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RESUMO

OLIVEIRA, PLINIO AGUIAR DE. Caracterizacdo biopatologica de
Toxoplasma gondii isoladas de suinos no sul do Brasil. 2014. p.48
Dissertacdao (Mestrado) - Programa de Po6s-Graduacdo em Parasitologia,
Universidade Federal de Pelotas, RS, Brasil.

Estudos com Toxoplasma gondii em suinos sao relevantes porque seus
produtos e subprodutos fazem parte da cadeia alimentar do ser humano,
podendo 0 consumo de carnes cruas ou mal cozidas destes animais ser uma
das principais fontes de infeccdo. Este trabalho teve por objetivo caracterizar,
quanto a patogenicidade e viruléncia de T. gondii em camundongos Suicos
albinos, isolados de suinos de criagdo artesanal. Sangue, coracao e cérebro de
12 suinos, de seis diferentes municipios da regido sul do RS, foram coletados
logo apds o abate. Os soros foram examinados para deteccdo de anticorpos
IgG para T. gondii através da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e
os 6rgaos dos soropositivos (8/12) utilizados para bioensaios em grupos de
cinco camundongos, obtendo-se uma taxa de isolamento do parasito de 75%
(6/8). Os isolados que produziram ascite (3/6) foram reinoculados em
concentragdes de 10°, 10° 10% 103, 102 e 10'. Os outros trés somente
causaram infeccdo crbnica. Ao total foram acompanhados 21 grupos de
camundongos, dentre os quais 42,85% (9/21) apresentaram 100% de
morbidade e, destes, 38% (8/21) atingiram 100% de mortalidade. O menor
indculo capaz de causar morbidade e letalidade foi de 103 taquizoitos. O exame
histoldégico dos 6rgdos dos camundongos inoculados revelou a presenca de
estruturas morfologicamente compativeis com cistos de T. gondii em 52,4%
(11/21) das amostras, sendo: 23,8% (5/21) no pulméo e figado, 4,8% (1/21) no
pulmao, figado e encéfalo, 19% (4/21) no pulmao e 4,8% (1/21) no figado.
Todos os isolados foram cistogénicos, embora nao neurotréficos, mesmo
aqueles que apresentaram caracteristicas da toxoplasmose aguda. Os
resultados deste estudo revelam a presenca de cepas patogénicas e virulentas
de T. gondii na regiao estudada, e o risco que o consumo da carne suina
proveniente de criacdo artesanal pode representar para a saude humana.
Palavras-chave: Toxoplasmose, patogenicidade, viruléncia.



ABSTRACT

OLIVEIRA, PLINIO AGUIAR DE. Biopatologic characterization of
Toxoplasma gondii isolated from pigs in southern Brazil. 2014. p.48
Dissertacdao (Mestrado) - Programa de Pé6s-Graduacdao em Parasitologia,
Universidade Federal de Pelotas, RS,Brasil.

Studies with Toxoplasma gondii in pigs are important because their products
and by-products are part of the human food chain, allowing the consumption of
raw or undercooked meat of these animals is the major source of human
infection. This study aimed to characterize the virulence and pathogenic of T.
gondii strains isolates from rustic farm handling breading, inoculated in swiss
albino mice. Blood, heart and brain of 12 pigs of six different districts in the
southern region of RS were collected during the domestic slaughter. The serum
was analyzed by indirect immunofluorescence (IFA) and the seropositive (8/12)
used for bioassays in groups of five mice, where it is obtained an isolation rate
of 75% (6/8).The isolates that produced ascites (3/6) were reinoculated at
concentrations of10%, 10°, 10%, 103, 102 e 10'. The other three isolates only
chronic infection. In total 21 groups of mice was studied and 42.85% (9/21)
showed 100% of morbidity, among which38% (8/21) achieved 100% of
mortality. The smaller inoculum that can cause morbidity and mortality was the
10° tachyzoites concentration. Histological techniques howed the presence of
morphological structures compatible with T. gondii cysts in 52.4% (11/21) of
samples, with 23.8% (5/21) in lung and liver, 4.8% (1/21) in the lung, liver and
brain, 19% (4 / 21) in lung and 4.8% (1/21) in the liver. All isolates were formed
cyst, even those that were characteristic of acute toxoplasmosis. The results of
this study warn of the risk of infection by ingest infected animal’s tissues with T.
gondii.

Keywords: Toxoplasmosis, pathogenicity, virulence.
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1 Introducao

Zoonose parasitaria de distribuicdo mundial, a toxoplasmose é causada
pelo protozoario intracelular obrigatorio, Toxoplasma gondii (DUBEY; JONES,
2008). A enfermidade esta relacionada ao consumo de carne crua ou mal
cozida contendo cistos, ou a ingestdo de agua, verduras e legumes
contaminados por oocistos esporulados. Também pode ocorrer transmissao
transplacentaria, via transfusbées sanguineas e transplantes de 6rgaos
(DUBEY, 2010).

T. gondii é capaz de infectar mamiferos, aves, peixes e moluscos
(SMITH; REDUCK, 2000; CONRAD, 2005), podendo causar doenca congénita
e abortos no homem e animais domésticos (DUBEY; BEATTIE, 1988;
REMINGTON; DESMONTS, 1990). E estimado que o agente parasito infecte
cronicamente um tergo da populagédo humana (LAMBERT; BARRAGAN, 2010).

Em individuos imunocompetentes (incluindo criancas e mulheres
gravidas) aproximadamente 90% dos casos de infec¢cdo por T. gondii nao
cursam com alteragdes clinicas. Em aproximadamente 10% dos casos surgem
sintomas pouco especificos que raramente necessitam de tratamento
(MONTOYA; LIESENFIELD, 2004). Entretanto, se a primoinfecgdo materna
ocorrer durante a gestacao, o parasito pode invadir a circulacao fetal, levando
ao quadro de toxoplasmose congénita, com consequéncias ao feto, como
aborto, morte neonatal e anomalias fetais (GAGNE, 2001).

No caso de uma primoinfeccdo em individuo imunocomprometido, a
toxoplasmose geralmente apresenta-se sobre a forma de doenca pulmonar e
encefalite difusa (LUFT, 1989). A encefalite toxoplasmica e a toxoplasmose
disseminada tém sido observadas em individuos imunocomprometidos por
transplante de érgdos ou medula, cancer, terapia imunossupressora, bem
como em pacientes com a Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), nos
quais ocorre grave encefalite toxoplasmica em cerca de 40% dos casos (LUFT,
1989).

Todas as formas conhecidas de T. gondii sdo possiveis de serem
estudadas, porém com algumas limitacbes. Embora os oocistos possam ser
detectados por métodos de concentracdo nas fezes contaminadas, ndo podem
ser distinguidos morfologicamente dos oocistos de pelo menos outros quatro
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coccideos (Hammondia hammondi, H. heydorni, Neospora caninum, Besnoitia

sp.) e tornam necessario a realizacdo de bioensaio em camundongos para a
confirmacéo da espécie parasita envolvida (DUBEY, 2004).

Por possuirem habitos geofagicos, as aves, principalmente galinhas
criadas livres, tém sido utilizadas como indicadoras da contaminagdao ambiental
por oocistos de T. gondii, além disso, as mesmas podem ter papel como
transmissoras do agente ao homem (DUBEY, 2005).

Os suinos também sao hospedeiros intermediarios com grande
importancia para a manutencdo de T. gondii na natureza, devido ao grande
percentual de cistos vidveis na carne e ao seu habito onivoro (KIJLSTRA;
JONGERT, 2008). Nas criac6es artesanais, a possivel ingestdo de roedores,
passaros, visceras provenientes de abate doméstico e alimentos ou agua
contaminados com fezes de felideos, aumentam o risco de infecgdo (DUBEY,
2009).

A carne suina, entre os alimentos de origem animal, € uma das
principais fontes de infeccdo humana por T. gondii em vérios paises (DUBEY,
2009; SILVA, 2010). No sul do Brasil o consumo desta carne e embutidos feitos
artesanalmente é elevado, o que pode representar uma fonte de infecgcéao
humana pelo protozoério (DIAS, 2005; SPALDING, 2005; ALMEIDA, 2006).

