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RESUMO

A toxoplasmose é uma doenga infecciosa causada pelo parasita Toxoplasma gondii,
que pode afetar seres humanos e animais. A contaminagdo ocorre principalmente pela
ingestdo de alimentos contaminados pelo parasita, como carne crua ou mal cozida, ou pelo
contato com fezes de gatos infectados. Embora seja uma doenga comum em todo o mundo,
estudos epidemiolégicos mostram que sua prevaléncia varia de acordo com fatores
ambientais, comportamentais e culturais. Entre as espécies de animais que podem ser afetadas
pela toxoplasmose estdo as aves. Em muitas regides do mundo, as galinhas sdo criadas em
condicdes de vida precérias, com acesso limitado a higiene e alimentacdo adequadas, o que
pode favorecer a disseminacdo do parasita. Neste sentido, o presente estudo buscou identificar
a ocorréncia de T.gondi em galinhas caipiras na regido metropolitana de Macap4, através de
testes moleculares PCR (Polymerase Chains Reaction) e analisar o sequenciamento genético
do DNA de T. gondii das aves positivas. Assim, de um total de 36 animais foram coletados
tecidos do encéfalo e coracdo, destes uma aliquota foi direcionada para a realizacdo da PCR
convencional e outra para realizacdo do exame histopatoldgico (CEUA 6216180923). Através
da analise molecular pela técnica de PCR convencional foram observados tecidos positivos e
negativos para a presenca de DNA de Toxoplasma gondii. Foram observados 72,2% (n=26)
de animais positivos, sendo 58,3% (n= 21) animais positivos diagnosticados no tecido
encefélico e cardiaco e 13,9% (n=5) no tecido encefélico. Observou-se um total de 27,8%
(n=10) de animais negativos nos dos tecidos coletados. Dessa maneira, evidencia-se a
necessidade de novos estudos acerca, além da urgente capacitacdo dos produtores para um
melhor manejo de suas criacdes, bem como politicas publicas devem ser pensadas no Estado
do Amapé a fim de mitigar os efeitos da contaminacéo desta proteina animal vendidas nas
feiras da regido metropolitana do Estado diante da possibilidade de se tornar uma emergéncia

em salde publica.

Palavras-Chave: Toxoplasmose, PCR, Diagnostico, Gallus gallus.



ABSTRACT

Toxoplasmosis is an infectious disease caused by the parasite Toxoplasma gondii, which can
affect humans and animals. Contamination mainly occurs through the ingestion of food
contaminated by the parasite, such as raw or undercooked meat, or through contact with the
feces of infected cats. Although it is a common disease worldwide, epidemiological studies
show that its prevalence varies according to environmental, behavioral, and cultural factors.
Among the species of animals that can be affected by toxoplasmosis are birds. In many
regions of the world, chickens are raised in poor living conditions, with limited access to
proper hygiene and nutrition, which can favor the spread of the parasite. In this sense, the
present study aimed to identify the occurrence of T. gondii in free-range chickens in the
metropolitan region of Macapé through molecular PCR (Polymerase Chain Reaction) tests
and to analyze the genetic sequencing of T. gondii DNA from positive birds. Thus, from a
total of 36 animals, brain and heart tissues were collected, with one aliquot directed for
conventional PCR and another for histopathological examination (CEUA 6216180923).
Through molecular analysis using conventional PCR, tissues positive and negative for the
presence of Toxoplasma gondii DNA were observed. A total of 72.2% (n=26) of animals were
positive, with 58.3% (n=21) positive in both brain and heart tissues and 13.9% (n=5) positive
in brain tissue only. A total of 27.8% (n=10) of animals were negative in the collected tissues.
Thus, the need for further studies is evident, as well as the urgent training of producers for
better management of their flocks, and public policies should be considered in the State of
Amapa to mitigate the effects of contamination of this animal protein sold in the metropolitan

region’s markets, given the possibility of becoming a public health emergency.

Keywords: Toxoplasmosis, PCR, Diagnosis, Gallus gallus.
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1. CONTEXTUALIZACAO

A toxoplasmose é uma doenca com ampla distribuicdo geografica, sendo considerada
uma das infecgBes parasitarias mais comuns no mundo. Estima-se que um terco da populacéo
mundial esteja infectada pelo T. gondii, protozoéario parasito do filo Apicomplexa e agente
etioldgico da doenca que afeta aves e mamiferos (Dubey, 2010; Pappas et al., 2009).

Devido a este fator, tornou-se de grande relevancia e preocupagdo para a saude
publica, pois, sua presenca em animais destinados ao consumo humano é um tema relevante
para a seguranca alimentar, uma vez que a infeccdo pode evoluir sua gravidade, causando
morte em humanos e nos animais (Dubey; Jones, 2008).

No Brasil, a toxoplasmose é considerada uma doenca endémica, com incidéncia
variavel entre as regides do pais. Segundo dados do Ministério da Saude, foram registrados
3.767 casos de toxoplasmose em 2020, sendo a regido Sudeste a que apresentou maior
namero de casos (1.819), seguida pela regido Sul (1.143) e Nordeste (596) (Brasil, 2021).

No Amapa, entre 2019 a 2023 foram registrados 133 casos notificados de
toxoplasmose em gestantes, sendo 112 na area metropolitana de Macapa (84,21%), entretanto,
destes, 23 eram de toxoplasmose congénita, sendo 19 casos somente na area metropolitana de
Macapa, o que equivale ao percentual de 82,61% do total de casos notificados (Svs, 2023).

Diante do cenario mundial, é importante destacar a necessidade de estratégias de
prevencdo e controle da doenca, que incluem medidas de higiene alimentar, controle da
populacdo de gatos e educacgdo da populacdo em relacdo aos riscos associados a toxoplasmose
(Pappas et al., 2009; Dubey, 2010)

E notavel a ocorréncia de T. gondii no Brasil devido a diversos problemas como
saneamento basico, clima favordvel e por esse parasito possuir diversos hospedeiros
intermediarios de vida livre. Destes Gltimos, os frangos criados em propriedades rurais de
forma extensiva se destacam, uma vez que esses animais desempenham papel importante na
epidemiologia dessa doenca em funcdo de apresentarem maior possibilidade de adquirir a
infeccdo e consequentemente transmitirem este protozoario ao ser humano (Millar et al.,
2012).

Estes animais s@o encontrados com frequéncia em visitacdo as feiras livres e seu
consumo torna-se mais evidente pela populacéo de baixa renda (Dias et al., 2015), que muitas
vezes utiliza esses locais como principal fonte para a compra de alimentos por se tratar de um

ambiente com grande circulag@o de pessoas e alimentos.
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A deteccdo de T. gondii em galinhas comercializadas em feiras livres pode indicar
falhas na inspecdo sanitaria dos animais, bem como pode fornecer informacgdes sobre a
disseminacéo do parasita em areas urbanas. Assim, é fundamental a realizacdo de estudos para
avaliar a presenca de agentes patogénicos em alimentos comercializados nestas feiras.

A andlise dos resultados obtidos por meio das técnicas moleculares tem como
objetivo avaliar a presenca de T. gondii em aves comercializadas em feiras livres, assim como
contribuir com as autoridades sanitarias para melhoria da vigilancia epidemioldgica e para
promocdo da seguranca alimentar.

No Estado do Amapa ha alguns estudos publicados sobre prevaléncia da toxoplasmose
em gestantes com ocorréncia no municipio de Oiapoque, fronteira com a Guiana Francesa
(Miranda et al.,2019). Porém, quando se trata do diagndstico molecular e deteccdo da
toxoplasmose em aves e sua importancia em relacdo a saude publica, é perceptivel a escassez
de informag0es técnicas.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi de diagnosticar a presenca do T. gondii em
galinhas abatidas em feiras livres da regido metropolitana do municipio de Macapa no Estado
do Amapa através da técnica de biologia molecular, a PCR, a fim de identificar os problemas
de seguranca alimentar ao consumidor.

Portanto, acreditamos que os resultados aqui apresentados neste estudo trazem ganhos
significativos, pois contém informac6es essenciais para o desenvolvimento de estratégias de
prevencdo e controle da toxoplasmose em humanos, uma vez que ao consumirem a carne
deste animal mal cozida ou contaminada com o parasita, este também podem ser infectados,

além de fundamentar as organizacdes de salde locais e agéncia de defesa animal do Estado.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Diagnosticar a presenca de Toxoplasma gondii em galinhas caipiras (Gallus gallus)
comercializadas nas feiras livres da regido metropolitana de Macapa-AP.
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2.2. Objetivos Especificos

° Identificar aves positivas para T. gondii;

° Mapear a distribuicdo de casos positivos de T. gondii nas feiras livres da regido

metropolitana de Macapa-AP;

° Fornecer informac6es as autoridades sanitarias sobre a prevaléncia do T. gondii

em aves abatidas para consumo no municipio de Macapa.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Toxoplasmose

3.1.1. Agente etioldgico

O Toxoplasma gondii foi relatado inicialmente no Instituto Pasteur da Tunisia, onde
estagios desse microrganismo foram encontrados no baco, figado e sangue do roedor norte-
africano gundi (Ctenodactylus gondi) (Nicole; Manceaux,1908). Nesse mesmo ano foi
também descoberto no Instituto Bioldgico de Sdo Paulo em coelhos (Splendore,1908). Dessa
maneira, foi classificado como Toxoplasma gondii (Nicole; Manceaux,1909).

