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1. INTRODUCAO (justificativa e objetivos)

A toxoplasmose é uma das zoonoses parasitarias mais comuns no mundo (TENTER
et al., 2000), seu agente causal é o protozoario Toxoplasma gondii um parasito que
desenvolveu diversas vias potenciais de transmissdo, podendo parasitar
virtualmente todos os animais homeotérmicos e os mais diferentes tipos celulares. O
ciclo assexual do T. gondii consiste em dois estagios conhecidos, os taquizoitas de
rapida divisdo e os bradizoitas que se dividem mais lentamente. Ambos sé@o aploides
e crescem exclusivamente no interior de células. Através de anticorpos monoclonais,
€ possivel se classificar os isolados em dois ou trés grupos demonstrando a
diversidade antigénica encontrada no T. gondii (JENSEN et al., 1998). Analises
isoenzimaticas, as quais utilizaram seis sistemas diferentes, propuseram que T.
gondii exibe uma populacdo basicamente clonal, similarmente a muitos outros
protozoarios parasitas. Analises baseadas no Polimorfismo do Comprimento dos
Fragmentos de Restricdo (RFLP) de seis loci independentes, amplificados por PCR,
indicam que o T. gondii consiste em apenas trés linhagens clonais designadas tipo |,
I, 111, os quais apresentam notavel homogeneidade dentro de uma mesma linhagem,
e ocorrem tanto em animais como em humanos (HOWE & SIBLEY, 1995). Estas trés
principais linhagens diferem em apenas 1-2% ao nivel de sequiéncia de DNA.

O homem pode adquirir a infec¢do ainda no ventre da mae ou ap6s o nascimento.
As principais fontes de infeccdo séo: cistos em alimentos mal cozidos, alimentos e
agua contaminados com oocistos e ingestdo acidental de oocistos no ambiente. A
prevaléncia de T. gondii em galinhas “caipiras” € um bom indicador da contaminacéo
do solo por oocistos devido ao habito geofagico destas (DUBEY et al., 2005). Este
trabalho objetivou determinar a soroprevaléncia para T. gondii de galinhas vendidas
em feiras livres de Goiania, investigar a viabilidade deste através do isolamento de
cepas a partir de 6rgdos destas aves.

2. METODOLOGIA

2.1 — Amostragem.

Foram coletadas aleatoriamente amostras de 50 galinha “caipira” vendidas em feiras
livres de Goiania, representada pelo sangue, a cabeca e o coragédo da galinha. O
material foi acondicionado em bolsa térmica com gelo, a uma temperatura de
aproximadamente 4°C e transportado para o laboratério onde foi processado.

2.2 — Processamento das amostras

As amostras de coracdo foram processadas segundo DUBEY (1998) onde, o
material foi macerado em solugéo péptica, levado para banho Maria a 37°C por uma
hora, filtrado em gaze estéril e centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 3mL de salina e
centrifugado. Apés a terceira lavagem, o material foi inoculado via intraperitoneal em
cinco camundongos Swiss com idade entre 30 e 45 dias, sendo 0,5 mL em cada



animal.O cérebro por sua vez foi macerado em salina e filtrado em gaze estéril,
sendo o material obtido inoculado em camundongos seguindo a mesma metodologia
utilizada para o coracdo. Amostras de coracao e cérebro foram guardadas em formol
10% para posterior analise histolégica.

2.3 - Observacdo dos animais e isolamento de cepas:

Os animais inoculados foram observados diariamente, 0s que apresentaram
sintomas de toxoplasmose aguda foram sacrificados e feito o lavado intraperitoneal
para a busca de taquizoitas. Os isolados obtidos foram mantidos em camundongos
e posteriormente criopreservados. Os camundongos sobreviventes, foram
sacrificados apos 60 dias e coletadas amostras de soro.

