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ABSTRACT

The study of the prevalence of 7 oxoplasma gondii in free-range chickens naturally infec.ted is a
good indicator of prevalence of 7' gondlii oocysts in the environment because chickens feed from
the g round. Ant ibodies against 7' gondii were e valuated in 10 8§ s erum s amples o f free-range
chickens from Uberlandia, MG, by using the modified agglutination test (MAT). A total of 77
(71%) out of 108 samples were positive (titer greater or equal 1:16) ranging from 1:16 to 1 :4096,
but the title most frequently found was 1:32. T gondii was isolated from heart samples from 2
(33%) of 6 free-range ¢ hickens seropositive in M AT. The isolates were genotyped using 12
T gondii genetic markers including SAGI, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, ¢22-8, c29-2‘, L358,
PK1, a new SAG2 marker, Apico and CS3. The new T gondii isolates from Uberlandia, MG,
showed alleles of type I, II and [II genotypes. Thus, our results confirm previous studies that

found the high genetic variability in 7. gondii isolated of Brazil,
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I-INTRODUCAO

Toxoplasma gondii ¢ parasito intracelular obrigatorio do filo Apicomplexa e apresenta
distribuigdo cosmopolita (Tenter et al., 2000). E um parasito de grande importancia veterindria e
médica, capaz de infectar a maioria dos vertebrados de sangue quente, bem como, a maioria das
espécies domésticas e silvestres (Tenter et al.. 2000). Apresenta ciclo de vida complexo com fase
assexuada em uma ampla variedade de hospedeiros intermedisrios ¢ uma fase sexuada. ndo
obrigatria, que ocorre exclusivamente nas células epiteliais de hospedeiros felinos (Dubey;
Frenkel, 1972). A infec¢do por 7. gondii ¢ freqiiente em humanos e sua prevaléncia varia de
acordo com a regifio e aumenta com a idade (Dubey; Beattie, 1987). No Brasil estima-se que
70% da populagdo ja entraram em contato com 7. gondii, no entanto a infec¢do em individuos
imunocompetentes é assintomatica em 90% dos casos. Nesse caso a infecgdo permanece latente
por tempo indeterminado, até que a imunidade do individuo diminua e ocorra a reativagdo da
infecgio.

A toxoplasmose pode ser adquirida por ingestdo de cistos teciduais em carne crua ou mal cozida
de animais que atuam como hospedeiros intermediarios (porcos, galinhas, carneiros, bovinos, e
outros), ou por oocistos presentes no ambiente (consumo de agua e alimentos contaminados).
Outra forma de infecgdo ¢ via congenita, através da transmissdo transplacentdria de taquizoitas

(Tenter ef al., 2000).

Os casos mais graves de infeccdo toxoplasmica sio em individuos imunocomprometidos
(Belanger et al., 1999) e em neonatos (contaminagdo por via congeénita) (Jones er al., 2001). Os
individuos sintomaticos podem apresentar ganglios linfaticos aumentados, febre, dores nos
musculos e articulacdes, cansago, dores de cabeca, alteragdes visuais, dor de garganta,

surgimento de pontos avermelhados difusos por todo o corpo, aumento do figado ¢ do bago;

menos comumente ocorre inflamacio do museulo do coragdo (Rey, 2001 ).
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A patogenicidade da toxoplasmose ¢ determinada por varios fatores, incluindo a susceptibilidade
da espécie hospedeira, viruléncia e estagio do parasito (Dubey, 2004). T. gondii ¢ considerado
uma populacéo ¢ lonal com baixa variabilidade genctica (Dubey e al., 2006). 1 solados de T
gondii sdo classificados em trés tipos genéticos (I, II, Ill), com base na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) associada com a analise do polimorfismo fragmento de restricio (RFLP)
(Howe and Sibley, 1995). Apesar da diferenca em nivel de segiiéncia gendmica entre os trés
genodtipos ser menor que 1%, a diferenga fenotipica quanto a viruléncia em camundongos ¢
incrivel. para cepas classificadas como Tipo I LDy = 1, em contraste cepas classificadas como
Tipo 1 e TIT LDyg0 > 10° (Sibley and Boothroyd, 1992).

