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ALMEIDA NETO, JOAO LEITE DE. Isolamento do Toxoplasma gondii de galinhas
(Gallus gallus domesticus) de criacoes domésticas em camundongos no estado da
Paraiba, Brasil. Patos-PB, UFCG, 2015, 34p. Monografia (Trabalho de Conclusdo de Curso
em Medicina Veterindria). Unidade Académica de Medicina Veterinaria, Universidade
Federal de Campina Grande.

RESUMO

O objetivo da pesquisa foi realizar o isolamento e observar a viruléncia de toxoplasma gondii
de galinhas domésticas soropositivas em camundongos swiss. Do total de 152 animais
soropositivos 33 foram submetidos ao bioensaio, para a realizagdo do bioensaio foram
utilizados amostras do cérebro e coracdo na quantidade de 1,0mL por animal por via
subcutanea. Os titulos de anticorpos anti 7. gondii variaram de 1:16 a 1:4096, sendo mais
frequente o 1:64 (44/152). Dos animais positivos, 71 foram submetidos ao bioensaio em
camundongo para isolamento, obtendo-se 33 isolados, dos quais, 27 (81,8"%) foram letais
para pelo menos um dos camundongos inoculados, estes vieram a 6bito entre os dias 16 e 45
pos-inoculacdo (p. i.) por toxoplasmose aguda confirmada através da presencga do parasita nos
tecidos dos animais. 21 (63,6%) isolados foram letais para todos os inoculados e em seis
(18,2%) isolados todos os camundongos resistiram até os 42 dias p. i. quando entdo foi
realizada a sorologia e os positivos foram eutanasiados no dia 60 p. i., com detec¢do do
parasita em seus tecidos. Observou-se que a porcentagem de isolamento aumentava a medida
que os titulos de anticorpos eram maiores, chegando a 100% de isolamento nos titulos
superiores a 2048, o resultado obtido indica contaminagdo ambiental com alto indice de
viruléncia indicando a possibilidade de infeccdo humana como também de animais

pertencentes a regido estudada.

Palavras chaves: Bioensaio, viruléncia, toxoplasmose aguda.



ALMEIDA NETO, JOAO LEITE DE. Toxoplasma gondii isolation chickens (Gallus gallus
domesticus) of domestic livestock in mice in the state of Paraiba, Brazil. Patos-PB, UFCG,
2016, 34p. Monograph (Work Completion of course in Veterinary Medicine). Academic Unit

of Veterinary Medicine, Federal University of Campina Grande.

ABSTRACT

The objective the research was to perform the isolation and watching the foxoplasma gondii
virulence of HIV-positive domestic chickens in Swiss mice Of the total of 152 33 seropositive
animals were subjected to bioassay, the bioassay for the brain and heart samples were used in
the amount of 1.0 mL per animal subcutaneously. The titers of anti 7. gondii antibodies
ranged from 1:16 to 1: 4096, the most frequent 1:64 (44/152). The positive animals, 71 were
submitted to the mouse bioassay for insulation, resulting in 33 isolates, of which 27 (81.8%)
were lethal to at least one of inoculated mice, they came to death between 16 and 45 post-
inoculation (p. 1,) acute toxoplasmosis confirmed by the presence of the parasite in the tissues
of animals. 21 (63.6%) isolates were lethal to all inoculated and six (18.2%) isolates all mice
survived up to 42 days p. i. whereupon it was carried out serology and positive were
euthanized on day 60 p. i., with detection of the parasite in their tissues. It was observed that
the percentage of isolation increased as antibody titers were higher, reaching 100% isolated in
titers greater than 2048, the obtained results indicate environmental contamination with high
virulence index indicating the possibility of human infection as well as animals of the region

studied.

Keywords: bioassay, virulence, acute toxoplasmosis.
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1 INTRODUCAO

As doencas parasitdrias merecem destaque primordial na satde publica e na sanidade
animal, algumas delas, consideradas de grande importancia na medicina veterindria sao
causadas por protozodrios, os quais sdo responsdveis por vdrias patologias que acometem
animais e seres humanos.

