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RESUMO

Toxoplasma gondii, protozoéario causador da toxoplasmose, figura no cenario mundial como
um protozodrio patogénico de grande relevancia em salde publica, especialmente devido ao
risco de transmissdo transplacentaria (congénita) ou possibilidade de ocasionar Gbitos em
pacientes imunodeprimidos. As vias de transmissdo da protozoose sdo diversas: ingestdo de
oocistos em alimentos crus, como vegetais e carnes, ingestdo de agua contaminada e contato
com solo contaminado. Surtos epidémicos por veiculagdo hidrica vém sendo relatos nos
ultimos anos no Brasil e no mundo. No corrente ano, no Brasil, em Santa Maria (Rio Grande
do Sul) ocorreu um grande surto de toxoplasmose, tendo a agua contaminada com oocistos
como fonte provavel de origem do surto. No total, até o presente momento foram confirmados
621 casos, onde 54 gestantes tiveram contato com o parasito e, 12 gestantes desenvolveram a
toxoplasmose congénita. Foram confirmados 3 6bitos fetais e 3 abortos. Salienta-se que a
deteccdo de oocistos de T. gondii em amostras ambientais (dgua e solo) por outro lado, é
bastante complexa e de alto custo. Em adicdo, métodos padronizados e validados, como o
método 1623.1 da agéncia de protecdo ambiental dos estados unidos, destinados a detecgéo de
outros parasitos em amostras ambientais, ndo estdo disponiveis para a deteccdo de T. gondii
em &gua. Além disso, no Brasil 0s surtos mais recorrentes por esta via de transmisséo foram
causados pelo protozoario supramencionado. Diante deste cenario, este estudo teve como
principal meta padronizar um inoculo a partir de amostras fecais de gatos contendo oocistos
de T. gondii para posterior emprego do mesmo em ensaios de contaminacdo artificial de
amostras hidricas; realizar um ensaio piloto de contaminacdo artificial de dgua reagente, para
verificar se seria possivel recuperar oocistos de T. gondii; realizar o reconhecimento de
oocistos de T. gondii em microscopia e produzir uma ficha de coleta e leitura. A metodologia
empregada seguiu-se com uma etapa de purificacdo dos oocistos, contagem e padronizacao do
indculo, contaminacdo artificial utilizando agua reagente; filtracdo em membrana, leitura do
pellet e leitura da membrana. A metodologia demonstrou ser eficaz para a recuperacdo de
oocistos a partir da amostra hidrica contaminada artificialmente. O indice de recuperacéo foi
de 2,75%, e a eficiéncia de recuperacdo alcancada esta de acordo com os resultados
encontrados na literatura, considerada baixa. Ressalta-se que neste estudo, ndo foram
utilizadas ferramentas moleculares com a finalidade de aumentar a sensibilidade de deteccgéo e
melhoria dos indices de recuperacdo dos oocistos de T. gondii. Contudo, 0 pré-screnning
realizado sob microscopia de epifluorescéncia ainda figura como a melhor ferramenta para
deteccdo de possiveis estruturas oocyst-like em casos de suspeita de surto, para
direcionamento de quais amostras devem ser utilizadas para confirmacgéo da contaminacéo por
PCR ou bioensaio. E assim sendo, tal ferramenta pode auxiliar no monitoramento deste
protozoario a fim de obter dados, ainda escassos no pais e no mundo, acerca da epidemiologia
ambiental da toxoplasmose, especialmente em areas recreacionais ou em mananciais
utilizados para captacdo, tratamento e abastecimento de agua. Além disso, ressalta-se a
importancia de desenvolver uma metodologia rapida e de baixo custo, para isolamento do
parasito em agua, para que medidas profilaticas ou mitigadoras sejam prontamente adotadas
em situacdo de surto, como o ocorrido recentemente no pais.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Oocistos; Deteccdo; Surtos de Veiculagdo hidrica.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii, a protozoan that causes toxoplasmosis, appears on the world stage as a
pathogenic protozoan of great relevance in public health, especially due to the risk of trans-
placental (congenital) transmission or the possibility of causing death in immunocompro-
mised patients. The routes of transmission of protozoa are diverse: ingestion of raw foods
such as vegetables and meats, ingestion of contaminated water and contact with contaminated
soil. Epidemic outbreaks due to water use have been reported in recent years in Brazil and in
the world. In the current year, a large outbreak of toxoplasmosis occurred in Santa Maria (Rio
Grande do Sul), with water contaminated with oocysts as a probable source of the outbreak. In
total, up to the present moment 621 cases were confirmed, where 54 pregnant women had
contact with the parasite and 12 developed the congenital toxoplasmosis. Three fetal deaths
and three abortions were confirmed. It should be noted that the detection of T. gondii oocysts
in environmental samples (water and soil) on the other hand is quite complex and costly. In
addition, standardized and validated methods, such as the United States Environmental Pro-
tection Agency Method 1623.1, for the detection of other parasites in environmental samples,
are not available for the detection of T. gondii in water. In addition, in Brazil the most recur-
rent outbreaks by this route of transmission were caused by the aforementioned protozoan. In
view of this scenario, the main objective of this study was to standardize an inoculum from
fecal samples of cats containing T. gondii oocysts for later use in artificial contamination of
water samples; carry out a pilot test of artificial contamination of reagent water to verify if it
would be possible to recover T. gondii oocysts; to perform the recognition of T. gondii oocysts
under microscopy and to produce a collection and reading record. The methodology used was
followed by a step of oocyst purification, inoculum counting and standardization, artificial
contamination using reagent water; membrane filtration, pellet reading and membrane reading.
The methodology proved to be effective for the recovery of oocysts from the artificially con-
taminated water sample. The recovery index was 2.75%, and the recovery efficiency achieved
is in accordance with the results found in the literature, considered low. It should be noted that
in this study, molecular tools were not used in order to increase the sensitivity of detection and
improvement of T. gondii oocysts recovery rates. However, pre-screening performed under
epifluorescence microscopy is still the best tool for detecting possible oocyst-like structures in
cases of suspected outbreaks, in order to target which samples should be used to confirm the
contamination by PCR or bioassay. Thus, this tool can help in the monitoring of this protozo-
an in order to obtain data, still scarce in the country and in the world, about the environmental
epidemiology of toxoplasmosis, especially in recreational areas or in water sources used for
water collection, treatment and water supply. In addition, it is important to develop a rapid
and low-cost methodology for isolation of the parasite in water, so that prophylactic or miti-
gating measures are readily adopted in an outbreak situation, such as that recently occurred in
the country.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii, agente etiolgico da toxoplasmose em humanos e demais animais
homeotérmicos, € um protozoario zoondtico de ampla distribuicdo mundial. A toxoplasmose
apresenta grande relevancia em salde publica, especialmente devido a possibilidade de
transmissdo transplacentéria (congénita) em gestantes soronegativas e risco de 6bito, devido a