Varios estudos tém demonstrado que a maioria das linhagens de T, gondii € pouco virulenta para
camundongos (tipo I1I). produzindo infecgdes crénicas assintomaticas, enquanto outras linhagens
sdo bastante virulentas (tipo I) e promovem a morte dos camundongos (Dardé, 2004). A maioria
das informagdes sobre a genotipagem do parasito ¢ derivada de isolados da Europa ¢ América do
Norte. No entanto, a utilizagdo de novos marcadores para caracterizagdo génica e a utilizagdo de
cepas recentemente isoladas no Brasil e Guiana Francesa revelaram uma variabilidade genotipica
maior das que ja haviam sido relatadas (Dubey et al., 2006).

Pesquisas sobre a estrutura da populagdo de T.gondii foram realizadas em diversas regides do
mundo. Para esta finalidade, galinhas caipiras foram utilizadas como hospedeiros indicadores de
contaminagdo do solo por oocistos de 7' gondii, devido a seus hébitos alimentares (Dubey et al.,
2006).

O presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar através de genotipagem novas cepas
de T. gondii de galinhas caipiras (Gallus gallus domesticus) da cidade de Uberlandia, Minas
Gerais.

2 - MATERIAL E METODOS

2-1 - Amostras de soro de aves naturalmente infectadas
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Foram coletadas 108 amostras de sangue por meio de pun¢io da veia braquial de galinhas
caipiras (Gallus gallus domesticus), na cidade de Uberlandia, localizada na por¢do sudoeste do
Estado de Minas Gerais, no Tridngulo Mineiro. entre as coordenadas geograficas de 18°30' -
19°30" de latitude sul e 47°50' - 48°50' de longitude oeste de Greenwich.

O estudo envolveu dez locais diferentes da cidade (Campo Alegre, Capim Branco, Centro,
Lagoinha, Luizote, Martins, Morada Nova, Morumbi, Patriménio, Val paraiso) (Figura 1a, 1b ).
As aves utilizadas no presente estudo estavam naturalmente infectadas e nao apresentavam
nenhum s intoma c linico de toxoplasmose. Ap és a selecdo do s a nimais soropositivos p ara 7.
gondii, as aves que apresentaram os maiores titulos de anticorpos anti-Toxoplasma (1:64, 1:128,
1:256 e 1:512) foram adquiridas. Seis aves naturalmente infectadas foram utilizadas para o
estudo de isolamento do parasito e caracterizagdo genotipica dos novos isolados.

2-2 - Exames sorologicos

2-2.1 - Teste de aglutina¢iio modificado (MAT)

Amostras de soros foram testadas para detecgdo de anticorpos contra 7. gondii através de onze
dilui¢des seriadas de 1:16 a 1:16384 pelo teste de aglutina¢io modificado (MAT), como descrito
por Dubey e Desmonts (1987).

Para a preparagdo da reacio. taquizoitas foram coletados do exsudato peritoneal de camundongos
Swiss previamente infectados com a cepa RH de 7. gondii. A suspensio parasitéria foi lavada
quatro vezes (720 x g a 4°C por 10 minutos) com solugdio salina tamponada com fosfatos'0,01 M
(PBS, pH7, 2). Em seguida, os parasitos foram fixados com formalina 6% sob agitacdo por 12
horas a 4°C. Apés nova lavagem com PBS, os parasitos foram quantificados € armazenados em
tampdo alcalino (pH entre 8 ¢ 9). Aos parasitos fixados (3 x 10® taquizoitas em 2500 pl de
solugdo alcalina) acrescentou-se 35 ul de Mercaptoetanol 0,2 M e 50 ul de Azul de Evans 0.2%.
Apés a homogeneizacio, o antigeno foi adicionado (25 ul de reagente por po¢o) em uma
microplaca (96 pogos) com fundo em U, seguindo pela adigdo (v/v) das amostras de SOros

diluidos a 1:16 em PBS A placa foi incubada 4 37°C em cAmara umida por aproximadamente
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doze horas. Como controles, amostras de soros (humano e de camundongos) positivos e
negativos, foram incluidas na reacao. Os resultados foram analisados considerando a presenga de
aglutinagdo dos parasitos para as amostras positivas e a formagdo de um botdo com contorno
definido para as amostras negativas.