O Toxoplasma gondii (T. gondii) é um protozodrio que tem como hospedeiros
intermedidrios praticamente todos os animais homeotérmicos € como seu hospedeiro
definitivo o gato. A doenca causada por este parasita é a toxoplasmose, considerada uma
zoonose de importancia cosmopolita afetando tanto animais quanto humanos. Nos humanos,
sdo considerados grupos de risco as mulheres gravidas, nas quais pode causar aborto ou mau
formacdo fetal, e os individuos imunocromprometidos, podendo nestes causar encefalite
toxoplasmdtica e outras complicacdes. Nos animais de producdo, causa perdas econdmicas,
devido a ocorréncia de abortos, refletindo na economia, além de ser um problema para saide
publica, visto que a maioria que esses animais fazer parte da alimentacdo humana. Dentre os
animais domésticos a galinha merece destaque pelo fato de ser uma carne bastante presente na
mesa dos brasileiros, sendo assim potencial fonte de infeccao para humanos e carnivoros.

Devido a importancia das galinhas na transmissdo da toxoplasmose para os seres
humanos, faz-se necessario um estudo que mostre a situagdo destes protozodrios em aves
criadas no estado da Paraiba, j4 que hd a escassez de estudos realizados nesta drea. Portanto,
este trabalho teve como objetivo realizar o isolamento do 7. gondii, a partir de tecidos
(cérebro e coragdo) de galinhas de criacio doméstica soropositivas, provenientes dos
municipios de Olho d’ Agua, Malta, Patos, Monteiro e Esperanca, estado da Paraiba, assim
como observar a viruléncia de 7. gondii de galinhas domésticas soropositivas em

camundongos Swiss.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

O Toxoplasma foi descoberto por Nicolle e Manceaux no ano de 1908, que relataram
a presenca de um parasita intracelular encontrado em um roedor, na Africa do Norte. No
mesmo ano o parasito foi descrito em coelhos no Brasil por Splendore (1908). No de 1909
Nicolle e Manceaux descreveram o parasito e criaram o género toxoplasma e a espécie 7.
gondii, sendo o género baseado na morfologia ( toxoplasma deriva do grego e significa
“forma de arco”) e a espécie no nome do roedor, Ctenodatylus gondii (BLACK;

BOOTHROYD, 2000; KAWAZOE, 2005; SCHNELL, 2011).

2.2 Agente

Segundo Taylor; Coop; Wall (2005) o T. gondii apresenta a seguinte classificacio:
reino Protista, subreino Protozoa, filo Apicomplexa, classe Sporozoasida, ordem

Eucocciodiorida, familia Sarcoscystiidae, género Toxoplasma, espécie gondii.

2.3 Ciclo biolégico

O ciclo de vida do T. gondii é heter6xeno facultativo, esse ciclo se desenvolve em
duas fases distintas, uma fase sexuada que ocorre somente nas células epiteliais do intestino
do gato e de outros felideos, e uma fase assexuada que ocorre nos tecidos extra-intestinais de
véarios hospedeiros, inclusive do gato (Figura 1). Sendo os gatos considerados hospedeiros
completo por possuirem as duas fases do ciclo. O homem, outros mamiferos e as aves sdao
considerados hospedeiros incompletos, pois apresentam apenas um ciclo assexuado
(TENTER et al., 2000; NEVES et al., 2005).

O oocisto do T. gondii € pequeno medindo cerca de 11-13 pm de didmetro, contém um
unico esporonte e estd sob forma ndo infectante quando eliminado nas fezes. Diante de
condig¢des ideais de temperatura, pressdo, oxigenagao e umidade a esporulacdo dos oocistos se
completa em torno de 5 dias e resulta na formacdo de dois esporocistos, com quatro
esporozoitos cada (ARAUJO et al.,2003; BOWMAN, 2010). O oocisto esporulado ¢
infectante quando ingerido apenas por animais homeotérmicos, incluindo os felinos. Uma vez

ingeridos, os oocistos esporulados sdo resistentes a digestdo pelo suco gastrico e alcancam a
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luz intestinal onde liberam os esporozoitos, os quais penetram o epitélio da mucosa intestinal

originando a forma de multiplicacdo ripida os taquizoitos (DUBEY, 2004).