O isolamento e posterior avaliacdo de cepas de T. gondii a partir de
suinos naturalmente infectados, permitem que seja estimado o risco a que
humanos e animais de determinada regido estdo expostos. No presente
trabalho, foi realizado o isolamento do parasito de suinos de criacdo artesanal,
naturalmente infectados, por meio da inoculagdo em camundongos, com

posterior avaliacao das caracteristicas biopatolégicas dos diferentes isolados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Toxoplasma gondii (Nicolle; Manceaux, 1909)

2.1.2 Histoérico

O primeiro relato de Toxoplasma gondii foi feito em 1908, por Nicolle e
Manceaux, em roedor (Ctenodactylus gundi) na Tunisia. Neste mesmo ano, na
cidade brasileira de Sdo Paulo, Splendore encontrou o parasito em um coelho.
O agente foi considerado inicialmente, como pertencente ao género
Leishmania, mas em 1909 foi caracterizado por Nicole e Manceaux como uma
nova espécie, Toxoplasma gondii (Nicolle; Manceaux, 1909).

O primeiro caso de toxoplasmose humana foi descrito por Castellani em
1913 (FIALHO, 2002), em um menino com quadro febril e com esplenomegalia
(P1ZZ1, 1997).

Em 1928, Levaditi et al. descreveram pela primeira vez a presenca de
cistos teciduais como estagio persistente em hospedeiros intermediarios.

Entre os anos de 1937 e 1939, T. gondii foi reconhecido como agente
causador de encefalomielite em neonatos humanos, sendo determinada uma
triade classica de sintomas da toxoplasmose congénita: retinocoroidite,
hidrocefalia e encefalite seguida de calcificacao cerebral (WOLF; COWEN,
1937; WOLF, 1939).

Em 1940, foi descrito o primeiro caso fatal de toxoplasmose disseminada
em um humano adulto (PINKERTON; WEINMAN, 1940).

O primeiro teste para detecg¢édo de anticorpos para T. gondii foi o azul de
metileno “dye test”, desenvolvido por Sabin e Feldman em 1948. O agente foi
reconhecido como causa de linfoadenopatia em humanos em 1951-1952
(GARD; MAGNUSSON, 1951; SIIM, 1952).

Em 1952 foi descrita uma tétrade de sintomas da toxoplasmose
congénita em humanos (retinocoroidite, hidrocefalia ou microcefalia, encefalite
seguida de calcificacao cerebral e disturbios psicomotores) (SABIN, 1952).

Ainda em 1952 a infecgdo por T. gondii foi reportada pela primeira vez
em suinos, nos Estados Unidos (FARREL, 1952). A primeira citacdo de
toxoplasmose em suinos, no Brasil, foi feita no Estado de Minas Gerais (SILVA,
1959).
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As primeiras hip6teses sobre a possibilidade de transmisséao horizontal

através de cistos teciduais de carnes cruas de suinos ocorreram entre 0s anos
de 1954 a 1956, (WEINMAN; CHANDLER, 1954; WEINMAN, CHANDLER,
1956; BEATTIE, 1982). Tal hipétese foi confirmada em 1960, esclarecendo o
significado epidemiol6gico da forma cistica do T. gondii, sendo evidenciada a
importancia das carnes de animais, insuficientemente cozidas, como fonte de
infeccdo para os humanos (JACOBS, 1960).

Em 1959 foi verificada, sorologicamente, a positividade para T. gondii
em pessoas vegetarianas (RAWAL,1959). Seis anos mais tarde, foi levantada a
hipbtese de que uma fase infectante seria liberada no meio ambiente atravées
das fezes dos gatos (HUTCHISON, 1965).

Hutchison e colaboradores identificaram os oocistos em 1969. No
mesmo ano foi demonstrada a presenca do parasito em diafragmas de 25
suinos aparentemente normais (AMARAL; MACRUZ, 1969).

Em 1970 foi verificada a fase sexual do ciclo de vida no intestino delgado
de gatos (DUBEY, 1970; FRENKEL,1970). A confirmagdo do felino como
hospedeiro definitivo de T. gondii ocorreu entre os anos de 1970 e 1971
(FRENKEL,1970; HUTCHISON,1971).

2.1.3 Taxonomia
Segundo Levine (1980), Toxoplasma gondii é classificado como:
Reino: Protista
Sub-reino: Protozoa
Filo: Apicomplexa
Classe: Sporozoae
Sub-classe: Coccidea
Ordem: Eucoccidiida
Sub-ordem: Eimeriina
Familia: Sarcocystidae
Sub-familia: Toxoplasmatinae
Género: Toxoplasma
Espécie: T. gondii (Nicolle; Manceaux, 1909)
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2.1.4 Ciclo biolédgico do parasito

Toxoplasma gondii, parasito intracelular obrigatério, acomete
principalmente o homem, outras espécies de mamiferos, aves, peixes e
moluscos (DUBEY; BEATTIE, 1988; DUBEY, 2009), causando uma das
infecgbes parasitarias mais comuns no mundo (MONTOYA; LIESENFIELD
2004). T. gondii é um protozoario com morfologia variada, conforme seu habitat
e estadio evolutivo (AMENDOEIRA, 1999), podendo ser encontrado nas formas
de: taquizoitos, bradizoitos contidos em cistos teciduais e esporozoitos em
oocistos esporulados. As trés formas sdo os estagios infectantes no ciclo de
vida do agente, tanto para os hospedeiros intermediarios, quanto para os
definitivos (DUBEY, 2010).

Produzidos no epitélio intestinal dos felideos, as formas imaturas séo os
oocistos, ndo esporulados, que sao eliminadas, com as fezes, para 0 meio
ambiente. Estruturalmente arredondados, possuem membrana externa dupla,
responsavel por sua resisténcia as condicdes adversas do meio ambiente.
Passam a apresentar, em seu interior, quatro esporozoitos dentro de cada um
dos dois esporocistos, apds a sua evolucao (esporulacdo) no meio ambiente,
em periodo que depende das condigdes de temperatura e umidade (DUBEY,
2009).

Os taquizoitos apresentam forma alongada, ligeiramente arqueada, com
extremidade anterior mais afilada que a posterior (DUBREMETZ, 2012), sendo
a forma caracteristica da fase aguda. Sdo formas de multiplicacao rapida,
encontradas no interior de varias células nucleadas. A multiplicacdo ocorre por
sucessivas endodiogenias, dentro de vacuolos parasitéforos, formados pela
célula hospedeira (BARRAGAN; HITZIGER, 2008).

Bradizoitos, caracteristicos da fase cronica da infeccdo, séao
encontrados, geralmente, no interior de cistos teciduais no organismo do
hospedeiro (DUBEY, 1998). Os cistos com bradizoitos podem ser encontrados
no tecido nervoso, muscular esquelético e cardiaco, assim como na retina
(HILL; DUBEY, 2002). Os taquizoitos e bradizoitos desenvolvem-se em quase
todas as células e tecidos de grande variedade de hospedeiros, o que torna T.
gondii um dos parasitos de menor especificidade.

Sob a forma de taquizoito, T. gondii pode atravessar ativamente

barreiras biolégicas como epitélios intestinais e placentarios. Pode, ainda,
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invadir células sanguineas nucleadas circulantes, como macréfagos e células

dendriticas, e nestas conseguem atravessar a barreira hematoencefélica,
atingindo o cérebro e formando cistos teciduais (CARRUTHERS; SUZUKI,
2007).

O ciclo de vida deste protozoario é heteroxeno facultativo, sendo os
membros da familia Felidae os hospedeiros definitivos. Heckeroth e Weiss
(2000) relataram uma evidéncia epidemiolégica dessa afirmacdo, pela
inexisténcia virtual de infeccoes por esse agente em animais de ilhotas e atbis
nunca habitados por gatos.

Nos hospedeiros intermedidrios (aves, répteis, peixes, anfibios e
mamiferos, incluindo o homem), ocorre a fase assexuada da reproducéo,
enquanto que nos felideos ocorre primeiramente uma fase assexuada seguida
por uma fase sexuada de reproducdo, esta ocorrendo exclusivamente no
epitélio intestinal dos animais desta familia (DUBEY, 2004). Além disso, 0s
animais da familia Felidae podem se comportar como hospedeiros
intermediarios no ciclo (DUBEY; BEATTIE, 1988).