2-2.2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados para avaliar a soroconversio dos
camundongos utilizados em experimentos de bioensaio. Placas de microtitulagfo de poliestireno
foram sensibilizadas com antigeno soltvel de 7. gondii, na concentracdo de 10 pug/ml em tampao
carbonato 0,06 M (pH 9,6) por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas trés vezes com PBS
adicionado de 0,05% de Tween 20 (PBS-T). As amostras de soros foram adicionadas. em
duplicata, na diluigdo de 1:16 em PBS-T contendo 5% de leite em po desnatado (Molico., Nestlé,
Séo Paulo, SP, Brasil) (PBS-TM). Ap0s incubagio por uma hora a 37°C, as placas foram lavadas
seis vezes com PBS-T. Em seguida, foi adicionado o conjugado anti-IgG de camundongo
conjugado com peroxidase (Sigma Chemical Co., EUA) na dilui¢fo 1: 2000 em PBS-TM 5% e
incubado por uma hora a 37°C. Apds novo ciclo de seis lavagens com PBS-T, foi adicionado o
substrato enzimatico consistindo de H;0; a 0,03% em tampdo cromogeno (orto-fenilenediamina
—OPD - a 1,0 mg/ml em tampo citrato-fosfato 0,1 M pH 5.0). Apés incubag¢fo por 10 minutos a
temperatura ambiente, a reagdo foi interrompida com a adi¢do de H,SO, 2 N. A densidade éptica
(DO) foi determinada em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus. Flow Laboratories, Genebra,
Sui¢a) a 492 nm. Trés soros controles positivos e negativos foram incluidos em cada placa. O
cut-off (limite de positividade) foi determinado pela média dos valores de DO dos soros
controles negativos acrescido de cinco desvios padroes. Os titulos de anticorpos foram expressos
arbitrariamente em [ndices ELISA (IE). de acordo com a seguinte formula: [E = DO amostra /
cut-off como previamente descrito (Silva et al., 2002). Valores de IE > 1,1 foram considerados
€OMo positivos.

2-3 - Isolamento de T. gondii a partir de amostras de coraciio e cérebro de galinha caipira
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genotipica. Apos a lise total das células, taquizoitas foram coletados, lavados em PBS e
posteriormente filtrados em membrana de policarbonato de 3 um (Millipore, Molsheim, F rance).
Os taquizoitas devidamente processados foram armazenados a -70°C para posterior
caracterizagdo genotipica. Células HFF infectadas com os novos isolados de T gondii foram
armazenadas no nitrogénio liquido em tubos de congelamento contendo dimetilsulfoxido
(DMSO) e 5% em soro fetal bovino.

2-4.2 Extracio de DNA de 7 oxoplasma gondii

A extragdo de DNA foi feita seguindo o protocolo de Ausubel er af (1999). Taquizoitas das
cepas isoladas em cultura de células e armazenadas a -70°C em PBS foram ressuspendidos com
500 ul de tampio de e xtragdo (Tris-HCI 10 mM; NaCl 100 mM; EDTA 25 mM; SDS 1%;
proteinase K 0 ,4mg/ml; 4 gua ul tra pura autoclavada). Ap ésa ho mogeneizagdo, a s a mostras
foram incubadas durante a noite a 37°C, com agitagdo automatica de quinze segundos a cada
quinze minutos.

Em seguida, foi adicionado fenol tamponado a amostra (v/v) e centrifugou-se a 12.000 Xgpors
minutos. O sobrenadante (fase aquosa) foi recuperado, evitando a contaminagdo com fenol.

Para precipitar 0 DNA extraido, propanol (v/v) foi acrescentado, homogeneizado, e incubado a -
20°C durante uma noite. As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 25 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi desprezado e etanol a 70% foi adicionado. repetindo-se a centrifugacio e
descartando-se novamente o sobrenadante. As amostras de DNA processadas foram permitidas a
secar completamente em temperatura ambiente €, em seguida, homogeneizadas com Tris-EDTA
(1/10 do volume final de DNA obtido), incubadas a 56°C por 10 minutos e, em seguida,
armazenadas a -20°C até a amplificagéo.

