masseter e coxa que, por sua vez,
foram acondicionados em recipientes individuais, identificados e transportados em

caixas isotérmicas ao NUPAP para processamento imediato.
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4.6 PROVA BIOLOGICA

4.6.1 Digestao péptica das amostras

A aplicacdo da técnica de digestdo péptica foi baseada em protocolo
modificado por Frazdo-Teixeira (2009) e previamente estabelecido por Dubey
(1998b), assim como o preparo do inéculo. Esta metodologia foi aplicada tanto para
as amostras de carnes adquiridas em agougues e outros estabelecimentos
especializados quanto para os tecidos de ovinos naturalmente infectados.

Cada amostra foi triturada por inteiro, utilizando-se para isso um
liquidificador laboratorial (Waring® Commercial Laboratory Blender). Foi feito um pool
com a musculatura do diafragma, masseter e lingua de cada animal, os quais
constituiram uma amostra. Durante a trituracéo, foi adicionado um volume minimo de
PBS para facilitar o procedimento. O copo do aparelho era devidamente autoclavado
(autoclave vertical 75 L, Phoenix Luferco® AV 75) entre as etapas para evitar
contaminagdo entre as amostras. Foram entdo retirados 40g de cada
homogeneizado, os quais foram acondicionados individualmente em Erlenmeyers de
200 mL previamente identificados. O recipiente era entdo completado com solucéo
de pepsina acida (pH entre 1,1 e 1,2) até o volume de 200 mL.

O processo de digestao foi feito com o uso de um agitador orbital
termostatizado (Incubadora “shaker” Novatécnica®, NT 715), a 37°C durante uma
hora. Apés este periodo, o material digerido foi passado em tamis com gaze dupla e
os filtrados distribuidos em quatro tubos falcon e entdos centrifugados (Centrifuga
refrigerada, Novatécnica® NT 815) a 1300 g por 10 minutos. Apés a centrifugacéo, o
sobrenadante era descartado, do qual restava apenas uma fragcdo de
aproximadamente 5 mL no interior de cada tubo. O contetdo era completado com
solucdo neutralizadora (bicarbonato de sodio 1,2%, pH ajustado em 8,3) até atingir
um volume final de 10 mL.

O conteudo total de cada um dos quatro tubos foi reunido em um anico tubo
de 50 mL. Este foi centrifugado a 1300g durante 20 minutos. Apés a centrifugacao, o

sobrenadante era descartado e, entdo, adicionados 5-10 mL de solugcéo de
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antibidtica, preparada com a adicao de 0,1g de antibiético (Benzilpenicilina benzatina
3.000.000 Ul, Benzilpenicilina procaina 1.500.000 Ul, Benzilpenicilina potéssica
1.500.000 UI, Sulfato de estreptomicina base 2.500 mg - Pencivet® plus) em 100 mL
de agua destilada. Deixou-se a temperatura ambiente por 30 minutos para que,

entdo, fosse realizada a inoculagdo em camundongos.

4.6.2 Isolamento priméario em camundongos

4.6.2.1 Eutanasia dos camundongos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da UENF, sob a licenca de
namero 108/2011 e o manuseio e procedimentos de eutanasia dos animais
utilizados neste projeto seguiram 0s principios éticos em pesquisa com animais de
experimentacdo preconizados pelas resolu¢cdes normativas numeros 12 e 13, de 20
de setembro de 2013, do Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo Animal
(CONCEA, 2013).

4.6.2.2 Inoculacao

Foram utilizados camundongos albinos suicos fémeas, pesando entre 20 e
25¢, oriundos do Biotério da UENF e do Instituto Vital Brazil. Uma dose de 1 mL da
suspensao contendo o produto da digestdo péptica foi inoculada, via subcutanea
(s.c.), em cada camundongo, em grupos de cinco camundongos por amostra. Aos

camundongos controle foi administrado apenas o veiculo, PBS, pela mesma via.
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4.6.2.3 Periodo de observacgéo e isolamento

Cada grupo de cinco camundongos inoculados, referente a um tecido
analisado, foi mantido em uma caixa devidamente identificada no Biotério da UENF
e recebeu racdo propria para a espécie e agua ad libitum. Os animais foram
observados durante seis semanas. Os que vieram a 0bito ou apresentaram qualquer
sinal que sugerisse infec¢cdo por T. gondii (como letargia, pélos ericados e olhos
entreabertos), foram examinados para eventual presenca do parasito em esfregaco
de pulm&es em laminas, através da observacdo ao microscépio 6ptico (Zeiss®), para
a busca de taquizoitos, em objetiva de 40X. Quando foram observados taquizoitos, a
amostra foi considerada positiva. Uma amostra de tecido pulmonar dos animais
infectados de aproximadamente 1 a 3mm foi acondicionada em mini tubo plastico
com tampa do tipo “eppendorf” de 1,5 mL, devidamente identificada e acondicionada
a -20°C para futura andlise de DNA do parasito.

Os camundongos que nao apresentaram quaisquer sinais de infecgcéao por T.
gondii ao final do periodo de observacdo foram testados para a presenca de
anticorpos anti-T. gondii através do MAT. Os soropositivos foram eutanasiados e
esfregacos de seus cérebros observados diretamente ao microscopico Optico para a

visualizacao de cistos em objetiva de 10X.

4.6.2.3.1 Técnica de preparo de esfregaco de pulmé&o em laminas

Com o auxilio de uma pinga, um fragmento de aproximadamente 50 mm do
pulméao foi comprimido sobre uma Iamina de microscopia comum com a finalidade de
liberar fluido e células. Uma gota de solucao salina (NaCl 0,9%) foi adicionada ao
esfregaco e homogeneizada com o proprio tecido. Por fim, uma laminula foi
colocada sobre o esfregaco e feita a observacdo em microscépio optico em objetiva
de 40X, em busca de taquizoitos.
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4.6.2.3.2 Técnica para observacéao direta de cisto cerebral

A técnica consistiu em colocar um fragmento do tecido entre duas laminas e,
em seguida, arrastar uma sobre a outra, formando-se, entdo, uma fina camada de

tecido. A observacéao foi feita em microscopio 6ptico em objetiva de 10X.