Este é um protozoario da classe Apicomplexa, caracterizado por ser um parasita
intracelular obrigatorio que pode infectar uma ampla variedade de hospedeiros vertebrados
(Dubey, 2010). Possui forma de taquizoitos (forma rapida) e bradizoitos (forma lenta), que
podem ser encontrados em diferentes tecidos e érgdos do hospedeiro (Montoya; Liesenfield,
2004).

A patogenia da toxoplasmose é complexa e ainda ndo é completamente compreendida.
O T. gondii € capaz de infectar qualquer célula nucleada, incluindo células epiteliais e imunes,

neurdnios e células musculares (Sibley; Ajioka, 2008).
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3.1.2. Ciclo bioldgico

O ciclo de vida do T.gondii é complexo e envolve diferentes formas infectantes, bem
como hospedeiros intermediarios. Seu principal hospedeiro e definitivo sdo os felideos,
particularmente os gatos, nos quais o parasito pode realizar seu ciclo completo (fase sexuada e
assexuada) (Dockhorn Seger, 2021).

Os gatos, quando infectados, eliminam oocistos ndo esporulados nas fezes que se
tornam infectantes apds um periodo de maturacdo no ambiente, quando estes se tornam
esporulados. Os oocistos sdo ingeridos por hospedeiros intermediarios como mamiferos,
destacando-se os roedores, além de aves, que desenvolvem cistos tissulares do parasita em
diferentes 6rgdos e tecidos (Rodrigues et al, 2022).

Quando um gato ingere oocistos, bradizoitos ou taquizoitos, os parasitas séo
liberados no estbmago. Assim eles penetram no epitélio intestinal e aumentam seu tamanho.
Através do processo de merogonia, que é um tipo de reproducdo assexuada, 0s parasitas se
multiplicam e produzem mdultiplos merozoitos (Neves et al., 2016). O processo pelo qual o
parasita entra na célula hospedeira envolve uma endocitose ativa, onde a membrana celular
da célula invadida ndo se rompe, mas se dobra para dentro para receber o Toxoplasma.
Como resultado desse processo, 0 parasita induz o crescimento na membrana, o que leva a
formacdo de uma estrutura denominada vacuolo parasitéforo (Rey, 2014). Um grupo de
merozoitos que sdo produzidos dentro do vacuolo parasitoforo de uma célula é chamado de
esquizonte maduro ou meronte. A liberacdo desses merozoitos ocorre durante a ruptura da
célula parasitada, permitindo que invadam novas células epiteliais e proliferem de forma
sucessiva (Neves et al., 2016)

Alguns desses merozoitos se diferenciam em gamontes, apds um processo de
amadurecimento, formam os gametas masculinos mdveis (microgametas), bem como 0s
femininos moveis (macrogametas). O macrogameta se desloca de sua célula para realizar a
fecundacdo do macrogameta que persiste na célula epitelial, apds a fecundagédo forma o zigoto
e completa a fase sexuada denominada de gametogébnia, fechando assim seu ciclo (Mineo,
Almeida Vitor, 2016). Esta fase sexuada do T. gondii ocorre exclusivamente nas células
epiteliais intestinais dos felideos (Dubey; Frenkel, 1972).

Em diversos estudos realizados por Dubey, a eliminacdo de oocistos por parte dos
felideos ocorre entre trés e dez dias apds a ingestdo de bradizoitos, entre 18 e mais dias ap0s a

ingestdo de oocistos esporulados, e entre 13 e mais dias apds a ingestdo de taquizoitos. Entre
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essas opcdes, o ciclo desencadeado por bradizoitos € considerado o mais eficaz nos felideos.
Isso se deve ao fato de que praticamente todos os gatos que foram alimentados com cistos
teciduais eliminaram oocistos. Por outro lado, menos de 30% dos gatos alimentados com
taquizoitos ou oocistos conseguiram eliminar oocistos com sucesso. E importante notar que,
em comparagdo com outros coccidios, 0os oocistos de T. gondii sdo menos infecciosos e
menos patogénicos para seus hospedeiros definitivos em relacdo aos seus hospedeiros
intermediarios (Dubey et al., 2011, Dubey et al., 1996, Dubey, 1996a; Dubey, 1996b; Dubey,
1996¢). Milhdes de oocistos sdo gerados devido a proliferacdo abundante do T. gondii no
trato intestinal dos felinos, frequentemente sem manifestacdo de sintomas clinicos (Dubey;
Frenkel, 1972).

Portanto, nos felideos, ocorre o desenvolvimento enteroepitelial do parasita,
resultando na formacdo de oocistos (Dubey, 1996). No entanto, nesses animais, além da
multiplicagdo intestinal de natureza sexuada, também é evidente uma multiplicagdo assexuada
extra-intestinal, envolvendo taquizoitos e bradizoitos, que pode ocorrer de forma paralela ou

independente do desenvolvimento intestinal (Miller; Frenkel; Dubey, 1972).

3.1.3. Epidemiologia

A toxoplasmose é uma doenca comum em todo o mundo, afetando uma ampla
variedade de animais e humanos (Monteiro et al., 2018). A prevaléncia da infecgéo pelo varia
de acordo com a localizagdo geografica, sendo que em paises desenvolvidos a ocorréncia é
geralmente menor do que em paises em desenvolvimento (Dubey, 2010).

No Brasil é considerada uma doenca endémica variando de acordo com a regido e o
extrato da populacdo estudada. Além disso, a grande quantidade de chuvas em muitos
ecossistemas do pais exerce uma influéncia direta na manutencdo desse elevado indice de
contaminag&o. 1sso ocorre em conjunto com as condigdes socioeconémicas precérias que sdo
uma realidade para uma parte significativa da populacdo brasileira, o que se torna um fator
determinante (Caetano et al, 2021). A falta de saneamento basico € um dos componentes
desse problema (Montafio et al., 2010; Fialho et al., 2009; Ministério da Saude, 2010).

Em aves, a infeccdo costuma ser assintomatica ou latente, com a presenca de sintomas
sendo rara (Gongalves et al., 2013). De acordo com Hill e Dubey (2020), galinhas domésticas

criadas de forma extensiva desempenham um papel significativo na epidemiologia da
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toxoplasmose. Isso se deve ndo apenas ao fato de serem uma fonte de infecgdo para outros
animais, incluindo gatos e seres humanos que consomem sua carne, mas também porque sao
consideradas um indicador confidvel da contaminacéo do solo por oocistos de T. gondii. Por
essa razdo, sdo frequentemente utilizadas como animais sentinelas, dado o seu habito de ciscar
e a sua suscetibilidade a infeccdo pelo protozoério.

Estudos soroepidemioldgico tém demonstrado que o nimero de casos de infeccdo por
T.gondii em humanos alcancam indices de 80% (Rodrigues et al, 2022). Os sinais clinicos da
infeccdo toxoplasmatica se manifestam em poucos individuos. Além disso, a diversidade de
cepas e a variabilidade genética do parasito sdo fatores que influenciam na gravidade da
doenca em imunocompetentes (Pena et al., 2011).

3.1.4. Formas de Transmissao

O mecanismo de transmissdo do T. gondii permaneceu um enigma até que seu ciclo de
vida foi desvendado em 1970. Apds a primeira descoberta desse organismo, foi observado que
os C. gundi ndo estavam naturalmente infectados e adquiriram a infecg&o por T. gondii apenas
em ambientes de laboratério (Flores, 2020). Inicialmente, havia suspeitas de que a
transmissdo ocorria por meio de artropodes, mas essa teoria nunca foi confirmada.
Pesquisadores como Chatton e Blanc (1917) em Tunis e Woke et al. (1953) e outros nos
Estados Unidos investigaram a possivel transmissdo por diversas espécies de artropodes, mas
seus esforgos resultaram principalmente em fracasso (Frenkel 1970, 1973 apud Dubey, 2008).