2.4-Testes sorologicos

2.4.1- Pesquisa de anticorpos anti-T.gondii no soro das aves

Foram coletadas amostras de sangue das 50 aves. Apds coagulagcdo sanguinea, o
soro retirado, identificado e armazenado a -20°C até o momento do uso. O soro foi
analisado pelo Teste de Aglutinacdo Modificado (MAT) como descrito por
DESMONTS and REMINGTON (1980) onde, taquizoitas de T. gondii (cepa RH)
foram centrifugados e posteriormente suspensos em formalina diluida em PBS 1:5
(6% solucdo formaldeido). Apds 16 horas, este antigeno foi lavado trés vezes em
PBS, o material ressuspenso em tampéao alcalino (7,02g de NaCl , 3,09g de H3BO3 ,
24mL de 1IN de NaOH, 4g de albumina do plasma bovino, e agua destilada
suficiente para completar 1L; pH 8,7) e complementado com Azida Sodica 0,1%. A
concentracédo de parasitos foi ajustada para 2x10*/uL e preservado a 4°C até o
momento do uso. Em microplacas de ELISA (fundo em U) foram distribuidos em
cada poc¢o 50 pL de 2-mercaptoetanol diluidos em PBS (14mL/1L). O soro das aves
passou por duas diluicdes (1:5 e 1:10), em seguida, 50uL da suspenséo do antigeno
foi distribuido em cada poco. As placas foram gentilmente agitadas para completar a
mistura e foram entdo encubadas por 24 horas a 30°C, sendo feita a leitura no dia
seguinte.O resultado foi considerado positivo quando se formou uma malha/tapete
no poc¢o devido a aglutinacéo, e negativo quando se formou um depdsito devido a
sedimentacao no fundo do poco.

2.4.2- Pesquisa de anticorpos anti-T.gondii no soro dos camundongos

Os camundongos sobreviventes, foram sacrificados apés 60 dias e tiveram seu soro
retirado, este foi analisado pela Reacdo de Imunofluorescéncia indireta segundo
CAMARGO (1973) para deteccdo de anticorpos antitoxoplasma. Foram
considerados positivos, camundongos que apresentavam titulos iguais a 1:16, titulos
menores foram considerados negativos.

2.5- Exame histolégico

As amostras de coragdo e cérebro das galinhas foram retiradas do formol, em
seguida passaram em bateria crescente de alcool para desidratar, diafanizados em
xilol, impregnados e emblocados em parafina quente. Posteriormente foram
confeccionados cortes com 5/um de espessura e entdo corados com hematoxilina
eosina (HE).

Foram realizados dez cortes histologicos do material em cada experimento com o
objetivo de detectar formas de T. gondii nos tecido.




3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

Dos 50 soros de galinha testados, 27(54%) eram positivos (MAT>1:5). Através da
histologia dos 6rgdos das galinhas, foi possivel identificar em dez amostras, a
presenca de estruturas morfologicamente compativeis com cistos de T. gondii,
sendo seis em amostras de cérebro e quatro em amostras de coracdo. Dos 54
experimentos com inéculo de 6rgaos de galinha soropositivas, em 20 (37%), houve a
soroconversdo de pelo menos um camundongo (RIFI>1:16). Das 27 galinhas
positivas, em duas (7,40%) foi feito o isolamento de T. gondii.

Dados soroldgicos sobre a contaminagdo de galinha “caipira” por T.gondii vém se
acumulando na literatura. Na América do Sul foi encontrada taxa de positividade de
44% das aves estudadas na Coldombia (DUBEY et al., 2005a), 26% no Peru (DUBEY
et al., 2004), 32% na Venezuela (DUBEY et al., 2005b), na Argentina a taxa foi de
40% (DUBEY et al., 2005c), enquanto que no estado do Parana a taxa encontrada
foi de 40%( Dubey et al.,, 2003) e no estado do Amazonas 66%( DUBEY et al.,
2006). Todos os estudos foram realizados com o MAT sendo considerados positivos,
0s soros com titulos > 1:5. Concomitante ao estudo soroldgico, tem sido realizado o
isolamento de cepas através do inoculo do coracdo e cérebro destas galinhas,
porém muitos fatores podem interferir no sucesso do isolamento, entre eles, o
estagio do parasita inoculado, a via de inoculagdo/infeccdo, a dose, o tipo de
camundongo utilizado e a cepa do parasito (DUBEY et al., 2005). Embora o T. gondii
tenha sido isolado de algumas galinhas com titulos através do MAT de 1.5, a
probabilidade do isolamento aumenta com titulos mais elevados (DUBEY et al.,
1993).

Neste trabalho, a presenca de camundongos soropositivos (RIFI>1:16), mas que nao
apresentaram sintomas de infec¢cdo aguda, indica uma baixa viruléncia da cepa ou
um baixo inéculo.

4.CONCLUSOES:

Este trabalho encontrou uma alta taxa de positividade para T. gondii nas galinhas
estudadas, isto sugere ndo apenas um papel importante destas como fonte de
infeccdo, mas também aponta para um alto nivel de contaminagdo do solo com
oocistos de T. gondii. O isolamento de cepas demonstrou a infectividade destes
parasitos em galinhas.
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