4.7 CARACTERIZACAO GENETICA

A caracterizacdo genética foi realizada no Laboratério Sonda - IBqM/UFRJ,
utiizando a técnica “muti-locus DNA sequencing” (sequenciamento), com a
comparacao dos nucleotideos dos fragmentos de DNA sequenciados, como descrito

a sequir.

4.7.1 Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA de amostras de tecidos ovinos e de amostras de
pulmbes e cérebros de camundongos infectados utilizou-se o kit DNeasy® da
Qiagen, de acordo com o protocolo do fabricante e com modificacdes preconizadas
por Frazdo-Teixeira (2009).

Os reagentes utilizados para o protocolo spin-column para tecidos animais
foram disponibilizados pelo fabricante. Acondicionou-se o fragmento de 25 mg de
tecido a ser analisado (carne, pulmao ou cérebro) em um tubo tipo “eppendorf’” de
1,5 mL. Adicionaram-se 180 uL do tampao ATL e 20 uL de proteinase K,
homogeneizou-se completamente em vortex (Biomixer®, QL-901) e o material foi
incubado em banho-maria (Novatécnica®, NT248), a 56°C, até a completa lise do
tecido, 0 que ocorreu em aproxidamente 3 horas.

Apés a homogeneizagdo dos tubos em vortex por 15 segundos,

adicionaram-se 200 pyL do tampao AL e estes foram novamente homogeneizados
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em vortex. Em seguida, 200 pL de etanol 96 a 100% (n&o fornecido pelo fabricante)
foram adicionados e repetiu-se o procedimento de homogeneizagéo.

Transferiu-se a mistura (incluindo qualquer precipitado) para a coluna
Dneasy mini spin, acoplada a um tubo coletor de 2 mL. Centrifugou-se a 13.200 rpm
(Eppendorf®miniSpin, AG 22331 Hamburg) por um minuto, seguido de descarte dos
filtrados e tubos coletores. Colocaram-se as colunas DNeasy mini spin em novos
tubos coletores, 500 uL de tamp&do AW1 foram adicionados e centrifugados a 13.200
rpm por um minuto. Filtrados e tubos coletores foram novamente descartados. Apos
a adicdo de novos tubos coletores as colunas DNeasy mini spin, adicionaram-se 500
ML de tampdo AW2 e foram centrifugados a 13.200 rpm, por trés minutos, com o
objetivo de secar a membrana DNeasy®. Descartados os filtrados e tubos coletores,
as colunas Dneasy mini spim foram acopladas a um tubo tipo “eppendorf’ de 1,5 ml
(n&o fornecido pelo fabricante). Em seguida, adicionaram-se 50 uL de tampao AE
(diluido 1:10 em agua para PCR) diretamente & membrana DNeasy®. Incubou-se a
solucédo, por um minuto, a temperatura ambiente, seguido de centrifugacdo, pelo
mesmo intervalo de tempo, a 13.200 rpm, para eluicdo. Os mesmos 50 uL foram
removidos e aplicados a mesma coluna novamente, ou seja, no mesmo tubo tipo
“‘eppendorf”.

O contetudo foi incubado por um minuto a temperatura ambiente e
centrifugado, pelo mesmo periodo, a 13.200 rpm, para eluicdo. Os tubos foram

devidamente identificados e mantidos a -20°C até a realizacdo da PCR.

4.7.2 Multi-locus DNA Sequencing

DNAs obtidos apés extracdo dos tecidos de ovinos foram submetidos a
amplificacdo de sequéncias nucleotidicas do elemento de repeticdo de 529pb de T.
gondii (HOMAN et al., 2000) que permite a comprovacado da existéncia ou néo de
DNA deste parasito.

Para genotipagem, o DNA dos isolados foi amplificado através de uma n-
PCR para oito marcadores: SAG1, SAG3, BTUB, c22-8, Apico, PK1, L358 e GRAG.

Os volumes, concentragbes e especificacbes dos reagentes utilizados para o
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preparo das solu¢des mix para cada marcador molecular nas amplificacdes primaria
e secundéria estdo contidos no quadro 6.

Os iniciadores foram mantidos a -20°C na diluicdo de 500 pmol e somente
diluidos a 50 pmol no momento da reacdo da PCR. As sequéncias dos iniciadores
que foram utilizadas nas rea¢fes primarias e secundarias estdo descritas no quadro
7. Para a reacgdo primaria, foram pipetados 47 pL da solu¢cdo mix (Quadro 6) em
microtubos de 0,2 mL e posteriormente adicionados 3 UL de cada amostra de DNA
em cada um dos microtubos devidamente identificados, completando 50 pL de
solucéo final. A enzima Taq DNA polimerase foi previamente mantida em recipiente
com gelo e adicionada somente quando da adicdo das amostras. O programa da
amplificacéo priméaria ao termociclador (Biometra®, Tgradient) foi estabelecido como
no quadro 8.

Para a reacdo de amplificacdo secundaria (Quadro 6) o produto da reacao
primaria foi utilizado no lugar da amostra de DNA original. Da mesma forma que na
reacdo primaria, as solugcdes mix foram preparadas separadamente para cada
marcador. Foram entdo adicionados 49 L destas solucdes para cada microtubo de
0,2 mL. Em seguida foi adicionado 1 puL do produto da respectiva reacdo primaria.
Os microtubos foram devidamente identificados para cada marcador e isolado e,
entdo, inseridos no termociclador para incubagdo de acordo com a mesma
programacao descrita para a reacdo de amplificacdo primaria (Quadro 8).