Quando o cisto é ingerido, no sistema digestivo do hospedeiro, ocorre a
digestdo da parede do mesmo, ou seja, ela rompe e ocasiona a liberacao dos
bradizoitos, que, instantaneamente, procuram uma célula para penetrar, se
modificaram para a forma de taquizoito, e espalham-se para os demais tecidos
(DUBEY; FRENKEL, 1976). Durante este periodo, o sistema imune forma
anticorpos especificos e ativam desenvolvimento de mecanismos imunes
celulares que atuam contra o agente extracelular. Somente os bradizoitos
persistem e sao responsaveis pela manutencdo de titulos sorolégicos que
podem durar por toda vida do hospedeiro (BIANCHI, 2005).

Se a ingestao ocorrer pelo hospedeiro definitivo que é o felideo, o
processo é diferente: as formas infectantes invadem o epitélio intestinal,
originam merontes, merozoitos e, posteriormente, gametas masculinos e
femininos, que originarao o zigoto. O zigoto maduro rompe a célula do epitélio
intestinal, sendo liberado na luz do intestino, quando entdo passa a ser
denominado oocisto, que ira ao exterior com as fezes do hospedeiro definitivo
(DUBEY; MORALES; LEHMANN, 2004).
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2.1.5 Vias de transmissao e fatores de risco

A transmissao pode ocorrer de forma horizontal, pela ingestdo de formas
infectantes (oocistos esporulados, bradizoitos em cistos, ou taquizoitos) e pela
forma vertical, pela passagem de taquizoitos, da mae para feto (BLANDER,;
SAEIlJ, 2009). Os humanos e os animais podem adquirir a infeccdo por
qualquer dessas formas do ciclo de vida do parasito, ou ainda, a partir de
produtos sanguineos, nos transplantes de 6rgaos (KIJLSTRA; JONGERT,
2009).

Apdbs o nascimento, o0 homem infecta-se, principalmente, pela ingestao
de oocistos esporulados encontrados no meio-ambiente, ou pela ingestao de
cistos teciduais em carne crua ou mal cozida de hospedeiros intermediarios. A
variacdo da prevaléncia parece ser devida a fatores climaticos, geograficos,
habitos alimentares, tipo de trabalho e habitos culturais, indicando a ocorréncia
de todos 0os mecanismos de transmissédo (TENTER, 2009).

A transmissao fecal-oral ocorre na ingestao de oocistos esporulados do
agente com agua ou alimentos. Altas taxas de soroprevaléncia em grupos de
vegetarianos restritos podem ser explicadas pela contaminacédo tanto da agua
guanto dos vegetais, com oocistos de T. gondii (HALL, 1999).

Animais que pastam, estdo inevitavelmente em risco de adquirir a
infeccao por T. gondii, pois estdo mais expostos a contaminagao ambiental por
oocistos. Cabras e ovelhas assumem papel importante como fontes de
infeccdo, uma vez que a soroprevaléncia nestas espécies € alta (TENTER,
2000). Em ovelhas a positividade pode chegar a 92% (CABANNES, 1997)
engquanto que em cabras pode alcancar até 75% do rebanho (ROGER, 1991).
A infeccdo em bovinos se da principalmente através da transmissao horizontal,
através da ingesta de oocistos no ambiente (COUTINHO, 1982; DUBEY, 1986).
Estudos feitos em 2004, por Daguer et al., no estado do Parana, constataram
soropositividade em 41,4% dos bovinos.

As colecbes de agua doce podem estar diretamente ligadas a
transmissdo de T. gondii para o homem via oocistos. Bahia-Oliveira et al.
(2003), investigando um surto de toxoplasmose em Campos dos Goytacazes,
cidade do norte do estado do Rio de Janeiro, sugeriram a ingestdao de oocistos
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pelo consumo de agua nao tratada de rios, lagos ou pogos como a principal

via de contaminacéao por T. gondii naquela cidade.

A transmissé@o de T. gondii por carnivorismo ocorre com a ingestao de
carnes, embutidos crus ou mal passados contendo nas suas fibras cistos, ou
fluidos corporeos de hospedeiros, nos quais se encontra uma carga de
taquizoitos presentes na fase aguda da infeccdo toxoplasmatica, € que se
multiplicam rapidamente em células nucleadas.

Oocistos na agua ou vegetais, e cistos teciduais contidos na carne de
diversos animais, principalmente suinos representam a maior fonte de infecgéao
por T.gondii para o homem (MCALLISTER, 2005).

Um estudo incluindo cidades na Bélgica, Dinamarca, Italia, Noruega,
Suica e Reino Unido, atribuiu 30%-63% dos casos de infeccdo humana por
T.gondii ao consumo de carne mal cozida ou curada (COOK, 2000). Possui
também importante papel na transmissdao da toxoplasmose, o habito de
experimentar o alimento durante o preparo, e o uso de utensilios domésticos
como facas e colheres sem a devida higienizagdo com agua quente ou sabao
(DUBEY, 1998).

Quando a primoinfec¢cdo materna acontecer pouco antes da concepcao
ou durante a gravidez, T. gondii pode ser transmitido via placenta para o feto,
resultando em infecgdo aguda, que pode levar a graves sequelas a crianca
(DUBEY, 2005).

O momento gestacional em que acontece a transmissao vertical do T.
gondii esta diretamente ligada ao momento em que a infeccdo materna foi
adquirida. Quanto mais tarde ocorrer a infeccdo maior o risco de o feto ser
atingido. Se a infeccao materna for adquirida nas primeiras seis semanas de
gestacao o risco de transmissao para o feto é de menos de 2%, elevando-se
para mais de 90% se a infeccdo for adquirida nas Ultimas semanas de
gestacdo (DESMONTS, 1985; DESMONTS, 1982). Em média, a taxa de
transmissdo para o feto € de 14% para infeccbes adquiridas no primeiro
trimestre de gravidez, 30% para o segundo e 59% para o terceiro (TENTER,
2000).

No entanto, a gravidade das lesdes é inversamente proporcional ao
periodo gestacional, além de depender também da viruléncia da cepa do
parasita (DRUBREMETZ, 2012). Quanto menor a idade gestacional maiores
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chances de abortos, e, quanto mais adiantada a gestagdao, embora seja maior a

probabilidade da infecgdo fetal, menores s&o os riscos de fetopatias graves
(WONG; REMINGTON, 1994; GAGNE, 2001).

2.1.6 T. gondii no Hospedeiro Definitivo

Os felideos sdo os unicos que permitem a multiplicacdo do parasito no
epitélio intestinal, onde ocorre o desenvolvimento sexual, e excretam os
oocistos nas fezes. S840 espécies-chave na transmissdo de T. gondii para o
homem e outras espécies animais (DUBEY, 2010).

Os felideos se infectam principalmente ingerindo os bradizoitos em
cistos de tecidos de outras espécies animais, ou até mesmo no ambiente
contendo oocistos esporulados (P1ZZI1, 1997; ARAUJO, 1998).

Sao capazes de eliminar em suas fezes milhares de oocistos de T.
gondii, por cerca de duas semanas (DUBEY; FRENKEL, 1972; DUBEY;
BEATTIE, 1988), os quais podem se manter viaveis no ambiente por varios
meses (BUXTON, 1998).

Normalmente os gatos se infectam ainda quando filhotes, no momento
em que ingerem cagas trazidas pela mae, ou congenitamente, porém, apds
adultos, é dificil eliminar oocistos novamente a ndo ser que ocorra um quadro
de imunossupressao (DUBEY, 2004). Frente a um quadro de
imunossupressao, gatos soropositivos podem voltar a eliminar oocistos, mas
mesmo sendo em menor quantidade, representam uma importante forma de
contaminagdo ambiental (DUBEY; FRENKEL, 1974). Quando primoinfectados
gatos adultos também eliminam oocistos, porém, em menor quantidade e por
um periodo mais curto (LINDSAY; BLAGBURN; DUBEY, 1997).