2-4.3 Genotipagem dos novos isolados de 7. oxoplasma gondii

A caracterizacdo genotipica dos isolados foj realizada no laboratério da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva ¢ Satide Animal da

Universidade de Sao Paulo. Sio Paulo, SP, com o auxilio do Dr. Rodrigo Martins Soares e na
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Universidade de Tennessee, Departamento de Microbiologia, com o auxilio da Dra. Hilda Fatima
de Jesus Pena. A de terminacdo dos gendtipos de 7. gondii na's amostras a nalisadas foi feita
essencialmente como descrito por Howe er al. (1997), utilizando os primers para os seguintes
marcadores SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, ¢22-8, ¢29-2. [358. PK1, novo SAG2, Apico e
CS3 (Tabela 1), na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para posterior analise do
polimorfimsmo dos fragmentos de restri¢do (RFLP). Apés a amplificacdo dos fragmentos, as
amostras foram submetidas a clivagem enzimatica com endonucleases especificas para cada
frag@io (Tabela 1). O produto amplificado tratado com as endonucleases foi analisado em gel de
agarose a 2,5% e 3%.

2-5 - Caracterizagio biolégica de Toxoplasma gondii

Camundongos (Swiss, BALB/c e C57BL/6), gerbil (Meriones unguiculatus) e roedor do cerrado
(Calomys callosus) foram inoculados com 100 taquizoitas dos 2 isolados de T gondii com o
intuito de observar a morbidade e a taxa de mortalidade nesses animais ¢ estabelecer uma
comparagdo entre a viruléncia das cepas e a carga parasitaria nestes animais.

2-6 — Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste qiii-quadrado para avaliar difereng¢as em
relagdo as curvas de mortalidade. Resultados foram considerados estatisticamente significativos
para p < 0.05. A analise estatistica e os graficos foram feitos utilizando GraphPad prism version
4.0 (GraphPad Software, v. 4.0, San Diego, USA).

3 - RESULTADOS

3-1- Deteccio de galinhas soropositivas pelo teste MAT

Anticorpos contra 7. gondii, foram encontrados em 77 (71%) das 108 amostras, com titulos
maiores ou iguais a 1: 16 pelo MAT. Os titulos variaram entre 1:16 e 1:4096, sendo que o titulo
encontrado com maior freqiiéncia foi 1:32 (Tabela 2). As galinhas caipiras soropositivas para T,
gondii utilizadas no experimento de isolamento e caracteriza¢do genotipico de novas cepas de

T.gondii, apresentaram titulos soroldgicos entre 1:64 ¢ 1:512.
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3-2-Isolamento das cepas de 7. gondii de galinhas caipiras a partir de inoculacio de
camundongos

Apbs a digestio péptica das amostras de coragdo e posterior inoculagiio subcutanea do cérebro e
dos c oragdes das galinhas ¢ aipiras e m ¢ amundongos S wiss, foi possivel ¢ onstatar a inf eccdo
atraves de sinais clinicos e confirmar pelo ELISA a soroconversio dos animais inoculados com
duas amostras de coracao das seis aves naturalmente infectadas com 7. gondii utilizadas (Tabela
3). Aos 30 dias pos-inoculagdo, a analise soroldgica indicou a soroconversio de quatro
camundongos, sendo que trés animais foram inoculados com a mesma amostra de coragfio de
uma galinha caipira, e o outro camundongo foi inoculado com amostra de coragdo de outra ave,
Os dois novos isolados foram denominados de Udi1-CHO5 e Udi2-CHO05.

Os camundongos apresentaram fadiga respiratoria, pelagem arrepiada, inapeténcia e apatia. No
cérebro desses animais soropositivos foi possivel a detecgdo de cistos, no entanto, o exsudato
peritonial ndo demonstrou a presenga de taquizoitas livres. Os cistos cerebrais foram contados e
camundongos Swiss foram utilizados para manuten¢io das duas novas cepas em vivo. Inoculoy-
se 30 cistos em trés animais e 50 Ccistos em outros trés animais, por via intraperitoneal.
Observando a m ortalidade ¢ as ¢ ausas da morbidade dos ¢ amundongos, no tou-se a p resenga
constante de taquizoitas no exsudato peritonial desses animais.

As formas taquizoitas foram utilizadas para realizar passagens seriadas a cada dois ou trés dias,
via intraperitoneal. para os dois isolados separadamente, com o intuito de manter as novas cepas
isoladas.