Os produtos das n-PCRs das duas etapas do experimento foram analisados
em eletroforese de gel de agarose a 0,8% corado com GelRed™ (Biotum®) e imerso
em tampdo TAE 1X em cuba horizontal (Bio-Rad®, Power Pac™ Basic) programado
para 100 volts, 400 miliamperes, por 90 minutos. Para o preparo do gel de agarose,
dissolveu-se 0,8g de agarose (Invitrogen™Ultrapure Agarose) em 100 mL de tamp&o
TAE 1X (Ultrapure TAE buffer 10X Invitrogen®). Por fim, adicionaram-se 5 uL de
GelRed™,
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Quadro 6. Volumes, concentracdes e especificacbes dos reagentes utilizados nas
amplificacbes primarias e secundarias de nested-PCRs de cada isolado de
Toxoplasma gondii.

AMPLIFICACAO

REAGENTE PRIMARIA _SECUNDARIA ESPECIFICACOES
Tamp&o 10X (com MgCly) 5 uL 5 L Sigma®
dNTPs (2 mM) 5 L 5 uL Sigma®
Iniciador Fb#(50 pmol) 0,5 uL 0,5 uL IDT®
Iniciador Rb® (50 pmol) 0,5 L 0,5 uL IDT®
Taqg polimerase (5 U/uL) 0,5uL 0,5 uL Sigma®
Amostra de DNA 3 uL® 1 pL® 3
Agua para PCR 35,5 uL 37,5 uL Sigma®
VOLUME FINAL 50 uL 50 pL

®Iniciador direto para as amplificagdes primaria e secundaria.
®Iniciador reverso para as amplificagGes primaria e secundaria.
°Amostra de DNA original.

“Produto da amplificacéo primaria.
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Quadro 7. Descricdo das sequéncias dos iniciadores utilizados para as amplificacbes
primaria e secundaria de nested-PCRs.

Marcador Iniciadores Tamanho Referéncia
Externos F: GTTCTAACCACGCACCCTGAG .
SAG1 R: AAGAGTGGGAGGCTCTGTGA 390 bp Grigg et al.
Internos F: CAATGTGCACCTGTAGGAAGC (2001)
R: GTGGTTCTCCGTCGGTGTGAG
Externos F:CAACTCTCACCATTCCACCC .
SAG3 R:GCGCGTTGTTAGACAAGACA 225 bp Grigg et al.
Internos F: TCTTGTCGGGTGTTCACTCA (2001)
R: CACAAGGAGACCGAGAAGGA
Externos F: TCCAAAATGAGAGAAATCGT Khan et al.
BTUB R: AAATTGAAATGACGGAAGAA 411 bp (2005);
Internos F: GAGGTCATCTCGGACGAACA Su et al. (2006)
R: TTGTAGGAACACCCGGACGC
Externos F: ATTTGTGTTTCCGAGCAGGT
SRAG R:GCACCTTCGCTTGTGGTT 344 bp Kr(‘;"go%t)?'-
Internos F: TTTCCGAGCAGGTGACCT Su et al. (2’006)
R: TCGCCGAAGAGTTGACATAG
Externos F: TGATGCATCCATGCGTTTAT Khan et al
c22-8 R: CCTCCACTTCGGTCTCA 521 bp (2005): )
Internos F: TCTCTCTACGTGGACGCC Sy et al. (2’006)
R:AGGTGCTTGGATATTCGC
Externos F-TCTCTCGACTTCGCCTCTTC Khan et al.
1358 R:GCAATTTCCTCGAAGACAGG 418 bp (2005):
Internos F:AGGAGGCGTAGCGCAAGT Sy et al. (2’006)
R:CCCTCTGGCTGCAGTGCT
Externos F: GAAAGCTGTCCACCCTGAAA Khan et al.
PK1 R: AGAAAGCTCCGTGCAGTGAT 903 bp (2005):
Internos F.CGCAAAGGGAGACAATCAGT Sy et al. (2’006)
R:TCATCGCTGAATCTCATTGC
Externos F-TGGTTTTAACCCTAGATTGTGG
Apico R:AACGGAATTAATGAGATTTGAA 640 bp Su et al. (2006)

Internos

F: GCAAATTCTTGAATTCTCAGTT
R: GGGATTCGAACCCTTGATA

O programa das amplificacdes primaria e secundaria no termociclador esta

demonstrado no quadro 8.
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Quadro 8. Programa para as amplificacdes primaria e secundéaria de nested-PCRs
realizadas em tecidos ovinos no municipio de Campos dos Goytacazes,
RJ, para deteccéo de fragmentos de DNA de Toxoplasma gondii.

Numero de ciclos Temperatura Periodo
1 94 °C 5 minutos
94 °C 40 segundos
35 58 °C 40 segundos
72 °C 90 segundos
1 72 °C 10 minutos
4°C o0

Os produtos da n-PCR foram purificados utilizando o kit Illustra™ GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare®), de acordo com as especificacdes
do fabricante. Primeiramente, 500 L do tampdao de captura tipo 3 foram adicionados
ao produto da reacédo de PCR, vortexou-se exaustivamente e, em seguida, verificou-
se se a coloracdo havia se tornado amarela ou laranja palido, o que era desejado.
Centrifugou-se rapidamente a mistura para coleta do liquido no fundo do tubo.
Pipetou-se a mesma em uma coluna microspin acoplada a um tubo coletor de 2 mL
(fornecido pelo fabricante). A coluna acoplada ao tubo foi centrifugada
(MIKRO®200R, Hettich zentrifugen) a 16.000 g, durante 30 segundos, sendo o
filtrado em seguida descartado e a coluna microspin alocada novamente no tubo
coletor. Adicionaram-se 500 pl do tampao de lavagem tipo 1 a coluna microspin,
seguido de centrifugacdo a 16.000 g por 30 segundos e descarte dos filtrados e tubo
coletor. A coluna microspin foi transferida para um tubo tipo “eppendorf” livre de
DNAse de 1,5 mL (ndo fornecido pelo fabricante). Finalmente, 50 pL do tampé&o de
eluicdo tipo 6 foram adicionados ao centro da membrana da coluna microspin. A
solucéo foi incubada a temperatura ambiente, por um minuto e centrifugou-se a
16.000 g por mais um minuto para a recuperacao do DNA purificado. Os tubos foram
devidamente identificados e mantidos a -20°C até a realizagdo do sequenciamento.
Os DNAs purificados foram analisados em gel de agarose 0,8% e imersos em
tampéo TAE 1X.