Praticamente todos os gatos alimentados com cistos de T. gondii
acabam liberando oocistos nas fezes e este fato deve-se, muito provavelmente,
a grande sensibilidade dos felinos aos cistos teciduais de T. gondii (DUBEY,
2005).

No Brasil diferencas consideraveis na positividade entre gatos
domiciliados e de rua sao verificadas, devido aos habitos higiénicos e
alimentares (PENA, 2006). A taxa de soropositvidade pode variar de 36% em

gatos domésticos a 50% em gatos errantes (De FEO, 2002).
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2.1.7 T. gondii no Hospedeiro Intermediario

As consequéncias da toxoplasmose sao varias. Em ovinos e caprinos
pode ocasionar morte embrionaria, reabsorcdo, morte fetal e mumificacao,
abortamentos, nascimento prematuro e morte neonatal. Em suinos, T.gondii
pode causar mortalidade em jovens, € nos animais silvestres a doenca é
severa, geralmente fatal, como nos marsupiais australianos, macacos do novo
mundo, gatos selvagens e canarios. Entre os mamiferos marinhos, as lontras
tém apresentado altas taxas de mortalidade devido a encefalites por
toxoplasmose (SUNDAR, 2008).

Quando a transmissao do protozodario ao hospedeiro intermediario nao
ocorre por via congénita, geralmente ela se da pela ingestdo do oocisto
esporulado no ambiente. (TENTER, 2000).

2.1.8 T. gondii em humanos

A infeccdo por Toxoplasma gondii €, geralmente, assintomética em
imunocompetentes e sintomatica em imunodeprimidos e fetos (JEFFREY,
2001). Em alguns casos pode-se observar sinais clinicos, como linfadenopatia
cervical ou axilar, febre baixa, cefaléia, polimiosite, miocardite, hepatite e
sensacao de fadiga, principalmente em individuos que estdo passando por um
periodo de imunossupressao (YAMAMOTO, 2000). Em portadores da
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) ou transplantados
(imunossupressdo quimica), a toxoplasmose pode causar quadros de
encefalite e muitas vezes levam o paciente a ébito (HILL; DUBEY, 2002).

A soroprevaléncia para T. gondii em humanos é variada. Geralmente
aumenta com a idade e difere conforme os habitos socioculturais e alimentares,
fatores geograficos e climaticos. Em regiées de clima umido, a prevaléncia da
doenca é mais elevada, pois este tipo de clima favorece a sobrevivencia dos
oocistos no meio ambiente (FELDMAN, 1974).

Diferentes soroprevaléncias também sao encontradas no Brasil. Um
inquérito sorolégico em gestantes atendidas pelas Unidades Basicas de Saude
do municipio de Londrina, PR, ao avaliar 492 mulheres, encontrou uma
prevaléncia de 49,2% de positividade (LOPES, 2009).

Na cidade de Pelotas, no Rio Grande do Sul, 54,8% das gestantes
atendidas pelo Sistema Publico de Saude eram soropositivas para T. gondii
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(CADEMARTORI, 2008). Em Porto Alegre, capital do Rio Grande do Sul, apos

avaliacado de 10.468 gestantes e foi verificada uma prevaléncia de 61,1%
(REIS, TESSARO; D'AZEVEDO 2006). Na cidade de Erechim, no mesmo
estado, foi encontrada a maior prevaléncia do mundo da forma ocular da
toxoplasmose, atingindo 17% da populag¢do (GLASNER, 1992).

A maioria dos surtos de toxoplasmose em humanos tem sido atribuida
ao consumo de carne crua ou mal cozida (KIJLSTRA; JONGERT, 2009).

Quanto a sintomatologia clinica, em um surto ocorrido no Canada, 2894
de 7718 pessoas adquiriram infecgdo por T. gondii. Destas, 100 apresentaram
sintomas de toxoplasmose aguda, sendo que 8 tiveram sintomas de
toxoplasmose generalizada apresentando suor noturno, calafrios e dor de
cabeca. Outros 20 individuos apresentaram toxoplasmose ocular, 51
apresentaram aumento dos linfonodos. A faixa etaria dos doentes variou entre
6 e 83 anos. Entre as gestantes, 37 mulheres foram identificadas como
portadoras de primoinfeccdo e 12 criancas nasceram portadoras de
toxoplasmose congénita (ISAAC-RENTON, 1998; ARAMINI, 1998, 1999).

Ao comparar prevaléncias deve-se ter atencdo ao fato de que, os
estudos feitos usaram diferentes tipos de teste para deteccdo de anticorpos
antitoxoplasma, apresentando também variagdo quanto ao numero de
amostras utilizadas. Isso também pode explicar a variacao entre os resultados
(MOURA, 2006).

2.1.9 T. gondii em suinos

Os suinos podem adquirir a toxoplasmose pela ingestao de oocistos na
agua e ragao contaminadas, pela ingestao de roedores ou de carnes e visceras
infectadas com cistos e também por infeccéo transplacentaria (DUBEY, 2009).

Dubey et al. (2009) compararam os relatos de prevaléncia de anticorpos
para T. gondii em suinos de alguns paises do mundo. Nos EUA, onde existe
grande consumo de carne suina, foi constatada soropositividade média de
23%, quando foi realizado um estudo em todo o pais, utilizando o Teste de
Aglutinagdo Modificado (MAT). No Canada foi possivel observar niveis
proximos de zero, em estudo realizado com 6048 suinos utilizando a técnica de
ELISA (0,74%), enquanto que, na lItélia, foram detectados niveis altos (64,4%)

utilizando a mesma técnica.
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No Brasil, Guimardes et al. (1992) encontraram taxas de

soropositividade de 90% em suinos da raca piau e Aradjo et. al. (1998)
encontraram taxas de até 54% na regiao de Erechim, no estado do Rio Grande
do Sul, ambos utilizando a técnica de imunofluorescéncia indireta.

Varios estudos avaliaram a soropositividade para T. gondii em suinos de
diferentes estados brasileiros. Fornazari et al. (2009) avaliando granjas e
abatedouros no estado de Sdo Paulo observaram prevaléncias de 6,5 e 35%,
respectivamente. No Rio Grande do Sul, Grispan et al. (1995) avaliaram 200
amostras de abatedouros, obtendo uma soroprevaléncia de 18%. Na regiao de
Pelotas, Pereira (2005) avaliou 195 amostras em granjas e 195 em criadouros
artesanais, revelando prevaléncias de 5,8 e 33,9%, respectivamente. Os
resultados obtidos sao expressivos e ressaltam a importancia desta espécie
animal na dispersao do parasito no pais. Alem disso, soropositividade para T.
gondii € um indicativo do status de higiene e do risco de infeccao dos suinos de
uma propriedade (DAMRIYASA, 2004).

Durante muitos anos, os suinos foram considerados as principais fontes
de infecgédo de T. gondii para o homem, nos Estados Unidos e na Europa. Este
fato deve-se as altas taxas de soropositividade e ao isolamento do parasito na
carne destes animais (JANITSCHKE, 1999; SHIRLEY, 1997; DUBEY, 1994).
No entanto, o desenvolvimento de melhores técnicas de produgcdo e manejo em
fazendas de engorda e abate de suinos, em muitos paises europeus e norte
americanos, resultou em um decréscimo significativo da soropositividade nessa
espécie.

Os suinos possuem importante papel na transmissao da toxoplasmose,
pois em muitos paises, muitas fazendas criam os suinos livres, sem um manejo
intensivo do rebanho. Soma-se a isto o fato que mesmo nos paises onde
predomina o manejo intensivo, ainda existem pequenas propriedades que
engordam e abatem os animais da maneira artesanal, posteriormente
vendendo a carne para a populacao (DUBEY, 2009).

O parasito tem sido isolado de diversos tecidos de suinos em todo o
mundo, sejam estes oriundos de abatedouros ou de granja, porém, 0 sucesso
do isolamento tem variado muito devido aos procedimentos de prova biolégica
empregada, mas um fator que tem aumentado a eficiéncia de isolamento € a

avaliagao soroldgica prévia dos animais (DUBEY, 2009).
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No Brasil estudos estdo sendo realizados utilizando tecidos de suinos

para isolamento do parasito. Santos et al. (2005) analisou vinte e oito coragoes,
cérebros e linguas de suinos, detectando T. gondii viavel em sete amostras.
Frazao-Teixeira et al. (2006) ao avaliarem doze cérebros provenientes do
mercado popular de Campos dos Goytacazes obtiveram positividade em seis

amostras.