3-3-Caracteriza¢io genética dos isolados de 7. gondii

Ap0s 12 passagens, taquizoitas dos dois isolados foram cultivados in vitro com células HFF e
caracterizados genotipicamente utilizando doze diferente primers. A anélise da tipagem das
amostras pela clivagem enzimatica com endonucleases foi avaliada através das bandas

encontradas no gel de agarose (Fi gura 2).
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O resultado da genotipagem dos isolados nos indica que as cepas Udil-CHO5 e Udi2-CHOS5 sio
resultantes de combinagdes de Tipo L, II ¢ I11, sendo que Udi-2CH-05 apresenta um alelo atipico
em c22-8, ou seja, apresenta um padrio diferente dos genétipos ja identificados para 7. gondii
(Tabela 4).

3-4-Comportamento biolégico dos 2 isolados de T.gondii

Em cultura foi possivel observar diferenciagdo entre os isolados quanto ao tempo de rompimento
e infecgdo de novas células. O isolado Udi-1CH-05 apresentou multiplica¢do lenta em relacdo ao
Udi-2CH-05. Em média, 4 dias foram necessarios para que o isolado Udi-1CH-05 rompesse a
maioria das células HFF, enquanto o isolado Udi-2CH-05 rompia todas as células em dois dias
de cultivo.

Diferentes ¢ omportamentos b iologicos foram o bservados e ntre o s do is isolados. O primeiro
isolado foi denominado de Udi-1CH-05 e caracterizou-se pela formagio de cistos cerebrais apos
0 20° dia de inoculagdo ¢ presenca de pequena quantidade de taquizoitas livres no exsudato
peritoneal na primeira passagem em camundongos Swiss. No entanto, na maioria dos animais
utilizados para o bioensaio de caracteriza¢do bioldgica das novas cepas, 0s animais inoculados
morreram no 6° e 7° dias pos-inoculagdo, e apresentaram taquizoitas livres no exsudato
peritoneal,

O segundo isolado foi denominado de Udi-2CH-05 e caracterizou-se pela presenca de maior
quantidade de taquizoitas no exsudato peritoneal de camundongos Swiss no 3% 4° e 5° dias pos-
inoculagdo, apresentando comportamento bioldgico semelhante com a cepa virulenta RH de T
gondii.

Analisando-se as infec¢oes experimentais em camundongos (Swiss, BALB/c e C57BL/6) e em
roedores gerbil (Meriones unguiculatus) e Calomys callosus, notou-se pequena taxa de
sobrevivéncia dos animais, independente dos isolados Udi-1CH-05 (Figura 3A) ou Udi-2CH-05
(Figura 3B), o que pode ser explicado pela classificacio dos isolados como cepas virulentas

(Tipo D).

10
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IV - DISCUSSAO

A padronizagdo do MAT exigiu sucessivas repeti¢des do ensaio. e observou-se que para a
otimiza¢do do teste € necessdrio que a preparagdo do antigeno (taquizoitas fixados) seja feita
utilizando materiais esterilizados ¢ os procedimentos devem ser realizados a 4°C, pois evita a
aglutinagfo dos parasitos. A aglutinagfio dos parasitas durante o processamento do antigepo pode
promover resultados falsos negativos. uma vez que os parasitos aglutinados tendem a se
acumular no fundo das cavidades das microplacas. A padronizagdo da quantificagio de
taquizoitas por pogo € importante, pois 0 excesso de parasito pode promover resultados falsos
negativos, pois se acumulam no fundo da placa e a falta de parasitos juntamente com o excesso
de anticorpos promove o efeito prozona, que seria um falso negativo que ocorre devido ao
excesso de anticorpos no ensaio.

Para a detecgéo de anticorpos contra 7. gondii em galinhas caipiras foi realizado exclusivamente
o teste soroldogico MAT. Resultados obtidos em varios estudos anteriores utilizando galinha
caipira como modelo de infecgdo natural comprovaram a validade do teste MAT para este tipo
de estudo (Dubey e al., 2006).

No presente estudo, isolou-se através de bioensaios em camundongos Swiss, duas cepas
procedentes de galinhas c aipiras da ¢ idade de U berlandia, M G. O sucesso do is olamento de
novas cepas de 7. gondii depende do niimero de camundongos inoculados, da quantidade de
tecido infectado utilizado no bioensaio, e da concentragio de parasitos na amostra utilizada

(Dubey et al., 2006).