As amostras foram enviadas ao Laboratério Sonda - IBQM/UFRJ para serem
sequenciadas e os resultados foram comparados a sequéncias referéncias tipos |, Il
e lll através de um software para analises de sequéncias de DNA, chamado

DNASTAR® (Lasergene), para a deteccdo dos genotipos do parasito.
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Quando todos os nucleotideos presentes na sequéncia de DNA de um dos
isolados foram comuns ao genotipo referéncia tipo |, este isolado foi considerado
possuidor de alelo tipo | para aquele locus. Quando todos os nucleotideos presentes
forem comuns ao genatipo referéncia tipo Il, este isolado foi classificado como tipo Il.
Quando todos os nucleotideos foram comuns ao gendtipo tipo lll, este isolado foi
classificado como tipo lll. No entanto, quando nucleotideos comuns a dois ou trés
gendtipos foram detectados na sequéncia de um isolado ao mesmo locus, este
isolado foi considerado como possuidor de um alelo recombinante. Os nucleotideos
diferentes dos encontrados para quaisquer dos trés gendtipos referéncia foram
considerados atipicos.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO SOROLOGICA

Na avaliagao da presenca de anticorpos anti-T.gondii pelo MAT foi verificado
que, dos 50 soros de ovinos analisados, 37 (74%) foram reagentes para titulacédo
inicial de 1:25 até 1:3200 (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo da titulacdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em ovinos de uma
propriedade do municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

TITULACAO NUMERO DE SORORREAGENTES
25
50
100
200
400
800
1600
2 3200
TOTAL

NN~~~

w
hy

5.2 PROVA BIOLOGICA EM CAMUNDONGOS

Nenhum isolado foi obtido de camundongos inoculados com amostras de
carne ovina provenientes de agougues e estabelecimentos que a comercializam
para o consumo no local.

Dos cinco animais selecionados dentre os oito que tinham titulos de
anticorpos anti-T. gondii acima de 1:3200, foi possivel isolar T. gondii em trés destes
(60%) e, dos 35 tecidos avaliados (sete por animal) isolou-se o parasito em dois de
coxa (TgShBri18 e TgShB19), um de cérebro (TgShBr20) e um do “pool” da lingua,
muasculo masseter e diafragma (TgShBrl17), determinando ocorréncia de 11,4%

dentre os tecidos submetidos a prova biolégica.
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Com excecdo dos isolados TgShBr19 e TgShBr20, os quais eram originérios
de tecidos de um mesmo animal, os demais foram oriundos de animais distintos.
Apenas um isolado (TgShBr20) foi letal a 100% dos camundongos infectados
primariamente. O isolado TgShBrl17 foi letal a 40% dos camundongos e os isolados
TgShBrl18 e TgShBr19 a 20% destes roedores. O diagnostico de toxoplasmose foi
realizado por meio de observacdo de taquizoitos em esfregacos pulmonares dos
camundongos que vieram a Obito. Os camundongos que ndo vieram a oObito e
infectados com estes isolados supracitados apresentaram-se clinicamente normais
durante todo o periodo de observacédo e a infectividade dos mesmos foi verificada
por meio de sorologia pelo MAT (titulo = 1:25) e observacao de cistos cerebrais apos
seis semanas de infeccdo (Tabela 2). As mortes dos camundongos infectados
ocorreram entre o0 13° e 17° DAI, com excecdo do camundongo infectado com o
isolado TgShBr19, que morreu ao 28° DAI (Tabela 2).

Tabela 2. Infectividade e mortalidade de camundongos inoculados com tecidos de ovinos
infectados com Toxoplasma gondii oriundos de uma propriedade do municipio de
Campos dos Goytacazes, RJ.

Identificacao® Tecido Prova biolégica” DAI° Cepa
24 (Diafragma/masseter/lingua)® 5/5/2 16,18 TgShBr17
42 Musculo da coxa 5/5/1 17 TgShBri8
61 Musculo da coxa 5/5/1 28 TgShBri9
61 Cérebro 5/5/5 13,15,16 TgShBr20

#Marcac&o do ovino em que se coletaram os tecidos.
®Nmero de camundongos inoculados/infectados/mortos.
‘Dias ap6s a inoculag&o.

“Pool” de tecidos coletados.

5.3 CARACTERIZACAO GENETICA ATRAVES DO SEQUENCIAMENTO

N&o foi detectado DNA do parasito nas analises moleculares das amostras
de carne ovina obtidas de acougues e estabelecimentos especializados. A
caracterizacdo genética através da técnica “multi-locus DNA sequencing” permitiu
identificar um Unico gendtipo dentre os quatro isolados estudados (TgShBrl17-20),
com igualdade de alelos para todos os loci confirmada entre os mesmos, bem como

a auséncia de genatipos clonais (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3. Geno6tipos multi-locus de isolados de Toxoplasma gondii em tecidos de ovinos de uma propriedade do municipio de Campos dos
Goytacazes, Brasil, através da técnica “multi-locus DNA sequencing”.