seu carater oportunista para individuos imunodeficientes (Dubey, 2014; Ware et al., 2010).

Aproximadamente um terco da populacdo mundial ja foi exposto ao Toxoplasma
gondii (Dubey e Beattie, 1988; Tenter et al., 2000); na América do Norte, estima-se que mais
de 40 milhdes de pessoas apresentem sorologia positiva para T. gondii. Em algumas regifes
de clima tropical, esta prevaléncia atinge valores ainda maiores - até 85% da populagéo adulta
apresenta sorologia positiva para o parasito - 0 que demonstra exposicdo frequente de seres

humanos ao protozoario (Canton et al., 2015).

A toxoplasmose apresenta diversas vias de transmissibilidade entre elas: ingestdo de
oocistos em agua, alimentos frescos (verduras / frutas) ou contato com o solo contaminado,
ingestdo de cistos teciduais contendo bradizoitos em carne crua ou mal cozida, transmissao
transplacentaria, de mae para filho, e contato com fluidos diversos contaminados com
taquizoitos (Tenter et al., 2000). Apesar da ingestdo de cistos teciduais via ingestdo de carne
crua ou mal cozida ser apontada como a principal fonte de infeccéo por T. gondii em humanos
(Pereira et al., 2010), a veiculacdo hidrica da protozoose tem adquirido importancia visto que
surtos por esta via tém sido documentados ao redor do mundo, inclusive no Brasil (Efstratiou

et al., 2017).