Figura 1- Ciclo bioldgico do T. gondii: A - hospedeiro definitivo; B — hospedeiros intermedidrios; C - oocistos
esporulados; D - cistos teciduais; E — taquizoitos; e as vias de infec¢do: F - fecal-oral; G — carnivorismo; e H —
transplacentdria.
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Fonte: Adaptado de DUBEY (2006).

2.3.1 Hospedeiro intermediario

Os oocistos contendo esporozoitos ou cistos teciduais contendo bradizoitos ao serem
ingeridos pelo hospedeiro intermedidrio irdo invadir o epitélio do intestino delgado,
transformando-se em taquizoitos, apds rdpida passagem pelo epitélio intestinal, estes
invadirdo vérios tipos de célula do organismo formando um vactolo parasitéforo, onde
sofrerdo divisdes sucessivas por endodiogenia, formando assim novos taquizoitos, os quais
romperdo a célula parasitada e invadirdo novas células, disseminando-se pelo organismo. A
resposta imune do hospedeiro limita a multiplicagdo dos taquizoitos, resultando na formagao

de cistos teciduais contendo as formas de multiplicacdo lenta, os bradizoitos, os quais se
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formam no cérebro, musculos estriados e outros tecidos, mantendo-se vidveis por toda vida do

animal (KASPER; BOOTHPOYD, 1993; NEVES et al., 2005; BOWMAN, 2010).

2.3.2 Hospedeiro definitivo

O ciclo sexuado inicia quando o hospedeiro definitivo ingere oocistos contendo
esporozoitos ou cistos teciduais contendo bradizoitos, durante o desenvolvimento desse ciclo
ocorre uma fase assexuada (merogonia) e outra sexuada (gamogonia) do 7. gondii. Apds a
ingestdo oocistos ou cistos teciduais, respectivamente, 0s esporozoitos ou bradizoitos, sdo
liberados no intestino delgado, no qual penetram as células epiteliais, e por endodiogenia ou
endopoligenia, se reproduzem sucessivas vezes esgotando e destruindo as células hospedeiras,
as formas parasitarias extracelulares vao invadir outras células do epitélio repetindo vérias

fases assexuadas (TENTER et al., 2000; NEVES et al., 2005).

Algumas formas, biologicamente diferenciadas, ddao origem a fase sexuada. No
interior das células parasitadas, diferenciam-se em macro e microgametocitos; formam-se os
gametas ocorrendo a fecundacdo do macrogameta pelo microgameta. A evolucdo do zigoto
conduz a formagdo do oocisto, cuja maturacdo se fard se completa em torno de cinco dias

(ARAUJO et al.,2003).

2.4 Epidemiologia

A toxoplasmose é uma enfermidade que possui distribuicdo mundial, causada pelo
protozodario Toxoplasma gondii, o qual acomete o homem, animais domésticos e selvagens,
afetando principalmente o sistema nervoso central, e ocasionalmente o sistema reprodutor,
musculos esqueléticos e 6rgaos viscerais desses animais. (DUBEY; BEATTIE, 1988; HILL et
al., 2005).

Dos animais susceptiveis os felinos exercem um importante papel nesta na transmissao
desta zoonose, considerando que esses animais estao relacionados com a produgdo, liberagdo
de oocistos e perpetuacdo da doenca, sendo o gato (Felis catus domesticus) o seu principal
transmissor. (GARCIA et al., 1999).

Os hospedeiros susceptiveis podem se infectar com o 7. gondii por meio das seguintes

formas primadrias: transmissao transplacentdria, ingestao de tecidos de animais contendo cistos
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infectantes e ingestdo de dgua e alimentos contaminados com fezes de gatos contendo

oocistos esporulados (DUBEY; BEATTIE, 1988).

2.5 Aspectos epidemiolégicos da toxoplasmose na satide puablica

A toxoplasmose pode causar diversos prejuizos a satide humana e animal. Estima-se
que mais de um ter¢o da populagdo humana tenha sido exposta a esse agente, vdrios estudos
realizados no Brasil reafirmam uma alta prevaléncia de individuo sororreagente, oferecendo
bastante preocupacdo a saide publica, pois a infec¢do cronica por 7. gondii pode ser um fator
de risco para desenvolvimento de esquizofrenia e outros distirbios do comportamento
(FOCACCIA et al., 1982; DURLACH et al., 2008; YOLKEN E TORREY, 2008).