MARCADORES GENETICOS/CROMOSSOMO

ISOLADOS

c22-8/1b L358/V PK1/VI SAG1/NVIII  BTUBI/IX GRAG6/X SAG3/XII Apico/Apicoplasto
TgShBr17 u-1 I 1]l I I u-1 1l I
TgShBr18 u-1 I 1]l I I u-1 1l I
TgShBr19 u-1 I 1]l I I u-1 1l I
TgShBr20 u-1 I 1]l I I u-1 11l I

"u" indica um alelo nédo arquétipo; I, Ill se referem a um alelo arquétipo de uma cepa Tipo | ou lll.
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Dentre todos os marcadores usados, SAG 1, SAG3, BTUB, GRAG, C22-8,
L358, PK1 e Apico (Tabelas 3 e 4), em quatro cocorreu predominancia de alelos tipo
| (L358, SAGL, BTUB e Apico); dois de alelos tipo Il (PK1 e SAG3) e dois foram
atipicos (c22-8 e GRA6). Também foram constatado nucleotideos ndo observados
para quaisquer das linhagens clonais ao locus GRA6 para todos os isolados. E
possivel observar que a modificacdo no locus GRA6 ocorreu para 0 mesmo
nucleotideo (130). Para todos os isolados referéncia observa-se uma adenina,

enguanto nos isolados TgShBr17-20 foi constatado uma citosina (Tabela 5).
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Tabela 4. Caracterizacao genética de isolados de Toxoplasma gondii através da “multi-locus DNA sequencing” no Brasil.

MARCADORES MOLECULARES

GENOTIPOS  ISOLADOS SAG1 SAG3 BTUB GRAG6 c22-8 L358 Pkl Apico REFERENCIA
1 TgShBri17 I [ I u-1 u-1 I [ I Presente pesquisa
1 TgShBri8 I 1l I u-1 u-1 I 1l I Presente pesquisa
1 TgShBri19 I 1l I u-1 u-1 I 1l I Presente pesquisa
1 TgShBr20 | 1 I u-1 u-1 | " | Presente pesquisa
1 TgPgBri I 1 I u-1 u-1 I u-1 I Fraz8o-Teixeira et al. 2011
1 TgPgBr2 I 1 I u-1 u-1 I u-1 I Fraz8o-Teixeira et al. 2011
2 TgPgBr3 u-1 1 I u-2 u-2 u-1 u-1 I Fraz8o-Teixeira et al. 2011
Tipo IlI TgPgBr4 1/ I 11 u-3 1] 1l u-2 1] Fraz&o-Teixeira et al. 2011
4 TgPgBr5 u-1 [ u-1 Il u-2 u-3 [ Frazéo-Teixeira et al. 2011
NI TgPgBro6 u-1 u-1 I - u-1 - - - Bezerra et al. 2012
NI TgPgBro7 u-1 u-1 I - u-2 - - - Bezerra et al. 2012
NI TgPgBro8 u-1 u-1 I - u-3 - - - Bezerra et al. 2012
NI TgPgBro9 u-2 u-2 u-1 - u-4 - - - Bezerra et al. 2012
NI TgPgBri0 u-1 u-1 i - u-5 - - - Bezerra et al. 2012
NI TgPgBril u-1 u-2 i - u-6 - - - Bezerra et al. 2012
NI TgPgBri2 u-2 u-3 i - u-1 - - - Bezerra et al. 2012
NI TgPgBri3 u-2 u-4 i - u-1 - - - Bezerra et al. 2012
NI TgPgBri4 u-2 u-4 i - u-1 - - - Bezerra et al. 2012
NI TgPgBri5 u-1 u-5 u-2 - u-1 - - - Bezerra et al. 2012
NI TgPgBri6 u-1 u-1 I/l - u-7 - - - Bezerra et al. 2012
1 TgPgBri17 u-1 I u-1 u-1 u-1 u-1 I I Jiménez-Sanz (2015)*
2 TgPgBr18 u-2 I I u-1 u-2 u-2 I I Jiménez-Sanz (2015)
3 TgPgBri19 I I 1] u-2 u-3 I u-1 | Jiménez-Sanz (2015)
"u" indica um alelo néo arquétipo; |, Il, lll se referem a um alelo arquétipo de uma cepa Tipo |, Il ou Ill.

®Dados n&o publicados.
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Tabela 5. Nucleotideos atipicos (em destaque) detectados pela técnica “multi-locus DNA
sequencing” nas sequéncias de DNA do marcador molecular GRA6 para T.
gondii nos quatro isolados de tecidos ovinos de uma propriedade no municipio de
Campos dos Goytacazes, RJ.

NUCLEOTIDEO

GENOTIPOS/ISOLADOS 31 6 122 130 131 ALELO
Consensus T C G A A
RH (tipo I) G . I
BEYV (tipo II) . G Il
NED (tipo III) T A . 11
TgShBrl7 C u-1
TgShBr18 C u-1
TgShBr19 C u-1
TgShBr20 C u-1
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6 DISCUSSAO

A presente pesquisa foi estabelecida em duas partes, com o intuito de
complementar os estudos prévios realizados com outros animais de producdo neste
municipio endémico para toxoplasmose humana e animal. Na primeira parte da
pesquisa, investigou-se a ingestdo da carne disponibilizada para consumo humano
no municipio como fonte de infeccdo humana. Paralelamente, pretendia-se esbocar
a estrutura populacional genética do parasito em ovinos a partir dos isolados e sua
correlacdo epidemiologico-molecular com cepas previamente obtidas em suinos no
mesmo municipio (FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2011; JIMENEZ-SANZ, 2015 — dados
ainda nao publicados). No entanto, ndo foi possivel isolar o parasito nos tecidos
adquiridos, seja por prova biolégica como molecular. Tendo em vista os resultados
de alta prevaléncia sorolégica observados em ovinos criados neste municipio
(COSENDEY-KEZENLEITE et al. 2014), uma das provaveis explicacdes para o nao
isolamento é o congelamento das amostras; 48,4% (15 de 31) destas foram
adquiridas congeladas. Ainda, deve-se considerar que a carne ovina é adquirida
numa propor¢gdo bem mais baixa que carnes de outros animais como bovinos,
suinos e aves, atestado pelo baixo nimero de agougues especializados identificados
neste municipio (Quadro 5). Com a baixa demanda pelas carnes, € plausivel que as
amostras adquiridas refrigeradas tenham sido primeiramente conservadas
congeladas, descongeladas e comercializadas refrigeradas, o que também
inviabilizaria o parasito. Segundo Kotula et al. (1991), formas do parasito em cistos
teciduais (bradizoitos) sdo destruidos com o congelamento da carne a -12 °C em 12
horas. Também nao foi detectado DNA de T. gondii nas amostras, 0 que em parte
pode ser explicado pela pequena quantidade de tecido (25mg) que € analisada
através desta técnica. Cabe ressaltar que outra possibilidade para o ndo isolamento
e deteccdo de DNA de T. gondii das carnes provenientes dos acougues e dos
vendedores de churrasco em espeto poderia ser a origem das mesmas, uma vez
que nao foi possivel estabelecer se as carnes comercializadas nestes
estabelecimentos eram provenientes de Campos dos Goytacazes, onde a
soroprevaléncia em ovinos é alta, ou de outros municipios proximos, onde 0s