O método sorologico utilizado para detectar a soroconversdo dos camundongos foi.o teste
imunoenzimatico ELISA. As vantagens do ELISA sobre o MAT ¢ que a leitura dos resultados ¢
objetiva, mais sensivel e ¢ capaz de distinguir anticorpos das classes IgG e IgM (Garcia ef al.
2006).

Para a tipagem genética dos parasitos isolados utilizou-se 0 método RFLP (Sibley; Boothroyd,

1992), o qual permite a discriminagdo das cepas de 7. gondii em trés linhagens clonais

11
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correlacionadas com o fenotipo de viruléncia em camundongos. Estudos de caracterizagdo
genotipica intra-especifica de 7. gondii tém sido realizados em vdrios paises, principalmente em
cepas de origem européia e norte-americana. Até o momento pouco se conhece sobre as
caracteristicas biologicas ¢ moleculares das cepas isoladas no Brasil (Ferreira, 2004).

Durante a analise da caracterizagdo genotipica é necessario ter cautela cautelosos na
interpretagdo dos dados, pois os marcadores utilizados estdo restritos a identificar os parasitos ja
isolados. Para os isolados de 7. gondii que pertencem a mesma linhagem clonal, a informagdo
biologica (fendtipo) obtida de um representante pode predizer a outra por causa de seu fundo
genético idéntico. O mesmo ndo pode ser verdadeiro para linhagens com diferente composigdo
génica, p rincipalmente quando o cruzamento genético e ntre dif erentes linhagens acontece na
populagdo. Estudos recentes de linhagens de 7. gondii de pacientes humanos na Guiana francés e
de galinhas caipiras no Brasil sugerem uma taxa elevada da transmissdo ¢ do cruzamento entre
diferentes linhagens do parasito (Ajzenberg er. al., 2004; Lehmann et. al., 2004).

E importante analisar a diversidade génica da populagdo de 7. gondii, pois segundo Dardé
(2004), a tipagem de multilocus € necessaria para conhecer a real diversidade da populacdo de 7.
gondii, para encontrar fatores genéticos que podem influenciar a viruléncia do parasito e
entender o mecanismo de sele¢do genética de acordo com a espécie hospedeira.

No Brasil, observou-se uma variabilidade genotipica em isolados de 7. gondii. Em estudos
genéticos recentes sobre o DNA de 7. gondii, constatou-se novas combinagdes entre alelos nas
trés linhagens conhecidas (Ferreira et al., 2006), o que comprovou a diferencia¢do dos isolados
brasileiros quanto a diversidade e a variabilidade genotipica em relagdo aos isolados de locais
distintos como Estados Unidos e Europa.

Procedendo-se a uma compara¢do entre as duas cepas isoladas notou-se comportamentos
bioldgicos distintos, porém apresentaram similaridade génica, sendo ambas tipificadas como
uma combinacdo do Tipo L, I e III. Segundo Dardé (2004) existe uma relagdo entre o genétipo e

as caracteristicas biologicas das infecgdes por Toxoplasma gondii, mas ndo se pode desprezar a

12
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interferéncia da resposta imune do hospedeiro no processo de infecgdo e determinagdo da
viruléncia.

No Brasil e Coldmbia, as amostras de T. gondii isoladas de Gallus domesticus ndo apresentaram
cepas do Tipo IL, analisando o [ocus S AG2 (Dubey et al., 2006). As cepas isoladas foram
classificadas ¢ omo T ipo Tquandoa nalisado apenas o locus SAG2 e como ¢ ombinagdes do s
Tipos I, 1T ¢ I quando analisados diversos loci. Nos varios trabalhos realizados no Brasil sobre
isolamento e caracterizagdo genotipica de 7. gondii em Gallus domesticus por SAG2, observou-
se uma prevaléncia de isolados do Tipo I em Sdo Paulo (68%) (Dubey et al., 2002), Rio de
Janeiro (70%) (Dubey et al., 2003), Parana (68%) (Dubey er al..2003) ¢ Amazonas (54%)
(Dubey et al., 2006).