O maior problema ocorre quando a mulher gravida € exposta pela primeira vez, pois
ndo possuird anticorpos maternos, podendo causar abortos, natimortos, ou lesdo do sistema
nervoso do feto. (URQUHART, et al., 1998)

A incidéncia de transmissao e a gravidade da toxoplasmose congénita irdo depender da
idade gestacional em que ocorre a infec¢do. A gravidade da doenca no feto € inversamente
proporcional a idade gestacional, ou seja, no primeiro trimestre da gestacao as lesdes sdo mais
graves que nos ultimos meses. Porém, a taxa de transmissdo da mae para o feto € menor no
inicio da gravidez, variando entre 6% no inicio € 80% no ultimo més (PINARD; LESLIE,
2003).

Apesar de ndo ser possivel determinar por meios de métodos se um hospedeiro se
infectou pela ingestdo de cistos teciduais ou de oocistos esporulados (DUBEY, 1994a;
DUBEY, 2001), estudos apontam que a principal via de transmissdo da toxoplasmose para
humanos € pelo consumo de alimento contaminado, especialmente carne mal cozida contendo
bradizoitos (COOK, et al., 2000).

No Brasil, este protozodrio encontra-se amplamente difundido, apresentando um dos
mais altos indices de soroprevaléncia em humanos do mundo (GILBERT et al., 2008;

DUBEY, 2010).

2.6 Aspectos da infeccio pelo 7. gondii nos animais domésticos

Nos animais de produgdo principalmente suinos, ovinos e caprinos, o 7. gondii causa
danos consideraveis, principalmente reprodutivos. Ocasionando elevadas perdas econdmicas

aos criadores (OLIVEIRA; COSTA; SABATINI, 2001).
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A infecdo por T. gondii em suinos, ovinos e caprinos esta relacionada com problemas
reprodutivos, como morte embriondria, morte fetal, reabsor¢do fetal, feto mumificado,
natimortalidade, abortos ou nascimento de animais debilitados, causando aos criadores grande
prejuizo econdmico. A infeccdo nesses animais causam implicacdes na satide, pois estudos
epidemiolégicos sugerem que a ingestdo de cistos em carne crua ou mal cozida é uma
importante fonte de transmissdo para a populacio humana (DUBEY, 1990; FIALHO;
ARAUJO, 2002).

Em caes a doenga se manifesta por pneumonia, sintomas nervosos, ataxia e diarreia.
Frequentemente a toxoplasmose respiratdria apresenta-se associada com cinomose, devido a
imunossupressdao causada pelo virus, facilitando a proliferacdo de 7. gondii (DUBEY et al.,
2003).

Apesar de os gatos se infectarem com frequéncia, raramente ocorre a forma clinica,
embora tenham sido registrados enterite, linfonodos mesentéricos aumentados, pneumonia,
alteracdes degenerativas no SNC e encefalite em infec¢des experimentais (SIMPSON et al.,
2005).

A toxoplasmose deve estar na lista dos diagnosticos diferenciais para gatos com
uveite anterior ou posterior, lesdes cutineas, febre, hiperestesia muscular, miocardite com
arritmias, perda de peso, anorexia, convulsdes, ataxia, ictericia, diarreia, ou pancreatite

(NELSON; COUTO, 2015).

Os bovinos sdo considerados relativamente resistentes a infec¢ao pelo 7. gondii. A
presenca de cistos musculatura desses animais sdo menos frequente, e persistem por menos
tempo em relacdo a outros animais (DUBEY, 1994b).

Das espécies de animais que apresentam toxoplasmose, 0s equinos parecem Ser mais
resistentes a infec¢do pelo parasita e podem apresentar alguns sintomas caracterizados por

hiperirritabilidade, incoordenacdo motora, distirbios oculares e aborto (TURNER; SAVVA,
1991).