animais podem nao apresentar taxas de sororreatividade elevadas.
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Apesar de nao existirem dados acerca da frequéncia de consumo de carne
crua ou mal cozida de ovinos no Brasil (DUBEY et al, 2012), sabe-se que esta
espécie representa uma das principais fontes de transmissdo de origem alimentar
para seres humanos em todo o mundo (HASSANAIN et al., 2011). No entanto, em
vista dos resultados aqui apresentados, € plausivel inferir que a carne ovina
comercializada in natura em acougues ou na forma de churrasco em espeto em
estabelecimentos de Campos dos Goytacazes, RJ representa risco minimo para
infeccdo humana neste municipio. Halos et al. (2010) demonstraram em seus
estudos que em localidades com elevada prevaléncia de anticorpos anti-T.gondii em
ovinos havia também correspondéncia de elevados indices em humanos. Entretanto,
segundo Dubey et al. (2008a), a prevaléncia de T. gondii em ovinos pode ser alta,
mas o papel da ingestdo da carne desta espécie na epidemiologia da toxoplasmose
humana precisa ser determinado.

A concluséo acima nao permite, todavia, descartar que o parasito esteja
presente na carne de ovinos criados neste municipio. Desta forma, deu-se inicio a
outra etapa desta pesquisa, em que foram selecionados ovinos com alta titulacédo
para anticorpos anti-T. gondii para submisséo de seus tecidos a prova biolégica em
camundongos e tentativa de isolamento do parasito. A deteccdo de parasitos viaveis
nesta parte da pesquisa reforcaria que a falha no isolamento de T. gondii has carnes
adquiridas nos estabelecimentos comerciais do municipio poderia ter sido
influenciada pela inativacéo dos parasitos pelo congelamento prévio dos tecidos.

A soroprevaléncia observada nos ovinos da propriedade selecionada para
esta pesquisa (74%) corrobora os altos niveis de anticorpos anti-T. gondii presentes
em animais desta espécie no estado do Rio de Janeiro (53,3%), como observado
por Cosendey-KezenLeite et al. (2014). Estes autores demonstraram, também, alta
prevaléncia para o municipio de Campos dos Goytacazes (43,57%). Proximos aos
resultados do trabalho corrente, foram observadas por estes mesmos autores
prevaléncias de 80,3% e 90,5% para as cidades de Cardoso Moreira e Itaborali,
respectivamente, sendo estes 0s niveis mais elevados observados em todo o
estado. Luciano et al. (2011) investigaram a soroprevaléncia em ovinos criados em
Casimiro de Abreu, Silva Jardim e Marica, verificando frequéncia média de 38,1%.
Estes dados demonstram que, ndo somente o municipio de Campos dos

Goytacazes, mas também outros deste estado, apresentam alta frequéncia para
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infeccbes por T. gondii na referida espécie. Isto pode representar impacto
significativo em saulde publica, mas, como observado nesta pesquisa, a real
influéncia da ingestdo da carne adquirida em estabelecimentos comerciais na
infeccdo humana precisa ser investigada através de prova bioldgica. Pernambuco,
Minas Gerais e Rondbnia sdo exemplos de outros estados brasileiros que também
apresentaram elevada soroprevaléncia, com taxas de 60,8%, 57,6% e 56,9%,
respectivamente (COSTA et al.,, 2102; BASSI et al.,, 2013; CAVALCANTE et al.,
2004).

Dos 37 ovinos soropositivos, 27 (73%) expressaram titulacdo de 1:100 ou
mais elevadas. Segundo levantamento realizado por Dubey (2010), titulagcdes nessa
escala do MAT séo indicativas de animais persistentemente infectados, uma vez que
este parasito é isolado com maior frequéncia nessas condicOes. Cosendey-
KezenLeite et al. (2014), analisando ovinos criados em propriedades de todo o
estado do Rio de Janeiro, verificaram que 48% dos 202 animais estudados
apresentaram titulacdo igual ou superior a 1:100 ao MAT. Ragozo et al. (2008)
utilizaram o mesmo teste soroldgico e observaram que 26,7% de 120 ovinos criados
em S&o Paulo também apresentaram esta titulacdo. Dubey et al. (2008a), por sua
vez, verificaram que, de 104 cordeiros soropositivos e comercializados para
consumo humano nos EUA, a infeccao tecidual ocorreu em 60,6% dos animais com
a titulacdo supracitada ao MAT. A taxa de animais com titulacdo acima de 1:100
verificada nesta pesquisa é reflexo do que ocorre em Campos dos Goytacazes e
todo o Estado do Rio de Janeiro (COSENDEY-KEZENLEITE et al., 2014). No estudo
soroepidemioldgico realizado em fazendas de criacdo comercial de ovinos do Estado
do Rio de Janeiro entre 2009 e 2010 (COSENDEY-KEZENLEITE, 2013), nao foi
possivel o isolamento deste parasito a partir de tecidos dos animais. Conforme a
autora exp0s, isso provavelmente ocorreu devido a baixa titulacéo (1:25 e 1:50) dos
animais utilizados na tentativa de isolamento deste protozoario em camundongos.
Esta justificativa corrobora os achados de Ragozo et al. (2008), que néao
conseguiram isolar o parasito de animais na titulacdo de 1:25 (0 de 11 animais) e
obtiveram apenas um isolado na titulagcdo de 1:50 (1 de 19 animais).