2.1.10 Patogenicidade e Viruléncia de Toxoplasma gondii

Amostras de T. gondii, isoladas de diferentes espécies animais, apesar
de morfologicamente iguais, exibem consideravel variagdo na patogenicidade e
viruléncia para animais de laboratério (HARBOE; ERICHSEN, 1955; DUBEY;
FRENKEL, 1973; DUBEY, 2010).

As amostras inicialmente sao diferenciadas através da viruléncia,
normalmente estabelecida pela avaliacgdo de morbidade e mortalidade em
camundongos de laboratério (KAUFMAN; REMINGTON; JACOBS, 1958;
BOHNE,1993), embora a viruléncia do parasita possa ser alterada pela
passagem continua numa mesma espécie animal (JACOBS ; MELTON, 1954).

Essas variacGes sdo mais evidentes apenas nas condicbes extremas,
seja de malignidade, como é o caso da amostra RH, que mata 100% dos
camundongos no estagio agudo da doenca, ou de benignidade, representada
pelas amostras ndao patogénicas, que permitem a sobrevida prolongada dos
camundongos por ela infectados (LAUGIER; QUILICI, 1970).

A patogenicidade varia de acordo com o hospedeiro, o estagio do
parasita, via de inoculacdo e dose infectante, e se traduz pela capacidade do
agente, apds instalado no organismo, de causar alteragdes clinicas no
hospedeiro (WILLIANS; GRUMET; REMINGTON, 1978; DUBEY; FRENKEL,
1973).

A patogenicidade dos protozoarios depende dos mecanismos
especificos para invasao, formacao do vacuolo parasitéforo, desenvolvimento,
obtencdo de nutrientes e evasdo do sistema imune. Estudar estas
caracteristicas € importante para conduzir avangos na obtencéo de novos alvos
terapéuticos (BARROS, 2012). Aparentemente a patogénese ocorre devido a
presenca ou inducao de mediadores inflamatérios sollveis (SIBLEY, 2003), e
trés organelas estdo envolvidas no processo de fixacdo, penetracdo e
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formacao do vacuolo parasitéforo: micronemas, roptrias e granulos densos

(CARRUTHERS, 2002).

A inducdo da migracdo celular € outra caracteristica de T. gondii.
Durante a infec¢do aguda, os taquizoitos migram pelos tecidos do hospedeiro e
atravessam as barreiras biolégicas (BARRAGAN; HITZIGER, 2008).

Células do sistema imune podem se tornar um destino adequado para o
protozoario mediar sua dispersao no organismo, pois trafegam entre tecidos,
drenam para o sistema linfatico e voltam a circulagao (FRIEDL; WEIGELIN,
2008). As migracbes celulares podem ocorrer por passagem paracelular ou
transcelular do parasito ou pelo mecanismo de “cavalo de Tréia”, onde os
leucécitos infectados transportam o parasito através da barreira celular
(LAMBERT; BARRAGAN, 2010).

A diferenciacdo de taquizoitos em bradizoitos é essencial para a
patogénese e transmissdo de T. gondii (SULLIVAN, 2009; BLANDER; SAEIJ,
2009).

Embora exista variabilidade entre as propriedades biolégicas de
diferentes cepas, que influenciam sobre sua patogenicidade, as amostras
estudadas sao antigénica e morfologicamente semelhantes (TENTER, 1997;
JOHSON, 1997). Dubey e Beattie (1988), em revisdo sobre T. gondii,
classificaram as amostras isoladas até entdo, em altamente virulentas, de
viruléncia intermediaria e nao virulentas. Essas diferencas foram principalmente
atribuidas a fatores como capacidade de penetracdo celular, taxa de
crescimento celular e conversbées de taquizoitos em bradizoitos e vice-versa
(DARDE, 2004).

Foram determinadas trés linhagens clonais distintas por diferencas
genotipicas do T. gondii, chamadas de tipo I, Il e Ill, com variacdes na
viruléncia das cepas (AJZENBERG, 2004).

Com maior viruléncia séo as do tipo I, pois disseminam-se rapidamente
e estdo associadas a fase aguda da doenca. Cepas dos tipos Il e Ill sdo menos
virulentas e geralmente estabelecem infeccoes cronicas e apresentam maior
taxa de crescimento in vivo (BLANDER; SAEIJ, 2009). Independente da via de
inoculacao e dosagem, cepas do tipo | sdo letais. Por outro lado, a letalidade
das cepas do tipo Il e lll esta diretamente ligada a via de inoculacido, dosagem
e genotipo do hospedeiro (SIBLEY, 2003).
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A cepa RH é muito utilizada como padrao na comparacao entre cepas.

Ela foi isolada em 1939 de uma crianca com quadro letal de encefalite
toxoplasmica (HOWE; SIBLEY, 1995). Esta cepa é caracteristica do tipo |, letal
para camundongos mesmo em baixos indculos. A cepa RH, quando injetada
numa dose de 10° taquizoitos em camundongos (SWISS) ou (BALB/c), leva-os
a morte em 6 a 7 dias, e por isso € considerada como uma cepa virulenta. A
cepa ME-49 foi originalmente isolada da musculatura de ovino. E uma cepa
cistogénica e considerada avirulenta ou de baixa viruléncia. Em camundongos
BALB/c a cepa ME-49 de T.gondli produz cistos no cérebro. O aparecimento de
cistos caracteriza a fase cronica da infeccdo que persiste por toda a vida
destes camundongos (LUNDE; JACOBS, 1983).

Os isolados da América do Sul, independente da espécie isolada,
quando avaliadas pelo bioensaio em camundongos, tém se mostrado mais
virulentos do que os da Europa e América do Norte (DUBEY, 2006; 2007;
CAVALCANTE, 2007).

Estudos evidenciam predominancia de cepas do tipo Il em pacientes
imunossuprimidos e infeccoes congénitas. Um estudo de coorte realizado na
Franca com pacientes imunossuprimidos apontou cepas do tipo Il em 75 a 80%
dos pacientes (HONORE et al., 2000). Cepas do tipo Il sdo pouco comuns em
seres humanos, sendo isoladas principalmente de animais (MONTOYA;
LIESENFIELD, 2004).

Em casos de toxoplasmose ocular, tem sido encontradas cepas do tipo I.
Neste caso ocorre grande destruicdo tecidual e pouca resposta ao tratamento
quimioterapico (BOOTHROYD; GRIGG, 2002).

Nem sempre as cepas isoladas de T. gondii pertencem aos tipos |, Il ou
lll, sendo, entdo, consideradas recombinantes ou atipicas, embora seja muito
raro 0 encontro de hospedeiros infectados com mais de um tipo de cepa
(PENA, 2008). Em humanos as cepas atipicas sao mais comumente
encontradas em casos de toxoplasmose ocular severa (BOOTHROYD; GRIGG,
2002).

Classificar as diferentes cepas de T. gondii € extremamente importante
para a caracterizacdo epidemioldgica, pois permitira a investigacdo da
distribuicdo e da viruléncia de diferentes cepas de parasitos isoladas de
populacdes animais e humanos (SILVA, 2001).
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Conhecer os limites até onde a reproducao sexual e a expansao clonal

do parasito alteram o perfil de T. gondii € questao central para se entender a
estrutura genética populacional global do parasito (GRIGG, 2009).

Novos estudos devem ser realizados quanto a analise da patogenicidade
e viruléncia, pois isto pode estar intimamente associada a carga parasitaria,
forma infectante e consequéncias ocasionadas pela infeccdo pelo parasito
(PENA, 2008). Caracterizar biopatologicamente as cepas de uma regiao pode
explicar a forma de ocorréncia da toxoplasmose em humanos e animais, se a
mesma € preocupante ou ndo em saude publica, ou mesmo para a producao

animal.



3 Objetivos

3.1 Geral

J Caracterizar, quanto a patogenicidade e viruléncia em
camundongos sui¢os albinos, isolados de T. gondii de suinos de criagdo
artesanal da regiao sul do Rio Grande do Sul.