2.7 Aspectos epidemiolégicos da infeccao pelo 7. gondii em galinhas

A toxoplasmose em galinhas cursa predominantemente na forma subclinica,
apresentando pouca importancia clinica para essa espécie. Entretanto, Dubey et al. (2007a)
relataram um surto de toxoplasmose clinica em galinhas de postura e gansos numa fazenda de

Illinois (USA). Os sinais clinicos relatados nesse episddio foram de alteragdes neuroldgicas
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manifestando-se por torcicolo, incapacidade de se manter em estacdo e decubito lateral. As
galinhas de criacdes domésticas sdo consideradas importantes na epidemiologia desta doenga,
pois sdo fontes de transmissdo tanto para o homem quanto para o gato, favorecendo, através
deste ultimo, a disseminacdo da doenca pela eliminacdo de oocistos no meio ambiente
(DUBEY, 2009). Além disso, devido ao hébito alimentar de ciscar no solo, a ocorréncia de 7.
gondii em galinhas caipiras tem sido largamente utilizada como indicador da prevaléncia de
oocistos de 7. gondii no ambiente (DUBEY et al., 2006).

E importante o sorodiagnéstico entre animais de produgdo, por sinalizar a
contaminac¢do do espaco rural, uma vez que estes animais estdo em contato direto com o meio
ambiente por longos periodos (BONNA et al., 2006).

Galinhas alimentadas com oocistos de 7. gondii podem albergar cepas virulentas do
parasito em diferentes tecidos sem apresentar sinais clinicos de toxoplasmose (Dubey et. al.
2002).

O habito de geofagia faz com que a galinha facilmente se contamine com oocistos
presentes no meio ambiente. Se galinhas, com sorologia negativa, sdo colocadas em um
ambiente e se tornam soropositivas, isso indica a contaminagdo desse ambiente. Devido a esse
fator, as galinhas, sdo utilizadas como “sentinelas” para detectar ambientes contaminados por
oocistos do Toxoplasma (DUBEY et al., 2004b).

Estudos de soroprevaléncia apontam as galinhas de criagdo doméstica com alto indice
de positividade para 7. gondii. Dubey et al. (2007b) realizaram um estudo em galinhas
provenientes do Pard e Rio Grande do Sul e verificaram 46,4% de animais soropositivos,
assim como Oliveira et al. (2008) verificaram 53,3% de animais sororeagentes em todos os

estados do nordeste, exceto a Paraiba, que ndo participou desse estudo.

2.8 Inoculacdo em camundongos

Dentre os animais utilizados para inoculacdo, citam-se hamsters, cobaias,
camundongos e coelhos. Dentre esses, os camundongos sdo os de escolha por serem os mais
susceptiveis a infec¢do por inoculacao peritoneal, chegando a fornecer milhdes de taquizoitos
por mililitros no curto espago de tempo de trés dias (Amato Neto et al. 1995).

A inoculacdo em camundongos utiliza o sangue do paciente, de preferéncia a camada
leucocitaria, ou sedimento do centrifugado de liquido cefalorraquiano, liquido amnidtico,

lavado bronquico-alveolar, suspensdes de triturados de bidpsia ou de placenta, que sdo
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inoculados via intraperitoneal ou subcutdnea em camundongos isogénicos (REMINGTON et

al., 2006).

2.9 Transmissao

A transmissdo do 7. gondii pode ocorrer através da via oral através ingestdo de
alimentos contaminados contendo oocistos e de carne crua ou mal passada contendo cistos,
congénita ou transplacentaria. Deve-se também considerar a transmissdo por transfusdo de
sangue ou derivados, transplante de 6rgdos e acidentes laboratoriais com material bioldgico
(KAWAZOE, 2005).

Em todos os paises, grande parte da populagdo humana e animal (mais 300 espécies de
animais entre mamiferos e aves) apresenta parasitismo pelo Toxoplasma gondii. Em algumas
regides, 40 a 70% dos adultos apresentam- se positivos para toxoplasmose, em testes

sorolégicos (NEVES et al. 2005).

2.10 Diagnéstico

O diagnéstico clinico da toxoplasmose € bastante dificil, pois os casos agudos podem
levar a morte ou evoluir para a forma cronica; esta pode se manifestar de forma assintomatica
ou se assemelhar a outras doencas, fazendo-se necessario o uso de técnicas laboratoriais para
sua confirmacgdo (SZPEITER, 2000).