No presente estudo, todos os 35 tecidos utilizados no experimento eram
provenientes de cinco ovinos com titulacdo de 1:3200 ou superior, sendo obtidos

quatro isolados no total, provenientes de trés animais (60%). Para essa mesma
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titulacdo, Ragozo et al. (2008) obtiveram nove isolados em 13 animais (69,2%).
Dubey et al. (2008a) também relataram uma maior taxa de isolamento em cordeiros
com titulagcdes mais elevadas. O parasito foi isolado em seis de 13 (46,1%) animais
com titulacdes de 1:50 ou 1:100, e em 47 de 54 (87%) com titulacbes de 1:200 ou
maiores e nao foi isolado de um cordeiro com titulagdo de 1:25. O sucesso do
isolamento em animais criados neste municipio reforca a importancia dos ovinos
como transmissores da infeccdo a populacdo humana e nos permite inferir que a
carne comercializada para consumo provavelmente esta infectada mas os parasitos
viaveis sdo inativados pelo congelamento prévio dos tecidos, como discutido
anteriormente.

O sucesso no isolamento de T. gondii em diafragma e cérebro, como
ocorrido nesta pesquisa, ja foi relatado por outros autores no Brasil (SPOSITO
FILHA et al., 1992, SILVA et al., 2011; SILVA e LANGONI, 2001; RAGOZO et al.,
2008). Zia-Ali et al. (2007) também conseguiram isolar T. gondii destes tecidos no
Ird. T. gondii foi isolado de lingua e musculatura da perna de cordeiros nos EUA
(DUBEY e KIRKBRIDE, 1989), assim como no presente estudo. Ragozo et al. (2008)
apontaram que 0 sucesso em isolamentos obtidos nas diferentes pesquisas no
Brasil (Quadro 3) e no mundo (Quadro 4) podem ter ocorrido ndo somente devido a
densidade de T. gondii nos tecidos ovinos, mas também pelo tipo de tecido
pesquisado. Silva et al. (2011), por sua vez, notaram uma diferenca significativa
entre provas biolégicas de diferentes tecidos ovinos e o0 cérebro apresentou a
positividade mais elevada. Ferreira et al. (2008) afirmaram que cérebro e musculo
sdo os tecidos mais importantes no parasitismo por T. gondii. Vale ressaltar a
importancia do isolamento de T. gondii da musculatura da coxa no presente estudo
pois, como evidenciado por Halos et al. (2010), a presenca de parasitos vivos em
outros tecidos ndo asseguram a sua presenca em partes da carcaca que seréo
consumidas, como a musculatura esquelética.

Isolados da presente pesquisa apresentaram letalidades distintas a
camundongos, incluindo as cepas isoladas do mesmo animal. No entanto, nao
houve diferenca genotipica para as quatro cepas isoladas e denominadas
TgShBr17-20 (Tabelas 3 e 4). Ragozo et al. (2008), no estado de S&o Paulo,
observaram que nove dos 16 isolados (56,2%) de T. gondii em ovinos foram letais a

camundongos e seis (37,5%) mataram 100% dos mesmos. Na presente pesquisa,
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apenas um de quatro isolados (25%) levou 100% dos camundongos submetidos a
prova biolégica a 6bito, mas em todos houve uma porcentagem de letalidade. Em
ambos os trabalhos, fica claro que ovinos assintomaticos podem estar infectados
com T. gondii virulento a camundongos e, assim, serem fonte de infec¢do para
humanos. Uma das possiveis explicacdes para a variacdo da letalidade das quatro
cepas, apesar de apresentarem o mesmo genotipo, seria a diferenca nas cargas
parasitarias. E interessante observar que os isolados da musculatura da coxa
(TgShBr18 e TgShBr19), mesmo sendo de animais distintos, apresentaram taxas de
letalidade iguais (20%). Em ovinos abatidos em Sao Paulo, foram obtidos seis
isolados virulentos que mataram os camundongos entre 12 e 25 DAI. Dois isolados
avirulentos pertenciam ao genétipo clonal tipo Il, o qual ndo havia sido observado
ainda no Brasil (SILVA et al., 2011). Todos os oito isolados do tipo Il de ovelhas
adultas na Franca (DUMETRE et al., 2006) e os 56 isolados de cordeiros dos EUA
(DUBEY et al.,, 2008a) foram avirulentos a camundongos. No Brasil, todos os
parasitos isolados de ovinos oriundos do Rio Grande do Sul e Santa Catarina por
Silva e Langoni (2001) foram ndo patogénicos a camundongos, 0 que esta de
acordo com Spoésito Filha et al. (1992), que isolaram apenas cepas de T. gondii ndo
patogénicas a camundongos de ovelhas criadas no Rio Grande do Sul, embora
alguns tenham apresentado sinais clinicos compativeis com toxoplasmose.

Os gendtipos isolados dos ovinos de Campos dos Goytacazes no presente
estudo foram todos atipicos e iguais, mas diferentes de qualquer outro gendtipo ja
descrito na literatura. Linhagens clonais classicas séo raras no Brasil (DUBEY et al.,
2008a) e a maioria dos genotipos ndo clonais tem uma combinacdo de alelos dos
tipos I, 1l e Ill em diferentes loci. Ainda ndo estd claro se sdo simplesmente
recombinantes de cruzamentos genéticos das cepas arquétipas clonais tipos I, Il e
Il.