3.2 Especificos

o Isolar T. gondii dos tecidos de suinos, através de bioensaio
em camundongos.

J Investigar a patogenicidade e viruléncia dos isolados
através de inoculacées com diferentes concentracdes de taquizoitos do
parasito.

o Determinar a presenca de cistos T. gondii em
camundongos utilizados no bioensaio.
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Patogenicidade e Viruléncia de Toxoplasma gondii isolado de suinos de criacdo artesanal do

sul do Brasil

Plinio Aguiar de Oliveiral*, Fernando Caetano de Oliveira?!, Laura Maria Jorge de Faria®, Beatriz
Gonzalez Cademartori®, Clairton Marcolongo Pereira2, Ana Carolina Barreto Coelho?, Felipe Geraldo
Pappen3, Nara Amélia Farias!

ABSTRACT.- Oliveira P.A, Oliveira F.C. Faria L.M.],Marcolongo-Pereira C., Coelho A.C.B., Pappen F.G.
& Farias N.A.R. 2014. [Patogenicity and Virulence of Toxoplasma gondii isolated from pigs in
southern Brazil] Patogenicidade e viruléncia de Toxoplasma gondii isolado de suinos do sul do
Brasil. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Parasitologia e Microbiologia,
Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitario S/N, Pelotas, RS
96010-900, Brasil. E-mail: plinio-vet@hotmail.com

Studies with Toxoplasma gondii in pigs are important because they are part of the human food
chain. The main routes of transmission of this agent are: carnivorism, fecal-oral and congenital. Six
isolates of T. gondii from artisanal handling pigs were evaluated for virulence and pathogenicity.
Half of the isolates (3/6) were lethal and caused clinical signs in swiss albino mice. The minimum
lethal dose was 10® tachyzoites by inoculum. The death of mice who had acute infection occurred
between 12 and 26 post-inoculation days. Three T. gondii isolated strains were virulent and
pathogenic, while the others are not pathogenic or virulent. All isolates of the study area have a
high ability to originate cysts, which can increase the risk of infection by ingest infected animal’s
tissues.

INDEX TERMS: Toxoplasma gondii, isolates, pigs, artisanal handling.

RESUMO.- Estudos com Toxoplasma gondii em suinos sao relevantes porque fazem parte da cadeia
alimentar do ser humano. As principais vias de transmissdo deste agente sdo o carnivorismo, fecal-
oral e congénita. Foram avaliados, quanto a patogenicidade e viruléncia, seis isolados de
Toxoplasma gondii de suinos de criacdo artesanal. Dos isolados, 50% (3/6) foram letais e causaram
sinais clinicos em camundongos suicos albinos. A dose minima letal foi de 10® taquizoitos. A morte
dos individuos que apresentaram infec¢do aguda ocorreu entre 12 e 26 dias pds-inoculacdo. Trés
amostras de T. gondii isoladas mostraram-se virulentas e patogénicas, as demais ndo sdo virulentas
nem patogénicas. Todos os isolados da regido estudada apresentam alta capacidade de formar
cistos, o que pode aumentar o risco de infec¢do pela ingestdo de tecidos dos animais infectados
pelos mesmos.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Toxoplasma gondii, isolado, suinos, criacio artesanal.

Introducio

Toxoplasma gondii, protozodrio cosmopolita e intracelular obrigatério, é agente de uma das
infec¢bes parasitarias mais comuns do homem, dos animais domésticos e selvagens (Dubey 2010).
As principais formas de infeccdo ocorrem por via oral, através da ingestdo de carne mal cozida
contendo cistos, de alimentos e agua contaminados com oocistos eliminados nas fezes de gatos
infectados, ou ainda, via transplacentaria (Dubey & Jones, 2008).

No Brasil, a soroprevaléncia de T. gondii em humanos é elevada, variando de 15-80% nos
adultos, chegando a 100% em algumas areas (De Moura et al. 2006), sendo considerado o terceiro
patégeno mais frequente em pacientes que apresentam complica¢des relacionadas a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida - SIDA (Colombo et al. 2005). No estado do Rio Grande do Sul, a
prevaléncia do protozoario na populagdo varia de 54,8% a 74,5% (Cademartori et al. 2008).
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A carne suina é uma importante fonte proteica para o homem, porém, devido ao seu habito
onivoro, e ao grande percentual de cistos viaveis na carne, os suinos sdo hospedeiros
intermediarios com grande importancia para a manutencio de T. gondii na natureza (Jongert et al.
2008). A maioria dos suinos se infecta com o protozodrio apds o nascimento, por ingestdo de
oocistos no ambiente contaminado ou ingestdo de tecidos de animais infectados (Kijlstra et al.
2008). Nas criagdes artesanais, a possivel ingestao de roedores, passaros, visceras de animais de
abate doméstico e alimentos ou 4gua contaminados, aumenta o risco de infecgao (Dubey 2009).

Entende-se por patogenicidade a capacidade do agente, uma vez instalado, de produzir
sintomas e sinais clinicos, e por viruléncia, a capacidade do agente de produzir efeitos graves ou
fatais (Pereira 2004).

O isolamento do parasito em suinos tem sido realizado a partir de varios tecidos
naturalmente infectados, como cérebro, coracdo, lingua e diafragma (Garcia et al. 2006, Velmurugan
et al. 2009, Bezerra et al. 2012). Genétipos Tipo 1, Tipo Il e atipicos de T. gondii tém sido
identificados nesses hospedeiros (Garcia et al. 2006, Belfort- Neto et al. 2007, Velmurugan et al.
2009, Bezerra et al. 2012).Estudos realizados em diferentes regioes e hospedeiros confirmaram que
os isolados de T. gondii do Brasil sdo biolégico e geneticamente diferentes daqueles da América do
Norte e Europa, apresentando uma alta diversidade (Pena et al. 2008).

As amostras tém sido diferenciadas através de suas viruléncias, normalmente estabelecidas
de acordo com a morbidade e mortalidade em camundongos de laboratério, embora essas
caracteristicas sejam alteradas pela passagem continua numa mesma espécie animal (Kaufman et
al. 1958, Kaufman et al. 1959, Jacob & Melton 1954). A relevancia da caracterizagido fenotipica de T.
gondii para o melhor entendimento deste protozoario em seus hospedeiros no Sul do Brasil justifica
o presente trabalho. O objetivo deste estudo foi isolar e avaliar quanto a patogenicidade e viruléncia
amostras de T. gondii provenientes de suinos de criacdo artesanal.

Material e Métodos

Foram coletadas amostras de sangue e tecidos (coracdo e encéfalo) de doze suinos criados
artesanalmente e abatidos para consumo humano, provenientes de seis municipios do estado do
Rio Grande do Sul, Brasil: Capdo do Ledo, Cerrito, Morro Redondo, Piratini, Pelotas e Sdo Lourenco,
situados entre os paralelos 312 21” e 312 46”S e os meridianos 532 06” e 512 58”W.

As amostras foram obtidas e identificadas no momento do abate dos animais, nas
propriedades, acondicionadas e transportadas em caixas térmicas até o Laboratério de
Parasitologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

Os soros provenientes das amostras de sangue foram examinados para deteccdo de
anticorpos IgG para T. gondii através da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), conforme
técnica descrita por Camargo (1974), utilizando antigeno comercial Imuno-COM (Wama
Diagnostica) e o conjugado Ig G anti-suino (Sigma Chemical®). Foi utilizado o ponto de corte de
1:64.

Para o isolamento, obtenc¢do de taquizoitos e avaliacdo da patogenicidade e viruléncia das
amostras de T. gondii, foram utilizados camundongos suicos albinos (Mus musculus), fémeas, com
aproximadamente dois meses de idade, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina
Veterinaria, da UFPel.