A viruléncia de cepas de 7. gondii para camundongos depende de varios fatores, incluindo o
estagio do parasito, s¢€ t aquizoita o u bradizoita e a do se do ind culo, a viade inoculagdo, as
linhagens de camundongos utilizadas e a propria cepa do parasito (Dubey er al., 2002).

A patogenicidade de T. gondii esta estritamente relacionada a viruléncia da amostra e a espécie
hospedeira. As amostras de T. gondii variam em sua patogenicidade para os camundongos, sendo
altamente v irulentas, ound o o riginando inf ecgdes ¢ rénicas. A v iruléncia e m ¢ amundongos €
normalmente determinada pela morbidade e mortalidade causadas pela amostra (Kaufman et al.,
1959).

Até o presente momento, todas as cepas isoladas de Toxoplasma gondii caracterizadas como
sendo Tipo 1 sdo virulentas para camundongos (Dubey ef dl.. 2003). o que pode explicar a alta
taxa de mortalidade dos camundongos inoculados com os isolados Udi-1CH-05 e Udi-2CH-05
em nossos estudos.

A taxa de mortalidade dos camundongos inoculados com 100 taquizoitas do isolado Udi-1CH-05
mostrou uma diferenga estatisticamente significativa entre 0S camundongos mais susceptiveis
(BALB/c) e os camundongos mais resistentes (Swiss). Além disso, foi possivel observar que oS

camundongos isogénicos (BALB/c e C57BL/6) inoculados com 107 taquizoitas da cepa Udi-
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1CH-05 apresentaram uma susceptibilidade maior quando comparado com os camundogos Swiss
¢ os roedores Meriones unguiculatus e Calomys callosus. No modelo murino de toxoplasmose,
C57BL/6 sdo considerados mais suscetiveis & infecgdo por T. gondii do que BALB/c quando
inoculados com cepas do tipo I (C56) ou tipo Il (ME-49) (Suzuki, 1995 e 2000). Os
camundongos C57BL/6 (H-2b) e de CBA (H-2k) sio geneticamente suscetiveis ao
desenvolvimento de encefalite toxoplasmica. Em contraste, linhagens geneticamente resistentes
(por exemplo, BALB/c [H-2d]) podem controlar a infecgéio de T gondii, desenvolvendo infec¢do
cronica latente, como os seres humanos imunocompetentes (Brown, 1995; Suzuki, 1991 e
Suzuki, 1994).

A taxa de mortalidade dos camundongos inoculados com 100 taquizoitas da cepa Udi-2CH-05
ndo mostrou diferengas significativas entre os grupos de animais, demonstrando que o isolado
Udi-2CH-05 ¢é virulento e leva o animal a obito independente da espécie.

As diferencas quanto ao fendtipo de viruléncia dos isolados de 7. gondii em galinhas caipiras de
Uberlandia podem depender de combinagdes distintas de alelos em varios loci, embora as cepas
altamente virulentas pare¢am compartilhar alguns loci que sdo Unicos a essa linhagem (Ferreira,
2004).

Um melhor entendimento sobre a variabilidade genotipica e os tragos bioldgicos dos isolados
Udi-1CH-05 e Udi-2CH-05 podem ser obtidos atraves do seqiienciamento gendmica, que
fornece informagdes mais detalhadas sobre a evolucdo de genes, o nivel de troca genética ¢ a

estruturacdo populacional de 7. gondii.

V-CONCLUSAO
O estudo da infeccdo por 7. gondii é importante uma vez que grande parte da populagéo mundial
ja entrou em contato com 0 parasito e pode manifestar a doenca. A elevada ocorréncia da

toxoplasmose em galinhas domésticas sugere a contaminagdo ambiental por oocistos de T.

gondii, uma vez que €stes animais t6m o habito de ciscarem no solo e dessa forma servem de
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sentinela ambiental auxiliando na adogdo de medidas preventivas. AS galinhas caipiras de
Uberlandia, MG, podem estar sendo uma importante fonte de contaminago e disseminagao da
toxoplasmose. A utilizagdo de marcadores diversos para genotipar novas cepas ¢ necessaria para
conhecer melhor a variabilidade génica do parasito e poder correlacionar o genotipo € 0 fenotipo

dos novos isolados, tentando encontrar alguma relagdo entre a estrutura genética e viruléncia.
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