Os oocistos somente sdo formados mediante processo de reprodugdo sexuada nos
enterocitos dos membros da familia Felidae, sendo estes os disseminadores deste estadio
evolutivo e responsaveis pela contaminacdo ambiental da agua, solo e alimentos (Dubey;,

2013).

Dentre as protozooses de veiculacdo hidrica, Cryptosporidium e Giardia foram
responsaveis por ocasionar o maior niamero de surtos epidémicos em escala mundial nos
altimos 30 anos, devido a contaminacéo de adgua potavel e de aguas recreacionais (Karanis et
al., 2007; Souza et al., 2012; Leal et al., 2018). Entretanto, do total de surtos de toxoplasmose
devidamente documentados no mundo no periodo de 2004 a 2010, 50,0% destes ocorreram no

Brasil (Karanis et al., 2007; Baldursson e Karanis 2011, Efstratiou et al., 2017).

Toxoplasma gondii foi responsavel por ocasionar o maior surto por via hidrica ja
reportado no Brasil e no mundo (Bahia-Oliveira et al., 2003, de Moura et al., 2006). Durante o
surto epidémico ocorrido em Santa Isabel do Ivai, no Parana, foram reportados 426 casos
suspeitos de toxoplasmose, e 295 casos foram confirmados para a doenca (De Moura et al.,
2006). Oocistos de T. gondii eliminados por uma gata prenha em um reservatorio de agua da
cidade, a qual era captada por pocos artesianos da regido, e submetida apenas a cloracéo, deu
origem ao surto (Almeida et al.,, 2011). Este surto apresentou grande importancia e
repercussao mundial visto que, pela primeira vez, conseguiu-se isolar o parasito da fonte de
contaminacdo suspeita — a dgua (Vaudaux et al., 2010).

Ressalta-se que o emprego de cloro e seus derivados ndo € suficiente para inativar
oocistos de T. gondii (Dumétre e Dardé 2003). No corrente ano, entre marco e abril foi
documentado um surto de grande proporc¢do, novamente no sul do pais, em Santa Maria, (RS),
e este, ultrapassou o surto de 2002 em Santa Isabel do Ivai. Uma investigacdo realizada pelo

Centro de Estudo de Vigilancia em Saude do Rio Grande do Sul, em relatorio de atualizagéo



do surto, confirmou 621 casos de toxoplasmose, sendo 3 dbitos fetais, 3 abortos e 12 casos de

toxoplasmose congénita até o momento (CEVS, 2018).

A poluicdo de diferentes matrizes hidricas que serdo destinadas ao consumo humano
contaminadas com protozoarios patogénicos, como T. gondii, representa uma séria ameaca
para milhdes de pessoas no mundo (Plutzer e Karanis, 2016). O monitoramento da qualidade
da &gua quanto a potabilidade e para fins recreacionais é realizado tradicionalmente mediante
avaliacdo bacterioldgica conforme Portaria N° 2.194 de 2011 do Ministério da Saude, sendo
realizada a enumeracdo e deteccdo de microrganismos indicadores de contaminagdo fecal
(Davis et al., 2009, El-Salam, 2012), entretanto, as legislagdes mundiais e nacionais nédo
contemplam a inclusdo da pesquisa de virus entéricos e protozoarios patogénicos, como
Toxoplasma gondii na agua destinada ao consumo humano (Figueras e Borrego, 2010).

A deteccdo e recuperacdo de oocistos de T. gondii em amostras ambientais &€ complexa,
sendo os principais fatores limitantes, 0 pequeno nimero de oocistos presentes em amostras
hidricas e a complexidade inerente as matrizes avaliadas (Plutzer e Karanis 2016). Além disso,
observa-se uma escassez de meétodos que apresentem boa sensibilidade de deteccdo e
reprodutibilidade, assim como um meétodo padronizado e validado internacionalmente para o
diagnostico ambiental da presenca de oocistos de T. gondii (Dumetre e Dardé 2003; Kourenti
e Karanis, 2006; DaBritz et al., 2007).

A deteccdo por reacdo de imunoflorescéncia direta, com anticorpos especificos
direcionados aos epitopos das paredes de oocistos de T. gondii ndo estd comercialmente
disponivel. Entretanto, a triagem inicial da amostra pode ser feita mediante visualizacdo de
oocistos em microscopia de epifluorescéncia sob luz UV. Ressalta-se que para a confirmacéo
definitiva acerca da contaminacgéo por oocistos de Toxoplasma gondii em amostras hidricas ou
em situacao de surto € mediada por ensaios moleculares ou por bioensaios (Dumetre e Dardg,

2003; Plutzer e Karanis 2016).