Basicamente, o T. gondii é transmitido por trés vias: por meio da ingestdo de
alimentos contaminados - como carne crua ou mal cozidos infectados - ou 4gua contaminada,
bem como pelas fezes de gatos infectados (Montoya e Liesenfield, 2004). Contudo, outras
formas de transmissao tém sido relatadas, como € o caso dos transplantes de o6rgaos (medula
0ssea, coracdo, rins e figado), bem como pela transfusdo de sangue e derivados infectados e
por acidentes laboratoriais (Remington et al., 2011). Em geral, menos de 1% dos seres

humanos e animais adquirem infeccéo por via transplacentaria (Flores, 2020).
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3.1.5. Toxoplasmose em Galinhas

As galinhas tém um papel significativo na cadeia de transmissédo da toxoplasmose para
humanos e outros animais, sendo até mesmo consideradas por alguns pesquisadores como o
principal hospedeiro intermediario na epidemiologia da infec¢do por T. gondii (Dubey, 2009,
Cong et al., 2012).

As galinhas podem contrair 0 parasita ao ingerir oocistos presentes em areas terrestres
contaminadas, especialmente aquelas que sdo criadas em ambiente de vida livre, como as
galinhas caipiras. De acordo com Meireles (2001) e Dubey et al. (2005), as galinhas se
infectam principalmente ao consumir oocistos encontrados em alimentos e no solo, devido ao
seu habito de ciscar e se alimentar diretamente do solo.

O solo é, sem davida, uma fonte significativa de transmissdo do T. gondii e tem sido
amplamente estudado no que diz respeito a relacdo entre a sua contaminacdo solo e as
posteriores infecces deste protozoario nas galinhas (Liu et al., 2017).

Ademais, as galinhas demonstram maior resisténcia clinica e uma maior expectativa
de vida em comparacdo com os roedores, 0 que as torna epidemiologicamente mais relevantes
na disseminacdo das infec¢fes por T. gondii em ambientes rurais em comparacdo com 0S
roedores. Apesar de serem assintomaticas, essas aves sao consideradas hospedeiros
intermediarios eficazes (Dubey et al., 2002; Dubey et al., 2003; Dubey et al., 2005; Dubey,
2010).

Portanto, as galinhas sdo consideradas indicadores sensiveis da contaminagdo
ambiental por oocistos de T. gondii e tém sido utilizadas como sentinelas (Schares et al.,
2018; Hamilton et al., 2019). A relevancia das galinhas na epidemiologia deste parasita
decorre de sua capacidade de servirem como indicadores Uteis da contaminacdo do solo e do
ambiente com oocistos, uma vez que se alimentam do solo e possivelmente ingerem oocistos
depositados nas fezes de gatos infectados (Feng et al., 2016).

As galinhas, particularmente aquelas criadas em ambientes livres, estdo
frequentemente expostas ao T. gondii e tém o potencial de servir como um reservatorio
significativo da doenca. Dessa maneira, 0s produtos oriundos da avicultura podem, portanto,
representar um risco para os seres humanos quando sdo consumidos sem a coc¢do necessaria
(Silva et al., 2003, Ibrahim et al., 2018). No entanto, a probabilidade de transmissdo por meio

do consumo de ovos de galinha crus ou sem casca é extremamente baixa e esses nao Sao
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propensos a ser uma fonte de infeccdo para os seres humanos, como indicado por Dubey
(2013).

De acordo com Millar et al. (2008), a transmissdo da toxoplasmose de galinhas em
escala industrial para humanos é de pouca relevancia, isto se deve ao tipo de manejo que
impede o contato com felinos ou outras fontes de contaminacéo. Porém, confome informando
anteriormente, nas criagcdes em espacos abertos, as galinhas tém uma probabilidade maior de
contrair a infecgdo por T. gondii e, consequentemente, de transmitir esse protozoario aos seres
humanos (Millar et al., 2012). Os elevados indices de soropositividade em galinhas criadas ao
ar livre sdo indicativos de uma alta contaminagéo do solo por oocistos do parasito (Zhu et al.,
2008).

3.1.6. Toxoplasmose em Humanos

A toxoplasmose ndo € uma doenca cujo hospedeiro definitivo € o ser humano, mas
sim os felinos. No entanto, mesmo né&o sendo o hospedeiro definitivo, o Toxoplasma gondii
ainda pode desencadear condi¢cdes preocupantes em individuos imunocomprometidos,
gestantes ou criangas muito jovens (Caetano et al, 2021).

Em humanos, a infeccdo por T. gondii pode levar a uma ampla gama de sintomas, que
variam desde infeccBes assintomaticas até doencas graves em pacientes com sistema
imunoldgico comprometido (Bennett et al., 2011). Nestes pacientes, na grande maioria das
vezes se apresentam como assintomaticos ou apresentam apenas sintomas leves, como febre,
fadiga, dor de cabeca e linfadenopatia (Neto et al., 2019).

Durante a gestacao, quando um feto é infectado, os resultados para este podem variar.
O bebé ao nascer pode apresentar caracteristicas leves ou graves que incluem retinocoroidite,
calcificacbes cerebrais, hidrocefalia, microcefalia e outras malformacdes congénitas
(Holliman e Huskisson, 2008), em outras situacdes pode até mesmo levar este feto ao 6bito na
gestacdo ou durante/pdos nascimento. Em funcéo disso, a realizacdo da triagem soroldgica na
primeira consulta pré-natal é fundamental, pois, analisar-se-a a presenca de Anticorpos IgM e
1gG especificos, sendo esse exame recomendado pelo Ministério da Saude (Brasil, 2018).

A Toxoplasmose é uma doenga em que determinadas profissdes possuem um fator de
risco maior, uma vez que podem evidentemente, ter algum contato com o protozoario.

Médicos, medicos veterinarios, acougueiros sdo alguns destes profissionais que estdo mais
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suscetiveis e expostos ao parasita e consequentemente sujeitos a uma contaminagdo (Silva,
2018).

A toxoplasmose aguda ndo € uma doenca de notificacdo compulsoria, contudo a
portaria n°® 204, de 17 de fevereiro de 2016, tornou obrigatoria a notificacdo da toxoplasmose
gestacional e congénita. Assim, a investigacdo e diagnostico ageis dos casos agudos em
gestantes desempenham um papel crucial na detecgdo de surtos, na rapida identificacdo da
fonte de transmissdo, na implementacdo imediata de medidas preventivas e de controle, bem
como na administracdo oportuna de intervencdes terapéuticas adequadas. 1sso, por sua vez,
contribui para a reducdo de complicacOes, sequelas e dbitos relacionados a doenca. Além
disso, a investigacdo em recém-nascidos possibilita a intervencdo precoce nos casos

confirmados da doenca (Brasil, 2018).

3.1.7. Diagnosticos

Tradicionalmente, o diagnéstico da toxoplasmose se baseia na detec¢do de anticorpos
contra o parasito, realizada por meio de testes sorolégicos que identificam diferentes classes
de imunoglobulinas anti-Toxoplasma, incluindo IgG, IgM, IgA e IgE. Esses testes
representam o principal método laboratorial para diagnosticar a infeccdo. Além disso, a
presenca de anticorpos especificos para o T. gondii durante o curso da infeccdo permite a
identificacdo de perfis sorolégicos distintos, indicando infeccdo recente (caracterizada pela
presenca de IgM) ou infeccdo antiga em estado latente ou cronico (caracterizada pela presenca
de 1gG). A infeccdo também pode levar a producdo de IgA, tanto em casos de transmissdo
oral quanto em casos de toxoplasmose congénita (Contreras et al., 2000; Montoya, 2002;
Foudrinier et al., 2003; Montoya & Liesenfield, 2004).

Estudos recentes descobriram uma correlagéo positiva entre os niveis de IgA no soro e
no colostro em casos de toxoplasmose congénita, bem como entre a presenca de IgE em
infeccdes ativas (Oliveira et al., 2015; Dard et al., 2016).
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3.1.7.1. Diagndstico Soroldgico

Na pratica clinica, o sorodiagnostico desempenha um papel fundamental por ser a
mais completa e adequadaa ferramenta para diagnosticar a infeccdo por T. gondii tanto em
humanos quanto nos animais, devido serem mais rapidos e préaticos (Van Der Puije et al.,
2000).

O primeiro teste reconhecido e disponivel para deteccdo especifica contra T.gondii,
chamado de reacdo de Sabin-Feldam (dye test) (Sabin e Feldman, 1948), ainda é amplamente
reconhecido como teste de referéncia devido a sua sensibilidade e especificidade, mesmo ap6s
cinguenta anos de sua criacdo (Goncalves, 2017). No entanto seu uso tem sido limitado
devido a necessidade de usar Toxoplasma vivo, que acarreta sérios problemas de
biosseguranca, bem como ndo ser possivel diferenciar anticorpos IgM e 1gG (Reiter-Owona et
al., 1999; Remington et al., 2001).