No bioensaio em camundongos, encéfalo e coragdo de suinos que apresentaram sorologia
positiva para T. gondii, foram triturados, homogeneizados e preparados por digestdo péptica,
conforme descrito por Dubey (1998). Fragmentos de 25g de encéfalo somados a 25g de coragdo de
cada suino foram triturados, homogeneizados com 125 vol (v/v) de solugdo salina, misturando a
solucdo com pepsina acida 5 volumes. A mistura foi entdo incubada em banho-maria por uma hora
a uma temperatura de 372C, e homogenizada e filtrada em duas folhas de gaze, para entdo ser
centrifugada (1500xg durante 10 minutos). Apoés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e
adicionado ao sedimento solu¢do neutralizadora (1,2% bicarbonato de sédio - pH~8.3).
Novamente, o material foi centrifugado e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 5 a 10 ml de
solucdo, contendo 1000 UI Penicilina e 100 mg de estreptomicina por ml de solucdo. Duas
inoculagdes de 1 ml do homogeneizado dos tecidos foram efetuadas via intraperitoneal em
diferentes grupos de camundongos compostos por cinco animais cada, com intervalo de 24 horas.
Os camundongos foram observados diariamente, para o registro de eventuais alteragdes clinicas e
morte.

Os animais que sobreviveram ou permaneceram assintomaticos foram sacrificados 60 dias
pos-inoculacgdo (p.i.) e os soros analisados através da RIFI para pesquisa de anticorpos IgG anti-T.
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gondii, com ponto de corte 1:16 (Camargo, 1974), utilizando-se o conjugado IgG anti-camundongo
(Sigma Chemical®).

A partir da primeira passagem camundongo/camundongo, os animais foram observados
durante 30 dias, e, caso ndo apresentassem sinais clinicos da infec¢do, foram eutanasiados e feitas
passagens subsequentes utilizando encéfalo, coracdo, figado, pulmdes e bago dos proéprios
camundongos até isolar o agente em cada uma delas.

A suspensdo de taquizoitos utilizada nos testes de viruléncia foi obtida através da puncado
ou lavagem da cavidade peritoneal de camundongos que apresentaram ascite. Os taquizoitos foram
suspensos em solucdo salina e padronizados por contagem em camara de Neubauer. Cada amostra
foi inoculada em grupos de cinco camundongos, com inéculo de: 107, 102, 103, 104, 105 e 106
taquizoitos vivos, via intraperitoneal. O grupo controle recebeu apenas solugao salina.

Apds a morte ou eutandasia dos animais, fragmentos de 6rgaos das cavidades abdominal e
toracica e sistema nervoso central, foram coletados e encaminhados para o Laboratério Regional de
Diagnostico da UFPel. As amostras foram entdo fixadas em formalina a 10% e processadas. Ap6s, o
material foi processado rotineiramente para exame histolégico e corado pela técnica de
hematoxilina-eosina (HE).

A pesquisa foi realizada com a aprovacdo da Comissdo de Etica e Experimentacdo Animal
da Universidade Federal de Pelotas, concedida pelo parecer CEEA n® 2300.

Resultados

Oito (67%) dos 12 suinos analisados foram soropositivas para T. gondii. Estes eram provenientes
de quatro dos seis municipios envolvidos na pesquisa (Piratini, Cerrito, Capdo do Ledo e Pelotas).

Foi possivel isolar o parasito de seis amostras, ou seja, o percentual de isolamento foi de
75% (6/8). Desses seis isolados, um (16,7%) foi obtido durante a passagem suino/camundongo, e
os demais apds as passagens camundongo/camundongo: um (16,7%) na primeira e na segunda, e
trés (50%)na quarta passagem.

Uma vez inoculados nos animais experimentais, trés isolados (50%) causaram a
toxoplasmose aguda, e os demais causaram a forma cronica, diagnosticada através da presenca de
cistos nos tecidos.

A forma clinica cursou com variados sinais clinicos, predominando pelos arrepiados,
cianose e apatia (Quadro 1). O tempo decorrido entre a inoculagdo e o surgimento de sinais clinicos
foi de 9 a 18 dias. O periodo entre a inoculacdo e a morte dos camundongos foi de 12 a 26 dias.
Constatou-se, nos trés isolados, que esses periodos sdo inversamente proporcionais ao in6culo.

Na avaliagdo de patogenicidade e viruléncia dos trés isolados (97, 98 e 100) que causaram
a fase aguda, com liquido ascitico com a presenca de taquizoitos, foram utilizados diferentes
in6culos. A evolugdo clinica dos camundongos inoculados encontra-se no Quadro 2. O isolado 100,
oriundo de Piratini, foi capaz de causar sinais clinicos e morte nos animias experimentais com
menor inéculo (1000 taquizoitos), e em menor espago de tempo (9 dias). Os isolados 97 (Capao do
Ledo) e 98 (Cerrito) s6 foram capazes de provocar a morte dos camundongos com indculo 100
vezes maior (100.000 taquizoitos).

Todos os animais experimentais (mortos pela toxoplasmose ou eutanasiados), foram
submetidos a analise macroscopica de 6rgaos e histopatolégica, totalizando 105 animais, divididos
em 21 grupos: 18 dos que cursaram a forma aguda (3 isolados x 6 in6culos) mais os 3 isolados que
causaram a forma crénica da doenca (sorologia positiva).

A presenca de cistos, alteracdes macroscopicas e microscopicas estdo expostas no Quadro
3. Foram encontrados cistos nos tecidos de camundongos que receberam os maiores inéculos dos
isolados de forma aguda, bem como naqueles da forma crénica (indculo ndo quantificado).

Dos 21 grupos estudados, foram encontradas estruturas morfologicamente compativeis
com cistos de T. gondii em 52,4% (11/21), sendo 23,8% (5/21) no pulmao e figado, 4,8% (1/21) no
pulmao, figado e encéfalo, 19% (4/21) no pulmao e 4,8% (1/21) no figado. As lesdes microscopicas
encontradas foram caracteristicas de pneumonia e hepatite, geralmente associadas a presenga de
cistos do parasito nesses 6rgaos.
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Discussao

A frequéncia de anticorpos para T. gondii encontrado (66,7%) é relativamente alta, se
comparada aos resultados de outros estudos, com suinos do mesmo tipo de criagcdo, no Brasil:
prevaléncias de 50% em Belém, 30,76% em Ilhéus, 43,7% em Rondénia e 36,2% na Paraiba
(Freitas et al. 2009, Bezerra et al. 2009, Cavalcante et al. 2006, de Azevedo et al. 2010).

Em suinos de criacdo industrial, essa prevaléncia tende a ser menor: 7,64% no Rio de
Janeiro, 13,4% na microregido de Toledo (PR), 12,5% em Pernambuco e 12,8% no Mato Grosso do
Sul (Luciano et al. 2011, Piassa et al. 2010, Fernandes et al. 2012, Muraro et al. 2010). Isso se deve,
provavelmente, ao sistema de criagcio dos animais, uma vez que, os de criagido artesanal tém maior
risco de infeccdo, por estarem mais expostos as formas infectantes do protozodario, presentes no
solo, na 4gua e nos diferentes alimentos que recebem (Bezerra et al. 2009).

0 resultado obtido no presente estudo pode ser um indicativo do status sanitdrio, e do risco
de infeccdo dos suinos das propriedades, ou regido (Damriyasa et al. 2004), uma vez que foram
encontrados animais soropositivos em dois ter¢os dos municipios avaliados, indicando a exposi¢do
desses animais ao protozoario, e o risco que o consumo de sua carne representa aos humanos.

A taxa de isolamento do parasito, de 75% dos suinos soropositivos, foi superior a obtida
por Santos et al (2005), no Estado de Sdo Paulo, de 25% , a partir de coragdo, cérebro e lingua de
suinos soropositivos. O uso de amostras de suinos de criagdo artesanal, coletadas no momento do
abate, pode ter sido importante no sucesso do isolamento obtido no presente estudo, pois esse
sucesso varia de acordo com o bioensaio e o procedimento de escolha das amostras (Dubey 2009).
Segundo o autor, a taxa de isolamento aumenta quando o bioensaio é feito em gatos, porque a
quantidade de tecido ingerida por esse hospedeiro (cerca de 500g) é muito maior do que a
inoculada em camundongos.