Deste modo, 0 monitoramento ambiental deste protozoario se torna por vezes oneroso.
Portanto, este estudo teve como principal meta padronizar um indculo contendo oocistos de T.

gondii para recuperagdo do parasito em amostras hidricas.

2 JUSTIFICATIVA

Surtos epidémicos de toxoplasmose por veiculacdo hidrica tém sido frequentemente
documentados ao redor do mundo (Baldursson e Karanis, 2011), demonstrando o carater
relevante desta protozoose em saude publica. Em contra partida, a recuperagéo e deteccdo de
oocistos de Toxoplasma gondii em amostras ambientais é bastante complicada e desafiadora,
demandando processos laboriosos, além da necessidade da confirmacgdo da contaminacdo em
sua maioria, sendo feita por PCR ou por bioensaios com camundongos, investigando a soro-
conversao para deteccdo de anticorpos especificos para toxoplasmose, 1gG e IgM mediante
reacdo de imunoflorescéncia indireta (Dubey e Jones, 2008).

Ainda que ndo haja uma metodologia padronizada, varios estudos demonstraram a
presenca de oocistos em diferentes matrizes hidricas (Karanis et al., 2013). Contudo a
recuperacdo de oocistos em agua € bastante complexa, e 0 emprego de indculo desafiador
(poucos oocistos) € recomendado para que se possa chegar mais perto de situacdes reais
(Pineda, 2017).

Portanto, este estudo apresenta como principal meta a padronizacdo de um inéculo de
oocistos de T. gondii para realizacdo futura de experimentos de contaminacdo artificial de
amostras hidricas e avaliacdo da eficiéncia de recuperacdo destes empregando diferentes

metodologias.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Purificar e padronizar um indculo de oocistos de Toxoplasma gondii a partir de

amostras fecais de felinos para avaliar a eficiéncia de recuperacdo do protozoario em agua.

3.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar revisdo da literatura com a finalidade de verificar os métodos disponiveis
para o isolamento de Toxoplasma gondii em amostras hidricas

- Caracterizar os oocistos esporulados e ndo esporulados de T. gondii quanto a
morfologia e padrdo de fluorescéncia sob microscopia de epifluorescéncia e
microscopia de contraste de interferéncia

- Elaborar ficha de coleta e leitura de amostras hidricas contendo critérios de
positividade para Toxoplasma gondii

- Conduzir um ensaio piloto de contaminacéo artificial com oocistos de T. gondii em

agua reagente



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 HISTORICO

Toxoplasma gondii é uma espécie de protozoario coccidio intracelular obrigatorio, que
pertence ao filo Apicomplexa (Carneiro et al., 2013). O agente etiol6gico da toxoplasmose foi
descrito simultaneamente no ano de 1908, pelos pesquisadores Nicolle e Manceaux na Franca
e pelo pesquisador brasileiro Splendore. Os franceses encontraram a espécie em uma amostra
de figado de um roedor, Ctenodactylus gondii, enquanto Splendore o encontrou em um coelho,
mas ele acreditava tratar-se de uma Leishmania spp. (Dubey, 2008). A designacdo da espécie
veio no ano seguinte (1909) e foi dada pelos franceses, baseando na morfologia do organismo,
“toxon” que derivado do grego significa curvo (Weiss e Dubey, 2009).

Nas trés décadas seguintes pouca atencdo foi dada ao protozoario, mas organismos
com formas semelhantes ao Toxoplasma gondii continuavam a ser encontradas e relatadas,
principalmente em aves (Dubey, 2002 apud Dubey, 2008). No inicio da década de 40,
chegou-se a conclusdo que este organismo também era capaz de infectar seres humanos
(Sabin, 1942 apud Dubey, 2008) e que anticorpos humorais conseguiam atuar sobre
taquizoitos extracelulares, mas ndo conseguiam matar os taquizoitos intracelulares (Sabin e
Feldman, 1948; Sabin e Olitsky, 1937 apud Dubey, 2008). Ainda nessa década, Sabin e
Feldman (1948), criaram o Dye Test, um método sorolégico que através da titulacdo do nivel
de anticorpos caracteristicos para Toxoplasma foi capaz de detectar a infeccdo em seres
humanos e animais. Apesar da ampla distribuicdo mundial e apresentar uma enorme variedade
de hospedeiros intermediarios, englobando animais de sangue quente (aves e mamiferos),
existe apenas uma espécie do género Toxoplasma (Dubey e Su, 2009). Os gatos domésticos

foram identificados como hospedeiros definitivos por varios pesquisadores, assim como por