Existem varias técnicas disponiveis que tém a capacidade de detectar anticorpos
especificos no sangue dos pacientes. Entre essas técnicas, destacam-se imunofluorescéncia,
hemaglutinacdo, o teste de imunossorvente (ISAGA), o ensaio imunoenzimatico (ELISA) ou
0 ensaio imunoenzimatico com microparticulas (MEIA). Esses testes desempenham um papel
importante no cenario de diagnostico da infecgdo pelo T.gondii (Cantos et al., 2000; Ashburn,
et al.,1998; Montoya e Liensenfeld, 2004; Skinner et al., 2004).

No organismo humano, essa infeccdo, pode se apresentar de diversas formas,
entretanto, estudos soroldgicos apontam que 80% das infecgGes priméarias por T.gondii sdo
assintométicas (Remington,1994). Nesses testes soroldgicos, sdo relatados limitacBes ao
detectar 1gG e IgM, durante a fase ativa da infeccdo, e tem demonstrado que os anticorpos
podem néo ser produzidos durante as primeiras semanas de presenca de parasitas no sangue
(Mei-Hui et al, 2000).

3.1.7.2. Diagnostico Molecular

O diagnostico molecular tem sido amplamente utilizado, com destaque para a técnica

da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que amplifica o material genético do agente de
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interesse usando iniciadores (primers) especificos, dessa maneira, tornando sua visualiza¢do
mais acessivel.

A aplicagdo da PCR na identificacdo de T. gondii é de grande importancia,
especialmente pela capacidade de detectar o DNA do parasito em produtos de origem animal
destinados ao consumo humano. Isso a torna uma ferramenta fundamental em programas de
vigilancia para garantir a seguranca alimentar (Aspinall et al., 2002). Segundo Yan et al
(2010), a PCR é uma técnica rapida, sensivel e economicamente viavel para a detec¢do do
DNA do Toxoplasma gondii em galinhas. O grande ganho trazido por essa técnica é a
possibilidade de detectar o parasito, mesmo quando presente em pequenas quantidades
(Hurtado et al., 2001).

A PCR quantitativa também pode demonstrar dados adicionais que auxiliam na
escolha do tratamento especifico. Podendo relacionar a carga parasitaria com a sintomatologia
e tratamento. Esse método é de aplicabilidade para o controle da eficacia do tratamento e pode
contribuir no entendimento da patogenética da reativacdo da toxoplasmose (Costa, et al,
2000).

3.1.8. Tratamento em humanos e animais

O tratamento da toxoplasmose depende do estagio da infeccdo e da condicdo
imunolégica do paciente. Em pacientes imunocompetentes com toxoplasmose aguda leve, o
tratamento pode ndo ser necessario, pois a infeccdo geralmente se resolve espontaneamente
em algumas semanas (Montoya e Liesenfield, 2004).

Em casos graves ou em pacientes imunocomprometidos, o tratamento € indicado e
consiste na administracdo de medicamentos antiparasitarios, como a Sulfadiazina, a
Pirimetamina e o Acido Folinico (Montagnani et al., 2018). A terapia combinada de dois ou
mais medicamentos é frequentemente recomendada para aumentar a eficacia e reduzir a
toxicidade (Montagnani et al., 2018).

Em pacientes gravidas infectadas pelo T. gondii, o tratamento é recomendado para
prevenir a transmissdo vertical para o feto. A Espiramicina € 0 medicamento de escolha
durante a gestagdo, pois € considerado seguro para o feto e eficaz na redugdo da transmissao
vertical (Gomes et al., 2014).
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3.1.9. Controle e Prevencéo

A prevencdo da infeccdo por T. gondii inclui medidas como a lavagem adequada das
mé&os, a higienizacdo adequada de alimentos, a cozimento adequado de carne e a limpeza
adequada de caixas de areia de gatos (Dubey, 2010). Além disso, a presenca do parasita em
aves comercializadas em feiras livres tem sido documentada em diversos estudos, sugerindo a
importancia de medidas de controle e prevencdo da contaminagdo alimentar (Menezes et al.,
2019; Neves et al., 2018).

No Brasil, o Ministério da Salude orienta a prescri¢ao de teste de triagem soroldgico
na primeira consulta pré-natal, através da deteccdo de anticorpos IgG e IgM especificos.
Segundo o protocolo brasileiro, os resultados ndo reagentes para IgG e IgM apontam que a
gestante é susceptivel a infeccdo aguda e recomenda-se medidas de prevencdo primaria contra
esta parasitose e posterior acompanhamento de todas as informagdes da gestagéo,

especialmente em locais com elevada incidéncia dessa enfermidade (Brasil, 2018).

3.2. Importancia da toxoplasmose para saude publica no Estado do Amapa

A toxoplasmose, zoonose de distribuicdo mundial, representa uma importante
preocupacdo na area da Medicina Veterinaria, bem como da salde publica no Brasil e no
mundo. No Estado do Amapa, assim como para qualquer outra regido do pais, esta doenca
estd principalmente relacionada aos aspectos de saude publica e bem-estar da populacgéo.
Assim, destacam-se alguns pontos relevancia da toxoplasmose para o estado do Amapéa que
merecem reflex&o.

O primeiro deles esta relacionado a propria saude publica, pois a disseminagdo da
infeccdo pode ocorrer por varias vias conforme j& relatado, como consumo de alimentos
contaminados, contato com fezes de gatos infectados e transmissédo de mée para filho durante
a gravidez. Isso significa que a toxoplasmose pode representar um risco para a saude da
populacdo do amapaense. Como mencionado anteriormente, a toxoplasmose é particularmente
preocupante durante a gravidez, pois pode ser transmitida da mée para o feto. Isso pode

resultar em malformagdes congénitas e serios problemas de satde para os recém-nascidos. Os
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quadro 1 e 2 abaixo, demonstram a preocupacdo dos servicos de salde do Estado na
orientagéo e prevencéo desta doenca.

Quadro 1. Notificacdo individual de toxoplasmose em gestantes, nos Municipios residentes do Amapa, entre
2019-2023.

Municipio/ano 2019 2020 2021 2022 2023 Total
Amapa
Calcoene
Cutias 01 01
Ferreira Gomes
Itaubal 01 02 03
Laranjal do Jari 01 01 02
Macapé 02 09 40 36 05 92
Mazagao 01 01 01 01 04
Oiapoque 01 01
Pedra Branca do Amapari 02 02
Porto Grande 03 03 01 07
Praculiba
Santana 13 02 01 16

Serra do Navio

Tartarugalzinho 02 01 01 04
Vitdria do Jari 01 01
Total 02 11 66 45 09 113

Fonte:SVS/SINAN/acesso em 06/06/2023.

Quadro 2. Notificacdo individual de toxoplasmose Congénita, nos Municipios residentes do Amap4, entre 2019-
2023.

Municipio/ano 2019 2020 2021 2022 2023 Total
Amapé
Calgoene 01 01 02
Cutias

Ferreira Gomes

Itaubal

Laranjal do Jari

Macapéa 01 04 08 03 16
Mazagéo 01 01
Oiapoque 02 02

Pedra Branca do Amapari
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Porto Grande

Pracutiba

Santana 02 02

Serra do Navio

Tartarugalzinho

Vitéria do Jari

Total 01 00 04 13 05 23
Fonte:SVS/SINAN/acesso em 06/06/2023.

Observa-se pelos dados apresentados que no ano de 2021 houve um aumento
significativo em relacdo aos anos anteriores. Isto se da, de acordo com o Boletim da
Vigilancia de Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar do Estado do Amapa, elaborado
pela Secretaria de Vigilancia Sanitaria — SVS/AP no ano de 2022, em funcéo das estratégias
de monitoramento e notificacdo de casos, implementados por recomendacdo do Ministério da
Saulde, através da divulgacdo de notas técnicas, protocolos e oficinas sobre toxoplasmose que
deram inicio em 2018 (SVS, 2022).

E possivel visualizar o quantitativo de casos notificados em relagdo & Toxoplasmose
gestacional, onde os anos de 2020 e 2021 apresentam um quantitativo maior. Este aumento
deve-se ao fato de que nos anos anteriores estava ocorrendo a subnotificacdo de casos, porém
em 2020 a vigilancia estadual de toxoplasmose reforcou que a notificacdo passou a ser
obrigatoria (SVS, 2022). Segundo o mesmo documento, em 2019 foi confirmado 01 ébito por
toxoplasmose congénita, porém s6 foi notificado no SINAN, em 2020. Portanto, esta
enfermidade é relevante no sentido de se garantir a saide materno-infantil no estado.