A variacdo de patogenicidade e viruléncia do T. gondii presente na regido estudada torna-se
evidente, quando 50% dos isolados causaram infec¢do aguda nos camundongos, cursando com
sinais clinicos e morte, e os demais causaram infec¢do cronica, sem alteragdes clinicas ou morte dos
animais experimentais. Resultados similares foram obtidos por Dubey et al (2007) ao avaliarem
isolados de galinhas caipiras desta mesma regido (44% causaram a morte dos camundongos
inoculados). Segundo Dubremetz & Lebrun (2012) as diferencas de patogenicidade e viruléncia sao
mais evidentes nas condi¢cdes extremas, seja de malignidade, como é o caso de amostras que matam
os camundongos, no estagio agudo da doenca, seja de benignidade, representada pelas amostras
ditas ndo patogénicas que permitem a sobrevida prolongada dos camundongos infectados.

Su et al., (2006) definem viruléncia de uma cepa com base na mortalidade de camundongos
infectados, e a dividem em trés grupos: virulenta (causa 100% de mortalidade dentro de, no
maximo, 4 semanas), medianamente virulenta (mortalidade entre 30% e 99%) e ndo virulenta
(mortalidade inferior ou igual a 30%). No presente estudo trés isolados, 97 (104, 105, 10¢), 98 (105 e
106) e 100 (103, 104, 105 e 106) demonstraram-se virulentos, enquanto que os isolados 99, 101 e
103 nao sao virulentos, segundo esse conceito. O tempo decorrido desde a inoculagdo até a morte
dos camundongos (12 a 26 dias) também foi similar ao verificado por Dubey et al (2007) com
isolados obtidos de galinhas, desta mesma regido (13 a 23 dias).

0 menor inéculo capaz de levar os camundongos a morte foi de 1000 (103) taquizoitos.
Mitsuka et al (1998), avaliaram trés isolados de suinos das cidades de Londrina, PR e Erechim, RS, e
constataram que o in6culo capaz de matar todos os camundongos inoculados foi de 104 taquizofitos,
10 vezes maior que o aqui verificado. Segundo os referidos autores, todos os isolados mostraram-se
altamente virulentos, pois mataram todos os animais (camundongos sui¢os albinos). Nesse mesmo
trabalho, ndo foram encontradas estruturas compativeis com cistos de T. gondii nos sobreviventes,
apos 50 dias da inoculagio. Este fato revela diferencas entre a capacidade cistogénica de isolados,
pois, no presente estudo, todos os isolados foram capazes de induzir a formacio de cistos nos
animais inoculados.

A densidade de cistos na amostra é relevante para o achado dessas estruturas através de
analises histoldgicas. Kuticic & Wikerhauser (2000) encontraram cistos de T. gondii em apenas trés
das 716 amostras de camundongos inoculados com érgdos de galinhas, enquanto que Sreekumar et
al (2003) nao encontraram cistos em 133 amostras de camundongos também inoculados com
orgdos desse hospedeiro. Quando foi analisado o efeito de diferentes in6culos (concentragdes de
taquizoitos), juntamente com os animais que apresentaram infec¢do cronica, sobre os
camundongos, observou-se que, dos 21 grupos estudados quanto as alteragdes patolédgicas, foram
encontrados cistos em 52,4% (11/21). Garcia et al (2006) ndo encontraram cistos de T. gondii em
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98 amostras de tecidos de suinos experimentalmente inoculados com a cepa avirulenta VEG,
embora o parasito tenha sido isolado por ensaio em camundongos.

O fato de terem sido encontradas estruturas morfologicamente compativeis com cistos de
T. gondii em amostras de pulmio e figado dos camundongos inoculados, revela que os isolados
estudados ndo apresentaram a caracteristica neurotrépica, comum em T. gondii (Dubey et al 2004).
Jacobs & Melton (1966) isolaram Toxoplasma de ovarios e musculo das pernas de galinhas, em
Maryland (USA), mas nenhum parasito foi isolado do cérebro de tais aves. Mais tarde, Dubey et al
(2004) isolaram o parasito de 10 galinhas no Peru, sendo todos os isolados obtidos do coragio das
aves, enquanto que os inoculos dos cérebros destas, ndo resultou em isolamento. Mesmo em
animais de pequeno porte, o encontro de cistos de T. gondii nos tecidos pode ser dificultado pela
baixa quantidade dos mesmos (Dubey et al. 2005).

A capacidade cistogénica de todos os isolados aqui obtidos, mesmo aqueles que
apresentaram infec¢do aguda, indica uma maior probabilidade da presenca dessas estruturas nos
tecidos de suinos de criagdo artesanal, podendo acometer outros animais que habitam o mesmo
ambiente. Com isso, sugere-se que o risco de infeccdo humana pela ingestdo de carne de suinos
contaminada com cistos de T. gondii é elevado na regido estudada.

Agradecimentos.- A equipe do Biotério Central (UFPel), do Laboratério Regional de Diagnéstico
(UFPel) e do Laboratério de Parasitologia do Instituto de Biologia (UFPel), pelo empenho em todas
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Os Quadros

Quadro 1. Frequéncia dos sinais clinicos verificados em camundongos inoculados com T. gondii de
trés diferentes isolados de suinos naturalmente infectados, do sul do RS (n=30 camundongos
/isolado)

Isolados % Geral
Sinais Clinicos 97 98 100
(% de animais)
Ascite 33,3 10 16,7 20
pélo arrepiado 50 50 66,7 55,6
Dispinéia 16,7 - 50 22,2
Tremores 33,3 33,3 16,7 27,8
Incoordenagio 16,7 50 - 22,2
Apatia 33,3 33,3 66,7 44 4
Inanicao 16,7 - 66,7 27,8
Emagrecimento 16,75 33,3 66,7 39
Desidratacao 33,3 - 33,3 22,2
Cianose 50 50 66,7 55,6
Diarréia - 10 16,7 8,9

Quadro 2. Evolugio clinica da infec¢do por T. gondii em camundongos, a partir de trés diferentes
isolados de suinos, segundo o in6culo

Isolado Inéculo Inicio dos Sinais Clinicos Morte
(taquizoitos) (d.p.i) (d.p.i)

97 106 10 13-15
97 105 13 16
97 104 17 -
98 106 14 18-21
98 105 18 23-25
100 106 9 13
100 105 11 12-16
100 104 16 21
100 103 18 22-26

*d.p.i. - dias pés-inoculagdo
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Quadro3. Alteragdes patologicas e presenca de cistos em 6rgaos de camundongos inoculados com T.

gondii isolados de suinos soropositivos

Isolado Inéculo Cisto Alteracoes Patoldgicas
(taquizoitos) Macroscépicas Microscépicas
97 106 P S/A Pneumonia e Hepatite
97 105 P S/A Pneumonia
97 104 N S/A Pneumonia
97 103 N S/A S/A
97 102 N S/A S/A
97 10* N S/A S/A
98 106 P S/A Pneumonia
98 105 P S/A Pneumonia
98 104 N S/A S/A
98 10® N S/A S/A
98 102 N S/A S/A
98 10* N S/A S/A
100 106 P Hepatomegalle? ¢ Pneumonia e Hepatite
Esplenomegalia
100 105 P Hepatomegall.a Pneumonia e Hepatite
Esplenomegalia
100 104 P S/A Pneumonia e Hepatite
100 103 P S/A Pneumonia e Hepatite
100 102 N S/A Hepatite
100 10* N S/A S/A
99 P Pneumonia e Hepatite
101 P S/A Hepatite
103 p S/A S/A

*P — presenca de cisto. *N— auséncia de cisto. *S/A — sem alteracdes.



6 Conclusoes Gerais

e Toxoplasma gondii estd presente na criacao artesanal de suinos
na regiao estudada;

e A infecgédo por T. gondii em suinos na regido sul do Rio Grande
do Sul, ocorre por cepas com diferentes graus de patogenicidade
e viruléncia em camundongos;

e O risco de infeccdo humana pela ingestao de carne crua ou mal
passada de suinos criados artesanalmente é alto, pois os isolados
possuem alta capacidade cistogénica em camundongos;

e (s isolados obtidos nao apresentaram caracteristica neurotrépica,
em camundongos;

e Na regido, isolados de T. gondii sdo patogénicos e virulentos para
camundongos, indicando risco para as demais espécies, inclusive
a humana.