Estudos de genotipagem com isolados obtidos de ovinos ja foram realizados
em outros paises (Dubey et al., 2008a; Dumétre et al., 2006; Halos et al., 2010; Zia-
Ali et al., 2007) e no Brasil (Ragozo et al., 2008, 2010; Silva et al., 2011). No entanto,
assim como observado para o resto do mundo, a maioria dos trabalhos no Brasil
utiliza a multi-locus PCR-RFLP para a caracterizacdo genética de T. gondii, ndo
somente em ovinos, mas também em outras espécies. Esta técnica ndo permite a

observacéo de diferencas genéticas nucleotideo a nucleotideo, como acontece na
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“multi-locus DNA sequencing”, sendo esta muito mais eficaz na diferenciagdo de
isolados detectados na América do Sul e, mais especificamente, no Brasil, uma vez
que, ao analisar os marcadores moleculares através desta técnica, confirma-se um
alto nivel de recombinacdo genética de T. gondii nestes locais. A multi-locus PCR-
RFLP apresenta bons resultados para isolados da América do Norte, Europa e Africa
por meio da deteccédo dos sitios de digestdo das enzimas de restricdo, o que permite
a deteccdo de polimorfismos, mas ndo de mononucleotideos atipicos comuns a
genadtipos da América do Sul (PENA et al. 2008). Desta forma, confirma-se que a
“‘multi-locus DNA sequencing” € a técnica preconizada para a verificagcdo da
diversidade genética no Brasil em detrimento a multi-locus PCR-RFLP, como j& foi
demonstrado em outras pesquisas (FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2011; BEZERRA et
al., 2012; MACIEL et al., 2014).

Comparando-se os padrdes alélicos para os marcadores analisados nesta
pesquisa pela “multi-locus DNA sequencing” com os demais trabalhos que utilizaram
a mesma técnica no Brasil (Tabela 4) verifica-se que houve predominancia de alelos
tipo Il em apenas dois loci (GRA6 e PK1), sendo estes observados por Frazao-
Teixeira et al. (2011) e Jiménez-Sanz (2015- dados ainda nao publicados), ambos
em isolados de suinos. Este alelo clonal n&o foi observado em nenhum locus do
gendtipo isolado na presente pesquisa, sendo que da Silva et al. (2011) citam o
isolamento deste tipo clonal em ovinos. No referido trabalho, os animais dos quais
foram isolados T. gondii pertenciam a uma raca originaria da Australia e Nova
Zelandia (Ideal) e extensivamente criada em Santana do Livramento e Uruguaiana,
no estado do Rio Grande do Sul, onde fazem fronteira com Uruguai e Argentina. Os
locais de origem desta raca apresentam elevada prevaléncia de cepas tipo Il tanto
em humanos quanto animais.

Como pdde ser verificado, os dados referentes ao sequenciamento ainda
sdo escassos devido a maior utilizacdo da técnica multi-locus PCR-RFLP. Até o
momento, os estudos identificaram apenas uma pequena porcdo da diversidade
global do parasito. Em ovinos, além da presente pesquisa, Maciel et al. (2014)
realizaram a caracterizagdo genética de amostras de T. gondii de ovinos criados no
sul da Bahia e destinados ao consumo humano. Neste trabalho, a eficacia das
técnicas de multi-locus PCR-RFLP e “multi-locus DNA sequencing” foram

comparadas. No total, trés cepas de T. gondii foram detectadas dos 200 cérebros
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ovinos analisados (1,5%). Pela multi-locus PCR-RFLP, utilizando 10 marcadores
(SAG1, SAG2, SAGS3, BTUB, c22-8, PK1, GRA6, L358, c29-2 e apico,) foi
encontrado um Unico genotipo comum a todas as amostras e este foi diferente de
qualquer outro gendtipo de T. gondii ja publicado. O sequenciamento foi realizado
para nove dos dez marcadores genéticos supracitados, exceto para c29-2 devido a
problemas de qualidade no cromatograma de DNA. Apesar da andlise de “multi-
locus DNA sequencing” ter indicado que as trés amostras de ovelhas eram
diferentes, a variabilidade genética entre as mesmas néo foi suficiente para
classifica-las como gendtipos diferentes na analise filogenética, sendo estas entéo
classificadas na mesma linhagem.

Estes resultados reiteram que os achados de cepas de T. gondii no Brasil
sdo frequentemente diferentes daqueles detectados em outros paises e, desta
forma, dificultam uma analise filogenética acurada. Fica evidente que a descoberta
de novos gendtipos no Brasil € uma constante e novos estudos tornardo possivel o
entendimento tanto da relacao filogenética entre os isolados, quanto da correlacdo
destes genodtipos com a severidade da infeccdo na populacdo brasileira e o

monitoramento das principais vias de transmisséo.
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7 CONCLUSOES

O risco de infeccdo humana por T. gondii através da ingestdo de carne ovina
comercializada em acougues ou na forma de churrasco em espeto em
estabelecimentos comerciais especializados em Campos dos Goytacazes e

Séo Francisco do Itabapoana é minimo;

A elevada soroprevaléncia observada em ovinos para T. gondii demonstram
gque o agente pode estar amplamente distribuido de forma enzooética no

municipio de Campos dos Goytacazes;

Devido aos isolados serem todos atipicos e ainda apresentarem nucleotideos
em loci ainda n&do observados em outros isolados, confirma-se a alta

diversidade genética deste parasito na regido estudada;

A deteccdo de T. gondii vidvel em ovinos de uma propriedade reforca a
importancia de estudos posteriores de correlagao filogenética com isolados de
humanos, em especial de gestantes, principalmente por se tratar de um
municipio endémico para esta enfermidade e também para melhor direcionar

o tratamento dos infectados.
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