Outra preocupacdo se da em relacdo a populacdo vulneravel, como individuos
imunocomprometidos devido a doencas cronicas, incluindo o HIV/AIDS. Esses grupos tém
maior probabilidade de desenvolver complicagfes graves se infectados pelo T. gondii.
Segundo dados do Servico de Assisténcia Especializada e Centro de Testagem e
Aconselhamento (SAE/CTA), em 2021, o Amapa registrou 338 novos casos de HIV/Aids.
Desse total, a prevaléncia é de 62% para homens, com faixa etaria de 21 a 30 anos. De acordo
com 0 mesmo instituto, houve um aumento de 26% no namero de casos em relagdo ao ano
anterior. Logo, torna-se fundamental dedicar atencdo a esse extrato da populagdo amapaense.

N& menos importante € a preocupacdo que 0s 0Orgdos responsaveis devem ter
relacionados a seguranca alimentar, pois, a toxoplasmose pode ser transmitida por meio do
consumo de alimentos contaminados, como carne crua ou mal cozida. Logo, em um Estado

como o Amapa que possui diversas feiras livres que comercializam produtos para a
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alimentacdo da populacgéo local, a deteccdo precoce e a prevencdo da contaminacdo destes
alimentos sdo importantes para a satde publica.

Portanto, a conscientizacdo sobre a Toxoplasmose e as medidas de prevencdo
adequadas, como lavar bem os alimentos, cozinhar a carne completamente e evitar contato
com fezes dos animais, sdo fundamentais para reduzir o risco de infeccdo no estado do
Amapa. A promocéo da educacdo em saude e a conscientizacdo sobre os riscos associados a
Toxoplasmose podem contribuir para a reducdo da prevaléncia e das complicacGes

relacionadas a essa infeccao.

3.3. Importancia dos marcadores moleculares para a seguranca alimentar

A Seguranca alimentar e nutricional (SAN) refere-se a garantia de um acesso
constante e duradouro a alimentos em quantidades e qualidade adequadas, assegurando o
direito humano a alimentacdo apropriada, sem prejudicar o acesso a outros direitos
fundamentais. A SAN desempenha um papel critico na avaliacdo das condi¢des de vida das
populacbes em areas ou regides vulneraveis, visto que a erradicacdo da fome permanece um
dos desafios mais prementes enfrentados pela humanidade (Tanabe, 2022).

Em relacdo a questdo dos processos de melhoramento dos alimentos que garantam
essa seguranca alimentar, o uso dos marcadores moleculares se torna de grande valia, pois
eles ttm sido cada vez mais utilizados visando uma maior eficiéncia na transferéncia de
fatores genéticos (Oliveira, 2015), consequentemente, permitindo melhorias na qualidade dos
alimentos consumidos pela populacéo.

Segundo a definicdo, os marcadores moleculares consistem em segmentos de DNA
que estdo associados a locos responsaveis por controlar caracteristicas de interesse (Toppa et
al., 2013). Os marcadores moleculares ganham destaque significativo na caracterizacdo de
gendtipos devido a sua invariabilidade ao ambiente, bem como a sua maior capacidade de
reproducdo e estabilidade. Além disso, esses marcadores sdo capazes de determinar com
precisdo as relacOes genéticas entre diferentes gendtipos, ao contrario de outros tipos de
marcadores (Schuster et al., 2004; Soller et al., 1983).

Com o crescimento da inddstria agropecuaria e a expansdao de novos mercados
consumidores, ha uma crescente demanda por producdo em larga escala, com custos de

producdo cada vez mais baixos, enquanto se mantém a qualidade. De acordo com Garcia e
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Porto-Neto (2006), o Brasil estd alinhado com essa tendéncia global. Para garantir a
competitividade na produgdo de produtos derivados de animais em um cenario de mercados
interno e externo em constante desenvolvimento, a industria agropecudria brasileira tem
direcionado investimentos para programas de melhoramento genético. O objetivo é aprimorar
a eficiéncia da producdo e a uniformidade dos animais e de seus produtos (Garcia & Porto-
Neto, 2006).

Na avicultura, progressos notaveis tém sido conquistados ao longo das ultimas
décadas, com destaque especial para melhorias em caracteristicas cruciais, tais como a
eficiéncia na conversdo alimentar, o tempo necessario até o abate e a taxa de crescimento
(Neis et al, 2012). As principais vantagens de sua utilizacdo estdo relacionadas a capacidade
de avaliar precocemente 0s animais para caracteristicas especificas. 1sso ocorre porque essa
tecnologia se baseia na analise de amostras de DNA, permitindo a realizacdo diagnostica
desde os estagios imediatamente apds o0 nascimento, ou até mesmo durante a fase embrionaria
pré-implantagdo (Goes et al, 2012). Além disso, essa abordagem pode ser facilmente
incorporada a programas de producao in vitro e transferéncia de embrides.

Os estudos de marcadores moleculares na producédo de aves empenham-se atualmente
na selecdo de animais com o objetivo de aprimorar caracteristicas que conduzam ao aumento
da producdo e a obtencdo de produtos de alta qualidade, garantindo seguranca alimentar
aliado ao aumento dos lucros para o produtor. Esse aprimoramento € alcangado por meio da
selecdo criteriosa de caracteristicas fenotipicas e genotipicas que ndo apenas aumentem a
guantidade e a qualidade dos produtos, mas também confiram resisténcia a fatores que
possam prejudicar o desempenho produtivo (Goes et al, 2012).

Assim, os marcadores moleculares desempenham um papel crucial para seguranca
alimentar, pois fornecem ferramentas precisas e eficientes para a identificacdo, autenticacdo e

rastreamento de alimentos.
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi diagnosticar a presenca do Toxoplasma gondii
(T.gondii) em galinhas caipiras abatidas em feiras livres da regido metropolitana de Macapa
no Estado do Amapa. Foram coletadas em 36 animais, amostras tecidos do encéfalo e coracdo
em 12 feiras da regido metropolitana, sendo uma aliquota direcionada para a realizacdo da
Reacdo de Cadeia de Polimerase (PCR) convencional e outra para exame histopatologico.
Desde animais 72,2% (n=26) estavam positivos, sendo 58,3% (n= 21) positivos no tecido
encefalico e cardiaco e 13,9% (n=5) somente no tecido encefalico e um total de 27,8% (n=10)

de animais negativos. No exame histopatoldgico foi realizada leitura na busca do agente
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(bradizoitas), porém sem maiores alteragdes observadas. Foi elaborada a arvore de distancia
genética apos a realizacdo do sequenciamento e foram observadas trés sequéncias de grupos
distintos e um grupo formado com a distancia minima entre 98 sequéncias com alto grau de
identidade, incluindo a sequéncia determinada no presente estudo. Com os resultados obtidos
neste trabalho e realizando uma anélise espacial possibilitou-se verificar que as amostras de
tecido cardiaco e encefalico positivas para T. gondii sdo de aves vendidas em 91,6% das feiras
localizadas na regido metropolitana do Estado do Amapé, podendo ser uma importante fonte
de infeccdo de T. gondii ao ser humano. Diante disso, politicas publicas devem ser pensadas
no Estado do Amapé para mitigar os efeitos da contaminacdo desta proteina animal vendidas
nas feiras da regido metropolitana do Estado diante da possibilidade de se tornar uma

emergéncia em saude publica.

Palavras-chave: Toxoplasmose, PCR, T. gondii, Gallus gallus

ABSTRACT: The objective of this study is to diagnose the presence of Toxoplasma gondii
(T. gondii) in free-range chickens slaughtered at open markets in the metropolitan region of
Macapa in the State of Amapa. Samples of brain and heart tissues were collected from 36
animals at 12 markets in the metropolitan region, with one aliquot directed for conventional
Polymerase Chain Reaction (PCR) and another for histopathological examination. Of these
animals, 72.2% (n=26) were positive, with 58.3% (n=21) positive in both brain and heart
tissues, 13.9% (n=5) positive only in brain tissue, and a total of 27.8% (n=10) negative
animals. In the histopathological examination, a search for the agent (bradyzoites) was
conducted, but no significant alterations were observed. A genetic distance tree was
constructed after sequencing, revealing three distinct group sequences and one group formed
with a minimum distance among 98 sequences with a high degree of identity, including the
sequence determined in this study. With the results obtained in this work and conducting a
spatial analysis, it was possible to verify that the positive heart and brain tissue samples for T.
gondii are from birds sold at 91.6% of the markets located in the metropolitan region of the
State of Amap4, potentially being an important source of T. gondii infection to humans.
Therefore, public policies should be considered in the State of Amapa to mitigate the effects
of contamination of this animal protein sold at markets in the metropolitan region of the State,

given the possibility of becoming a public health emergency.

Keywords: Toxoplasmosis, PCR, Diagnosis, Gallus gallus.
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INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma zoonose cosmopolita, estima-se que um ter¢o da populacéo
mundial ja tenha sido infectada. E causada pelo Toxoplasma gondii (T. gondii), um
protozoario coccidio intracelular obrigatério que acomete o0 homem e 0s animais
homeotérmicos (hospedeiros intermediarios), sendo os felideos selvagens e domésticos 0s
hospedeiros definitivos do parasito (Aspinall et al., 2002, Pappas et al., 2009; Dubey, 2010).