Frenkel e colaboradores (1970), e até hoje os felideos sdo considerados os Unicos hospedeiros
em que ocorre o ciclo sexuado. Neste mesmo ano o ciclo de vida do protozoario foi elucidado

(Dubey e Su, 2009).

4.2  VIAS DE TRANSMISSAO

A toxoplasmose é uma das zoonoses mais difundidas em todos os continentes devido a
ampla diversidade de modos de transmissdo da parasitose.

Usualmente, a infeccdo em humanos pode se dar pelas seguintes vias: ingestdo de
alimentos contaminados, contato com fezes de gatos domésticos infectados e transmissao
vertical (de mae para filho) durante a gravidez (Borges et al., 2018).

A grande quantidade de oocistos liberados nas fezes de gatos domeésticos
contaminados e em fase de eliminacdo é também um fator preocupante: o manuseio das fezes
também se torna uma via de infeccdo uma vez que, € pratica comum jogar as fezes dos gatos
no vaso sanitario. Assim, o destino inapropriado das fezes destes animais no vaso sanitario,
contribuem para a contaminacéo e introducdo do Toxoplasma gondii no ambiente devido ao
escoamento de aguas pluviais ou esgoto (Cole et al., 2000; Miller et al., 2002; Fayer et al.,
2004).

Comumente, os surtos de toxoplasmose por via alimentar estdo associados ao
consumo de carne de ovinos, caprinos, suinos, e aves contaminados com cistos teciduais
(Pereira et al., 2010). Segundo alguns estudos, camundongos e porcos podem se infectar ao
ingerir um Unico oocisto, 0 mesmo presume-se que ocorra para humanos (Dubey et al., 1996).
No entanto, praticas de manejo e higiene em criadouros foram otimizadas, reduzindo
significativamente a prevaléncia de cistos de T. gondii na carne (Tenter et al., 2000, Dubey et

al., 2005).



Ainda assim, a alta prevaléncia de sorologia para toxoplasmose em humanos indica
que existam outras vias de exposicdo ao protozoéario, onde oocistos em &gua e solo seriam as
mais provavéis fontes de aquisicdo desta parasitose (Ware et al., 2010).

Mais raramente, pode ocorrer a ingestdo de taquizoitos mediante consumo de leite cru
ou queijos de cabra ndo submetidos a pasteurizacdo (Dubey et al., 2014). Ressalta-se que a
transmissdo oral deste estadio evolutivo para adultos, ndo é considerada uma via expressiva
de infeccdo, entretanto, pode ser responsavel pela infeccdo em recém-nascidos via colostro ou
amamentacédo (Tenter et al., 2000).

Vias secundarias de infeccdo estariam relacionadas com: transfusdo de sangue de
individuos infectados em fase proliferativa (Sigh e Sehgal, 2010), transfusdo de leucdcitos
(Siegel et al., 1971), transplante de 6rgdos (Khurana e Brata, 2016) e, através de acidente em
laboratério durante o manuseio e experimentos com oocistos esporulados de Toxoplasma
gondii ou ao manusear camundongos em bioensaios (Mineo e Vitor, 2018). Outra rota de
infeccdo incomum relaciona-se a relacdo sexual por esperma contaminado com taquizoitos

(Arantes et al., 2009).

43 CICLO DE VIDA

Toxoplasma gondii pode ser encontrado em varios tecidos, células nucleadas e
fluidos corporais (Dubey et al., 1998). As formas infectantes deste protozoario durante seu
ciclo biologico sdo: taquizoitos (reproducdo acelerada), bradizoitos em cistos teciduais
(reproducdo lenta) e 0s esporozoitos que estdo dentro dos oocistos. Os oocistos quando
maduros apresentam dois esporocistos contendo quatro esporozoitos em cada um deles (2 x 4),
medindo entre 10-12um e formato caracteristico oval (Dubey e Lindsay, 2004).