Para o diagndstico da toxoplasmose existem métodos diretos (PCR, bioensaio e
imunohistoquimica) que visam a detec¢do direta dos parasitas em amostras bioldgicas. Os
camundongos sdo extremamente susceptiveis a infeccdo por 7. gondii, sendo muito utilizados
para isolamento e caracterizacdo do parasita (INNES, 1997). Os métodos indiretos sdo: teste
do corante Sabin-Feldman, testes de aglutinagdo, ELISA e Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), baseados na deteccdo de anticorpos contra o agente. A RIFI € considerada
como padrdo-ouro, ou seja, um teste de referéncia para a calibracdo e comparacdo com outros
testes (BJORKMAN et al.,1999).

Para chegar-se a um diagndstico, o resultado do teste sorolégico deve ser avaliado
associando com a presenca de sinais clinicos da doenga encontrados na toxoplasmose,

exclusdo de outras causas e resposta positiva ao tratamento (LAPPIN, 2004).
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2.11 Tratamento

As drogas utilizadas no tratamento da toxoplasmose sdo: pirimetamina, sulfadiazina
e 4cido fdlico. A associagdo de sulfas com trimetoprim, podem também ser usadas,
apresentando a mesma efetividade quanto a sulfadiazina, sulfapirazina, sulfametazona e
sulfamerazina, na dose de 50mg/ kg, a cada 24 horas durante duas semanas para humanos
(DINIZ ; VAZ, 2003).

A clindamicina é o medicamento de escolha para o tratamento em cdes e gatos, sendo
utilizada na dose de 25-50mg/kg/dia, dividido em duas ou trés doses, via oral ou

intramuscular, por pelo menos duas semanas (SHERDING, 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao da area

O Estado da Paraiba possui uma populagdo estimada em 3.999.415 habitantes,
distribuidos em 223 municipios e quatro mesorregidoes, a saber: Zona da Mata, Agreste,
Borborema e Sertdo (IBGE, 2016), totalizando 90.583 estabelecimentos pecudrios criadores

de aves, com um efetivo de 10.647.748 (IBGE, 2015).
3.2 Procedéncia dos animais

Os isolados obtidos das aves foram provenientes de animais de residéncias dos
municipios de Olho d' Agua, Malta, Patos (Mesorregido do Sertdo), Monteiro (Mesorregiio

da Borborema) e Esperanca (Mesorregido do Agreste) (Figura 2).

Figura 2: Localiza¢do dos municipios Olho d' Agua (1), Malta (2), Patos (3), Monteiro (4) e Esperanca (5),

Estado da Paraiba.

Fonte: Adaptado de ABREU (2013).

3.3 Local do experimento
O bioensaio para isolamento foi realizado no Laboratério de Doengas Parasitarias dos
Animais Domésticos (LDPAD) e Laboratério de Doencgas Transmissiveis (LDT) da

Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Patos-PB.
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3.4 Procedimento Etico

O presente trabalho foi encaminhado ao Comité de Etica do Centro de Satde e
Tecnologia Rural da UFCG, Campus de Patos e obteve autorizacdo de execucdo sob n° de
registro 170-2014, respeitando o disposto na Lei Federal 11.794 e as demais normas
aplicdveis a utilizacdo de animais para o ensino e pesquisa, especialmente as resolucdes do

Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal — CONCEA.

3.5 Isolamentos de T. gondii em camundongos

3.5.1 Digestao péptica de tecidos

Os tecidos das galinhas (cérebro e coragdo) foram mantidos refrigerados até o
resultado da RIFI. Os tecidos dos animais soropositivos foram cortados em pequenos pedacos,
sendo removida a gordura e o tecido conectivo e utilizados para bioensaio em camundongo
segundo protocolo de Dubey (1998). De cada 6rgdo, a totalidade dos fragmentos foi utilizada.

O “pool” de tecidos foi triturado em gral e pistilo estéreis e homogeneizado com cinco
volumes de NaCl 0,85% (salina), utilizando um homogeneizador de uso doméstico.