No Brasil, a toxoplasmose € considerada uma doenca endémica, com incidéncia
variavel entre as regides do pais. Segundo dados do Ministério da Saude, foram registrados
3.767 casos de toxoplasmose em 2020 (Brasil, 2021). No Amap4, entre 2019 a 2023 foram
registrados 133 casos notificados de toxoplasmose em gestantes, sendo 112 na area
metropolitana de Macapa (84,21%) (SVS, 2023).

Diante dos dados, esta enfermidade ganhou um destaque e tornou-se uma preocupacgao
para a saude publica, pois, sua presenca em animais destinados ao consumo humano é um
tema relevante para a seguranca alimentar, uma vez que a infeccdo pode evoluir em
gravidade, causando morte em humanos e nos animais (Dubey; Jones, 2008).

Segundo Filho et al. (2021), a carne de frango foi a fonte de proteina animal que mais
cresceu nos Ultimos 40 anos. No cenério atual o Brasil lidera o ranking de maior exportador
mundial de carne de frango, aportando mais de 35,98% das exportacdes globais (13,826
milhGes de toneladas), seguido pelos Estados Unidos (23,24%) e pela Unido Europeia
(12,01%) como os trés maiores exportadores (USDA, 2024).

No Brasil, criagdo extensiva galinhas caipiras (vida livre) foi estimulada pela
preferéncia dos consumidores por produtos naturais e com menor quantidade de residuos
quimicos, alem de ser uma Otima alternativa para a agricultura familiar e para o meio
ambiente (Barros, 2020).

Para a familia se constituiu mais uma alternativa de renda, alimentos e seus
excrementos podem ser utilizados para adubacdo de fruteiras. Com a implantacdo de
criatorios de galinhas de capoeira as familias vao poder ter uma melhor alimentagdo e até
gerar lucros. Além disso, é uma atividade totalmente sustentavel, e, com o0 manejo adequado,
ndo ha degradacdo do meio ambiente (Barros, 2020). Estes animais sdo encontrados com
frequéncia em visitacdo as feiras livres e seu consumo torna-se mais evidente pela populagéo
de baixa renda (Dias et al., 2015), que utiliza esses locais como principal fonte para a compra

de alimentos.
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Em 2019 devido a pandemia do SARS-CoV-2 especialistas chamam a atencdo de
produtores para questdes sanitarias importantes na criacao de animais que podem ser fontes de
doencas infecciosas causadas por virus, bactérias e parasitos, que podem ter potencial
zoonotico (Embrapa, 2020).

Segundo Fernandes e Silva (2001) a falta de um controle sanitario e treinamento
técnico de manejo tem tornado a criagdo de galinhas caipiras (Gallus gallus domesticus) um
risco a sua comercializacdo demonstrando a necessidade de uma vigilancia sanitaria mais
ostensiva, gerando a necessidade de estratégias de prevencdo e controle de doencas, que
incluem medidas de higiene alimentar, controle da populacdo de animais domésticos e
educacdo da populacdo em relacdo aos riscos associados a zoonoses (Pappas et al., 2009;
Dubey, 2010).

Em galinhas, a toxoplasmose apresenta predominantemente a forma subclinica,
apresentando pouca importancia clinica para essa espécie (Dubey et al., 2007, 2010 2020).
As galinhas de criacbes domésticas sdo consideradas importantes na epidemiologia desta
doenca, pois sao fontes de transmissdo tanto para o0 homem quanto para o gato, favorecendo,
por meio deste Ultimo, a disseminacdo da doenca pela eliminacdo de oocistos no meio
ambiente (Dubey et al., 2020).

As galinhas de vida livre tém sido amplamente utilizadas para rastrear indiretamente
a contaminacdo ambiental com oocistos de T. gondii devido ao seu habito de se
alimentarem diretamente no solo (Shwab et al., 2014). A deteccdo de T. gondii em galinhas
comercializadas em feiras livres pode indicar falhas na inspecdo sanitaria dos animais, bem
como pode fornecer informacdes sobre a disseminacao do parasita em areas urbanas.

Os estudos relacionados a ocorréncia de T. gondii em animais de producédo ainda sdo
insipientes, e na busca de identificar e obter resultados mais efetivos, as técnicas moleculares
visam avaliar a presenca de T. gondii em aves comercializadas, bem como contribuir com as
autoridades sanitarias para melhoria da vigilancia epidemiolégica e para promogdo da
seguranca alimentar.

Diante disso, 0 objetivo deste trabalho é diagnosticar a presenga do T. gondii em
galinhas abatidas em feiras livres da regido metropolitana do municipio de Macapa no Estado
do Amapé através da técnica de biologia molecular, a PCR, a fim de identificar possiveis

problemas de seguranca alimentar a este consumidor.
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MATERIAL E METODOS

ANIMAIS, COLETAS DE AMOSTRAS E ASPECTOS ETICOS

Todos os aspectos dessa pesquisa foram conduzidos de acordo com todos os padrbes
do bem-estar animal determinados pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal) do Brasil e aprovados em 30 de novembro de 2023 pela CEUA
(Comissdo de Etica no Uso de Animais) protocolo UFRA 6216180923 (ID 000645) (Anexo
1).

Foram adquiridas trés (3) galinhas e/ou frangos caipiras (G.gallus) junto a doze (12)
feirantes de localidades distintas escolhidos aleatoriamente (figura 1), em nove (9) feiras,
totalizando trinta e seis (36) animais. Para cada animal ja abatido foram retiradas duas
amostras: uma (1) de coracdo e uma (1) de encéfalo embalado individualmente e devidamente
identificado com: ndmero da amostra, local da feira e data (resfriados e posteriormente
congelados), para a realizacdo de setenta e duas (72) reagGes para o diagnéstico molecular no
Laboratério de Microbiologia/lmunologia (BIOMOL) do Departamento de Medicina no
Campus da Universidade Federal do Amapa.

Além disso, foram coletados para todas as galinhas e/ou frangos caipiras uma (1)
amostra de coracdo e uma (1) amostra de encéfalo para exames histopatoldgico. Estas foram
acondicionadas em solucéo de formol 10%, sendo posteriormente coradas com hematoxilina-

eosina e analisadas em microscopio 6tico.

FIGURA 1. Mapa da Regido metropolitana de Macapa com as respectivas feiras.
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ANALISES LABORATORIAIS

Extracdo de DNA

A extracdo do DNA de 36 amostras de coracdo e de 36 amostras de encéfalo dos
animais coletados foram realizadas através do foi protocolo de extracdo de tecidos estipulado
por Pearson e Stirling (2003, 33-34 p.). Posteriormente, o DNA foi quantificado em
espectrofotdbmetro BioDrop (Thermo Scientific, Wilmington, UK) com absorbancia a 260 nm
sendo a pureza determinada pelas razGes A260/230 e A260/280. Por ultimo, o material foi

congelado e armazenado a 4°C.

Verificacdo da qualidade do DNA a ser obtido

Apbs as extracdes, as amostras de DNA foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose (1,5%), em tamp&o de aplicacdo TAE 1X (Tris base 40 mM; Acido acético glacial 20
mM; EDTA 1 mM, pH 8,0), utilizando 2uL do DNA extraido com 2uL do mix de
Blue/Gelred (1:1) a 90V, por aproximadamente 30 minutos

Primers, Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e Eletroforese

Foram utilizados os primers de T. gondii descritos por Silveira (2009), dispostos na
tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias do par de primers de T. Gondii

Primer Sequéncia (5°-3”) Tamanho (PB)

Forward GGAACTGCATCCGTTCATGAG
193
Reverse TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC
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Para a amplificagdo do par de primers foi realizada a PCR (Reagdo em cadeia de
Polimerase), com o volume final de 20 pL, sendo 1,0 pL de DNA e 10 pL Taq DNA
Polymerase 2x Master Mix (Ampligon, Odense, Denmark) com a seguinte composicao
(concentracéo final de MgCI2 de 1,5 mM, Tris-HCI pH 8,5, (NH,) 2S04, 3 mM MgCI2, 0,2%
Tween® 20, 0,4 mM de cada dNTP, DNA polimerase Ampliqon Taq e Estabilizador), 0,8 pL
de cada primer - forward e reverse - (8 pmol/uL), 1,0 uL (5%) de Solucdo-Q (Quiagen,
Brasil) diluidos em 6,4 L de agua ultra pura.

As reacOes foram realizadas em um Termociclador (2720 termal cycler Applied

Biosystem) sob as condic¢des de temperatura e tempo que estdo detalhadas na tabela 2.

Tabela 2. Programacéao do termociclador utilizado nas reacbes da PCR de T. Gondii

Fases Temperaturas (°C) Tempo Ciclos
Desnaturacdo inicial 95,0 5 min
Desnaturagéo 95,0 30 seg
Ciclo Anelamento 62,0 40 seg 35
Extenséo 72,0 50 seg
Extensdo final 72,0 7 min

Os produtos finais dos PCR’s foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose 1,0 % com corrente de 100 V/ 90mA por 60 minutos. A visualizagdo dos tamanhos
dos fragmentos (pb), ocorreram por meio do Transiluminador de luz ultravioleta M-20 (UVP)

com o uso de um padrdo de massa molecular Ladder de 1000 pb como referéncia.

Purificacdo e Sequenciamento de DNA

Os produtos das PCRs foram purificados utilizando o kit de Purificacdo de produtos de
PCR em coluna (Ludwig Biotec LTDA, Alvorada, RS, BR), seguindo as recomendac¢fes do
fabricante e foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose 0,8% com corrente
de 100 V/ 90mA por 45 minutos e a visualizacdo ocorrera através do Transiluminador de luz
ultravioleta M-20 (UVP).

Os produtos purificados foram sequenciados por meio do método de Sanger utilizando o
reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Invitrogen Califérnia/EUA) em um
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volume final de 10 pL em um sequenciador automatico ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). As sequéncias obtidas foram editadas utilizando o programa Finch TV versao
1.4.0 (Geospiza Research Team, USA), e a ferramenta BLAST para contrastar com as
correspondentes sequéncias de referéncia de bufalos inseridas no NCBI GenBank, e por fim

foram alinhadas no programa BioEdit 7.2 usando alinhamento maltiplo ClustalW.

Determinacéo da Arvore de Distancia Genética

A sequéncia descrita pelas amostras positivas foi alinhada através do método BLAST
do GenBank com as sequéncias encontradas com identidade para o gene B1 de Toxoplasma
gondii. Em seguida, foi solicitada a elaboracdo de uma arvore de distancia genética pelo

método de Neighbor Joining.

Anélise Estatistica

Os dados foram tabuladas em planilhas e determinadas as frequéncias absolutas e
relativas das amostras positivas e negativas para Toxoplasma gondii. Uma andlise de
discordancia foi estabelecida pelo teste de McNemad para as amostras individualmente
avaliadas para os tecidos de coracdo e encéfalo juntamente. Todas as analise foram realizadas

pelo programa computacional SAS OnDemand com nivel de significancia de 5%.

Resultados

De um total de 36 animais foram coletados tecidos do encéfalo e coracéo, destes uma
aliquota foi direcionada para a realizagdo da PCR convencional e outra para realizacdo do
exame histopatoldgico.

Através da andlise molecular pela técnica de PCR convencional foram observados

tecidos positivos e negativos para a presenca de DNA de Toxoplasma gondii. Foram



39

observados 72,2% (n=26) de animais positivos, sendo 58,3% (n= 21) animais positivos

diagnosticados no tecido encefalico e cardiaco e 13,9% (n=5) no tecido encefalico. Observou-

se um total de 27,8% (n=10) de animais negativos nos dos tecidos coletados (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise de associacdo de discordancia dos resultados entre os tecidos de acordo com os individuos

pelo teste de McNemar.

Coracéo Encéfalo N (%) Coracéo Encéfalo N (%)

Positivo Positivo 21 (58,3) Positivo Negativo 0(0,0)

Negativo Negativo 10 (27,8) Negativo Positivo 5(13,9)
Total 31(86,1) Total 5(13,9)
P-Valor* 0,073 P-Valor* 0,074

*P-Valor= Probabilidade pelo Teste de McNemar.

Vale destacar que as feiras com as identificagdes de A a F, todos 0s seus animais

analisados foram positivos para T. gondii, enquanto que apenas as feiras G (origem

Comunidade Padre Josino) e a | possuiram todos 0s seus animais negativos como observados

na tabela 4.

Tabela 4. Identificacdo dos animais positivos e negativos de acordo com a feira de compra, origem e

municipios.
Identificacéo Feira Origem dos animais Municipio Resultados dos animais
Positivo Negativo
A Mercado Comunidade Tracajatuba  Ferreira Gomes — AP 3 0
Central
B Perpetuo Comunidade Curralinho Macapa — AP 3 0
Socorro
C Buritizal Monte Alegre Monte Alegre - PA 3 0
D Mazagao Comunidade do Ajudante Mazagdo — AP 3 0
E Monte Castelo Monte Castelo Casa Grande - AP 3 0
F Marabaixo Goiabal Macapa — AP 3 0
G Novo Curial Macapa — AP 3 0
Horizonte Maruanum 2 1
Comunidade Padre Josino 0 3
Novo Horizonte 1 2
H Santana Comunidade do Cupixi Porto Grande - AP 2 1
I Pacoval Ilha Redonda Macapa — AP 0 3
Total 26 10 (27,8%)

(72,2%)
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As amostras positivas para Toxoplasma gondii detectados pelo PCR convencional de
acordo com a sequéncia do gene Bl foram sequenciados para tomar como prova a
consisténcia das reacfes. Os amplicos de 193 pb foram sequenciados em ambos os sentidos
forward e reverso e geradas sequéncias consensos e confrontadas com as sequéncias
depositadas no GenBank. Todas as sequéncias foram confirmadas para Toxoplasma gondii de
acordo com a sequéncia com identidade ID: LN714499.1 (Figura 2).

Figura 2. Sequéncia com identidade 1D: LN714499.1

TPA_asm: Toxoplasma gondii VEG, chromosome chriX, complete genome
GenBank: LN714455.1

1 ggaactgcat ccgttcatga gtataagaaa aaaatgtggg aatgaaagaq
51 acgctaatgt atttgcocatag gttgcagtca ctgacgagcect cccococtoctgcot
101 ggcgaaaagt gaaattcatg agtatctgtg caactttggt gtattcocgeag
151 attggtcocgcc tgcaatcgat agttgaccac gaacgcttta aaga

Uma arvore de distancia genética foi elaborada a partir de 100 sequéncias
disponibilizadas no GenBank. Podemos observar trés sequéncias que formam grupos distintos
e um grupo formado com a distancia minima entre 98 sequéncias com alto grau de identidade,

incluindo a sequéncia determinada neste trabalho (Figura 3).

Figura 3. Arvores de distancia genéticas dos animais testados.
KX270375.1
KX270368.1

KX270388.1

<apicomplcxans and unknown | 98 ...

Quando ao resultado do exame histopatologico os tecidos encefalicos e cardiacos das
aves coletadas, o diagnostico é realizado na busca do agente (bradizoitas), no coracéo foram
encontrados pequenos focos de miocardite crénica com presenga de alguns plasmdcitos e
linfocitos discretamente infiltrados, o que ndo causa sintomatologia e € inespecifica apenas

em quatro casos. E no tecido encefalico sem alteragdes dignas de nota.
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Discussao

A utilizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é um grande avanco para o
diagnostico da infeccdo por T. gondii. Varios estudos a utilizaram a técnica demotraram maior
acurécia, sensibilidade e especificidade da técnica de PCR quando comparados a outras
metodologias tradicionais (Dehkordi et al., 2013), além disso, o diagndstico pode ser
confirmado em um dia, com maior possibilidade de deteccdo de pequenas quantidades de
DNA alvo e, potencialmente, fornecem uma ferramenta de diagnostico sensivel alternativa
(Sah etal., 2019).

A PCR para a deteccao de T. gondii foi usada pela primeira vez por Burg et al. (1989),
tornando-se referencia para Dubey (2010), Holsback et al. (2012) e Pena et al. (2012), que
utilizaram este teste para a deteccdo de DNA deste parasito em varios materiais bioldgicos,
incluindo coracdo e cérebro. A deteccdo do T. gondii pela biologia molecular indica a
existéncia de contaminacdo ambiental na regido e demonstra a circulacdo do parasita (Santos
Silva et al., 2020).

Neste estudo foi utilizada a para a deteccdo do DNA de T. gondii nas amostras de
coragdo e cérebro um par de primers correspondente a um fragmento do gene B1 de T. gondii
de 193 pares, regido utilizada na maioria dos estudos para a detec¢cdo molecular de T. gondii
com alvos regides dos genes B1, P30 e 18S rDNA do parasito (Buchbinder et al., 2003;
Tenter, 2009; Holsback et al., 2012).

O alvo mais utilizado para a deteccdo de T. gondii por PCR sdo as regides do gene B1,
por se tratar de um local bem conservado em muitas cepas do parasito (Kompalic-Cristo et al.,
2005). Além disso, a especificidade deste alvo j& foi comprovada em estudos usando amostras
clinicas (Wong e Remington, 1994; Holsback et al., 2012). Como na realizacdo deste estudo
foram utilizadas amostras de cérebro e coracdo para a deteccdo do parasito, o gene B1 foi
usado como regiéo alvo, a fim de se obter um melhor resultado nas amplificagoes.