Ao material homogeneizado foi adicionado o mesmo volume de uma solugdo de
pepsina acida, pH 1,1-1,2 (pepsina, 2,6g; NaCl, 5,0g; HCL, 7,0mL; dgua destilada suficiente
para 500mL de soluc@o) preparada préximo ao uso e aquecida em banho-maria a 37°C. A
mistura foi incubada em banho-maria sob agitacdo a 37°C por uma hora. Apds incubagdo, a
suspensdo foi coada através de duas camadas de gaze, o coado transferido para cinco tubos
conicos de 50 mL e centrifugado a 1.200g por 10 minutos.

O sobrenadante foi desprezado e o sedimento de todos os tubos foram entdo
neutralizados pela adi¢do gradual de bicarbonato de sédio 1,2%, pH~8,3, recém-preparado (ao
redor de SmL por tubo). A neutralizacdo era percebida visualmente por meio da mudanga de
cor do sedimento. Apds homogeneizacdo, o material era transferido para um tnico tubo
conico, completando o volume para 50mL com salina e centrifugado a 1,200g por 10 minutos.

Novamente o sobrenadante foi desprezado e ao sedimento foi adicionado de igual
volume de uma solucdo salina contendo 2.000U de penicilina e 200mcg de estreptomicina por
mililitro. Imediatamente, a amostra foi inoculada em um grupo de trés camundongos, na

quantidade de 1,0mL por animal por via subcutanea (Figura 4).
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Figura 3: Inoculacio da amostra em camundongo Swiss.

s

Fonte: Arquivo pessoal (2015).

3.5.2 Bioensaio em camundongos

Foram utilizados camundongos Swiss, albinos com idade em torno de dois meses,
provenientes do biotério do Laboratério de Tecnologia e Farmacologia (LTF) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB). Cada grupo foi constituido de trés camundongos, alojados na
mesma caixa, marcados individualmente em diferentes locais do corpo com 4cido picrico na
sequéncia das aplicagdes: 1°- cabeca; 2°- cauda; 3°- barriga. Os animais eram observados
duas vezes ao dia durante os primeiros 30 dias e ap6s este periodo, os mesmos sdo observados
uma vez ao dia.

Os animais que vieram a 6bito foram examinados para pesquisa de 7. gondii nos
tecidos, como descrito previamente por Dubey e Beattie (1988). Impressoes de fragmentos de
pulmdo e cérebro dos animais sdo examinados sob microscopia de luz, entre lamina e
laminula, para pesquisa de estdgios do parasita (taquizoitos e/ou cistos).

Os camundongos que sobrevivem até seis semanas poés-inoculacdo (p .i.) sdo
examinados sorologicamente para pesquisa de anticorpos anti-7. gondii, por meio da RIFI

(Fig. 5), sendo o ponto de corte 1:16, utilizando 10 uL do soro a ser testado e 150 uL. de PBS.



25

Figura 4- Reacdo de Imunofluorescéncia direta para pesquisa de anticorpos anti-7. gondi.

Fonte: Feitosa (2015).

Os animais soropositivos permaneceram no experimento até dois meses p. i, quanto
entdo foram sacrificados e examinados para pesquisa de 7. gondii; os soronegativos foram
sacrificados ap6s o resultado da sorologia e submetidos ao mesmo exame. O sacrificio foi
feito por meio de deslocamento cervical. Os camundongos foram considerados positivos

quando foram observados cistos em seus tecidos (Dubey et al., 2002).

3.5 Analise Estatistica

As andlises de correlagdes simples entre a frequéncia de isolados nos camundongos
(percentagem de isolamentos dos camundongos do mesmo grupo) e os titulos de anticorpos
anti-7. gondii das galinhas foram realizadas pelo programa Excel (Microsoft Office Excel,

versao 2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os titulos de anticorpos anti 7. gondii variaram de 1:16 a 1:4096, sendo mais frequente
a diluicdo 1:64 (44/152). Dos animais (galinhas) soropositivos, 71 foram submetidos ao
bioensaio em camundongos Swiss para o isolamento, obtendo-se um total de 33 animais
isolados. Observou-se que a porcentagem de isolamento aumentava a medida que os titulos de
anticorpos eram maiores, havendo uma correlagdo positiva entre titulo e isolamento, a partir
da titulagdo 1:512, verificou-se o isolamento em mais de 50% dos animais, chegando a 100%

de isolamento nos animais que tinham titulos superiores a 2048 (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de isolamento do Toxoplasma gondii por bioensaio em camundongos de

galinhas soropositivas do estado da Paraiba.