Foram analisadas 9 feiras da regido metropolitana do Estado do Amapa apresentando
91,6% de positividade entre as amostras de tecidos encefalicos e cardiacos das galinhas
caipiras comercializadas, resultado superior ao encontrado por Silva Neto et al (2022) que ao
analisar 20 feiras, detectaram DNA de T. gondii em 16 feiras (80%), o que mostra a
disseminacéo do parasito por diversas regides da cidade.

Destaca-se ainda que das 36 galinhas caipiras foram observados 72,2% (n=26) de
animais positivos, sendo 58,3% (n= 21) animais positivos diagnosticados no tecido encefalico

e cardiaco e 13,9% (n=5). Dubey et al. (2004), estudando a infec¢do do T. gondii, mostraram
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que o parasito é mais frequente nos tecidos musculares (musculatura esquelética e coracao) do
que no cérebro, o que ndo foi constatado no presente estudo, posto que dos 26 (72,2%)
animais positivos todos foram na andlise de tecidos encefalico. Para Silveira Neto et al (2022)
houve correspondéncia entre a positividade encontrada do pool de amostras coracéo e do pool
de amostras cérebro, diferente do encontrado no presente estudo utilizando um ou dois tecidos
individualmente.

Quando comparada a técnica de PCR com a sorologia, Silveira Neto et al (2022) ao
analisar a frequéncia de aves soropositivas e de resultados PCRs positivos na populagédo
estudada em Goiania- GO, das 80 aves 70 % do resultado positivo foi superior na PCR
enquanto que a sorologia por MAD foi de 38,75% titulo da sorologia. Tal resultado também
ja foi comprovado por Silveira (2009).

A justificativa foi apresentada por Aigner (2008) que ao observar que aves negativas
na sorologia podem ter resultados positivos na deteccdo de DNA por PCR assim como aves
positivas na sorologia, mesmo com altos titulos, podem ter resultados negativos na PCR. Este
fato pode ser explicado pela auséncia de cistos do parasito no fragmento analisado, mostrando
a importancia de se aumentar o nimero de amostras pesquisadas.

No Egito, Rong et al. (2014) analisou 304 amostras relatando a prevaléncia média de
8,5% de T. gondii em sangue e cérebro de galinhas através dos exames de ELISA,
histopatologia e IHC. Cong et al. (2012) examinando 800 amostras, e encontraram uma
soroprevaléncia de anticorpos contra T. gondii (MAT) de 7,26% em galinhas na China.

Hamilton et al. (2019) avaliando galinhas de Antigua e Barbuda, Dominica e Trinidad
detectaram 20,5, 38,2 e 17,1%, respectivamente, de prevaléncia para anticorpos contra T.
gondii. Yang et al. (2012) estudaram a soroprevaléncia de T. gondii em 502 galinhas adultas
(MAT) obtiveram 11% para galinhas criadas ao ar livre e 5% para galinhas em cativeiro. Liu
et al. (2017) verificaram influéncia das formas de criacdo na prevaléncia, evidenciando
prevaléncia de 67,14% em animais de vida livre e 41% e granja.

Dubey et al. (2005) estudando a prevaléncia de T. gondii em galinhas caipiras na
Austria observaram que 36,3% das galinhas apresentaram anticorpos contra T. gondii (MAT).
Dubey et al (2007) relatou uma ocorréncia de 46,4% em um estudo com 84 galinhas caipiras
criadas livres nos estados do Para e Rio Grande do Sul. De acordo com esses autores a
soropositividade para toxoplasmose esta diretamente ligada ao tipo de manejo, sendo que

galinhas criadas em criacdo livre ou extensiva sdo mais susceptiveis.



43

Millar et al. (2012) comprovou que o sistema de producdo esté diretamente envolvido
na infeccdo pelo T. gondii quando comparada a ocorréncia do parasita em frangos de corte
(12%) com galinhas poedeiras (33%).

A técnica de PCR se mostrou vidvel para detectar DNA de T. gondii em amostras
primarias de aves caipiras, porém Silva Neto et al (2022) afirma que pool de amostras da
viscera a ser analisada pode ser mais eficiente, pois como o nimero de cistos pode ser
pequeno e nem sempre ha DNA suficiente para deteccdo ou pode ndo haver DNA naquele
fragmento analisado, sendo esta uma opc¢éo

Esta variacdo foi evidenciada pelos autores supracitados quanto a positividade, ao se
analisar diferentes fragmentos do mesmo tecido, sendo detectadas 25 (31,25%), 15 (18,75%)
e sete (8,75%) na andlise dos fragmentos 1, 2 e 3, respectivamente de parte do tecido
encefalico, demonstrando a importancia de se extrair mais de um fragmento da mesma
viscera, pois aumenta a chance de deteccdo do DNA do parasito na amostra, conforme
relatado anteriormente por SILVEIRA (2009), que obteve 25% a mais de amostras positivas
na PCR de tecidos de galinhas caipiras quando usou a extracdo em triplicata. Rezende et al
(2021), utilizou tecidos homogeneizados, e as amostras resultantes foram analisadas por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que possibilitou a deteccdo do DNA do parasito em
64%.

Vale destacar ainda, que localizacdo geogréafica pode influenciar na soroprevaléncia do
Toxoplasma gondii em animais em sistema de criacdo extensiva, fazendo com que essas aves
possam ser consideradas sentinelas de contaminacdo ambiental, sinalizando o risco para satde
publica (Neto et al 2008), o que foi evidenciado neste estudo, pois, os animais analisados
nesta pesquisa séo oriundos de pequenas criagdes extensivas de comunidades localizadas no
Estado do Amapa e do Para.

Com relacdo aos achados histopatoldgicos inespecificos no coracdo de quatro animais
com a presenga de miocardite crénica, pois 0s animais nao apresentavam sintomatologia
aparente bem como Dubey et al (2007, 2010 2020), enfatizam em seus estudos destacando a
presenca da forma subclinica da toxoplasmoses em galinhas, apresentando pouca importancia
clinica para essa espécie, logo ndo podemos afirmar que tais alteracdes sdo desta doenca.
Muito embora, Bonapaz et al. (2010) e Shiraishi et al. (2009) analisando duodenos e ileo,
respectivamente, encontraram alteracGes histomorfométricas e marcagdes histoquimicas da
parede intestinal de aves infectadas. Literdk e Hejlicek (1993) registraram através
fotomicrografia cisto tecidual presente na tela submucosa do duodeno e do ileo de um frango

infectado com uma cepa do gendtipo Il de Toxoplasma gondii.
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Concluséao

O T. gondii encontra-se amplamente distribuido pelo mundo sendo influenciado por
fatores climéticos, ambientais e socioeconémicos podendo sofrer variacbes conforme a regido
em que se encontra.

A toxoplasmose se manifesta em varias espécies, podendo causar abortos e doenca
congénita em homens e animais. Possui elevado impacto econdmico em decorréncia da
gravidade dos sinais clinicos em diversos tipos de hospedeiros, complicacGes associadas,
tratamento e os custos sociais.

Neste estudo foram observados 72,2% (n=26) de animais positivos, sendo 58,3% (n=
21) animais positivos diagnosticados no tecido encefalico e cardiaco e 13,9% (n=5) no tecido
encefalico. Diante disso e realizando uma analise espacial possibilitou-se verificar que as
amostras de tecido cardiaco e encefélico positivas para T. gondii sdo de aves vendidas em
91,6% das feiras localizadas na regido metropolitana do Estado do Amap4, podendo ser uma
importante fonte de infeccdo de T. gondii ao ser humano.

Além disso, o elevado nimero de aves positivas indica a possibilidade de as mesmas
participarem do ciclo biol6gico do parasito, diante da contamina¢do do solo com oocistos
esporulados, servindo de fonte de infeccdo seja para os felideos ou para o ser humano.

Por fim, € indispensavel conscientizar a populacdo sobre seguranca alimentar, guarda
responsavel de gatos e manejo sanitario correto de animais de producdo, a fim de evitar os
riscos de infeccdo pelo T. gondii.

Por trata-se de um trabalho de grande relevancia e inédito no Amap4, consideramos
que os dados apontados podem subsidiar politicas publicas pensadas no Estado para mitigar
os efeitos da contaminacdo desta proteina animal vendidas nas feiras da regido metropolitana
de Macapa diante da possibilidade de se tornar uma emergéncia em saude publica.

Ademais, a criacédo da cartilha subsidiada pelos dados obtidos através deste estudo sera
sugerida aos 6rgdos para que a utilizem em acdes de conscientizagdo tanto com os feirantes

como com a populacéo em geral.
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