Titulos de Nimero de galinhas Nudmero de animais (galinhas)
anticorpos soropositivas

Bioensaio Isolados de T gondii %
16 19 7 2 28.6
32 24 6 2 333
64 44 19 8 42,1
128 26 15 6 40
256 17 12 6 50
512 10 6 4 66.6
1024 7 3 2 66.6
2048 4 2 2 100
4096 1 1 1 100
Total 152 71 33 46.8

Resultados inferiores de isolados foram observados por Gongalves (2010) em um
estudo com galinhas caipiras no estado da Bahia, o qual observou o isolamento de cinco

animais a partir de 14 animais submetidos ao bioensaio.
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A viruléncia dos isolados depende de diversos fatores, dentre eles a quantidade de
cistos vidveis contidos no material inoculado, linhagem do camundongo utilizado no
experimento e a via de inoculag@o, além da via intraperitoneal, fatores esses que podem vir a
aumentar a viruléncia do 7. gondii (Dubey et al. 2002).

Em um estudo realizado por Dubey (2007) utilizando separadamente o cérebro,
coragdo e musculos da perna de 11 galinhas soropositivas, verificou-se que 0s cistos no
coragdo sao mais frequentes que no cérebro, o coracdo € o O6rgdo mais parasitado pelo
protozodrio, mas os autores reforcam a importancia de se utilizar macerados de diferentes
orgdos, isolados ou misturados, para aumentar a sensibilidade do isolamento.

Dos 33 isolados, 27 (81.8%) foram letais para pelo menos um dos camundongos
inoculados, estes vieram a Obito entre os dias 16 e 45 p. i. por toxoplasmose aguda
confirmada através da presenga do parasita nos tecidos dos animais (Figura 6), 21 (63.6%)
dos isolados foram letais para todos os animais inoculados e em seis (18.2%) isolados todos
os camundongos resistiram até os 42 dias p. i. quando entdo foi realizada a sorologia e os

positivos foram eutanasiados no dia 60 p. 1., com detec¢do do parasita em seus tecidos.

Figura 5: cisto contendo bradizoitos isolado do cérebro de camundongo (seta), aumento 400 microscépio éptico
comum.

&

Fonte : arquivo pessoal, (2015).

Esses resultados foram superiores aos obtidos por Feitosa et al. (2014) em um estudo
realizado em suinos no estado da Paraiba, que observaram uma letalidade em nove (64,2%)
para pelo menos um dos camundongos inoculados, no mesmo trabalho observaram que

apenas 4 dos 14 isolados foram capaz de matar todos os camundongos.
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Alguns trabalhos relatam alto indice de isolamento de 7. gondii dos tecidos de
galinhas caipiras. Dubey et al. (2006) conseguiram isolar este protozoario de 72,7% de
animais soropositivos em um estudo conduzido no estado do Amazonas e Beltrame et al.
(2012) também obtiveram um indice de isolamento alto, de 75%. Isso demonstra que os
animais tinham cistos vidveis capazes de infectar humanos, assim como outros animais,

funcionando como uma possivel fonte de infeccao para os individuos desses locais.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que os isolados das galinhas domésticas provenientes
dos municipios de Olho d' Agua, Malta, Patos, Monteiro e Esperanca apresentaram alta
prevaléncia de isolados de T. gondii, possuindo esses isolados uma alta viruléncia, visto que,
81.8% foram letais para pelo menos um dos camundongos inoculados, o que indica a
possibilidade tanto de infeccdo humana como também de animais pertencentes a regidao
estudada, podendo oferecer riscos para ambos devido a alta contaminacdo ambiental. As
galinhas com titulos superiores a 1:256 devem ser priorizados para a utilizacdo em bioensaio,

pois as possibilidades de isolamento do parasita a partir dessa titulagao foi superior a 50%.
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