O ciclo biolégico do parasito é considerado heteroxeno, com alternancia de

desenvolvimento em hospedeiros intermediarios, classicamente animais homeotérmicos,



incluindo seres humanos e, hospedeiros definitivos — membros da familia Felidae (Figura 1).
Toxoplasma gondii apresenta amplo espectro de hospedeiros e, portanto, especificidade
parasitaria de tipo eurixeno (Dubey e Lindsay, 2004).

Durante o desenvolvimento do protozoario, observam-se dois tipos de reproducéo,
sexuada e assexuada. O ciclo assexuado do protozoario ocorre em animais homeotérmicos
(hospedeiros intermediarios). Nos hospedeiros definitivos, ambas as fases do ciclo biolégico
do parasito ocorrem. Entretanto, o ciclo enteroepitelial - fase sexuada - ocorre apenas no
intestino de felinos enquanto a fase assexuada ocorre em outros tecidos do animal (Dubey e
Su, 2009).

As vias de infeccdo para 0s hospedeiros intermediarios relacionam-se com a ingestao
de oocistos maduros (esporulados), ingestdo de cistos teciduais em carnes cruas ou mal-
cozidas ou pelo contato com os taquizoitos presente em diversos fluidos corporais, que
iniciardo um ciclo de reproducédo assexuada em células do hospedeiro (Bonametti et al., 1997).
O esporozoito advindo de um oocisto, ou bradizoitos advindos do cisto se diferenciardo em
taquizoitos sofrendo multiplicacdo intracelular podendo invadir outros tipos de célula do
hospedeiro dando origem a novos taquizoitos, que sucessivamente, irdo invadir outras células.
Os taquizoitos livres se disseminam através da circulacao linfatica ou hematogénica. Esta fase
de proliferacdo de taquizoitos caracteriza a fase aguda da doenca. Independente da fase
infectante que originou a infec¢cdo em humanos ou demais hospedeiros intermediarios, o ciclo
assexuado do parasito culminara com a producao de cistos teciduais - fase crénica (Dubey et
al., 1998).

A fase sexuada ocorre apenas em células epiteliais do intestino delgado de gatos ou
outros felideos ndo imunes. Quando o gato ingere cistos teciduais ou oocistos, 0s bradizoitos
ou esporozoitos liberados penetram nas células do epitélio intestinal e, inicia-se um ciclo de

reproducdo assexuada - merogonia (ciclo esquizogbnico) - originando merozoitos. Estes
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merozoitos sdo formados dentro de um vacuolo parasitéforo e, quando este se rompe, 0s
novos merozoitos formados, invadem outras células epiteliais, podendo recomecar a
merogonia. Parte dos merozoitos em um processo conhecido como gametogonia se
diferenciam em gamontes / gametdcitos que apds a maturagdo, formardo os microgametas
masculinos e macrogametas femininos. O microgameta apresenta mobilidade e fecunda o
macrogameta. Desta forma, origina-se um zigoto que desenvolvera uma parede externa dupla
que daré origem ao oocisto, sendo este eliminado nas fezes dos felideos (Mineo e Vitor, 2018).
Estes oocistos ainda ndo apresentam capacidade infectante encontrando-se em estado nao
esporulado. Para que este processo ocorra é necessario um periodo de 1 a 5 dias no ambiente
dependente de aeracéo, concentragcdo de oxigénio e temperatura adequada, entre 20°C e 30°C
(Dubey, 1995). Apoés a esporulacdo, os oocistos podem se manter viaveis por até um ano,
resistindo a temperatura ambiente entre 20 a 37,5°C (Frenkel et al., 1975). O nimero de
oocistos eliminados por um gato pode variar de 2 a 20 x 10° oocistos por dia durante o
periodo que o animal esta infectado e ndo imune (DaBritz e Conrad, 2010).

FIGURA 1- Ciclo Biologico de Toxoplasma gondii
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4.4 RESISTENCIA DOS OOCISTOS A DESINFETANTES E INTEMPERIES
AMBIENTAIS

Oocistos de T. gondii sdo disseminados no ambiente, principalmente pelo vento, agua,
vetores mecénicos (baratas, moscas, formigas) e minhocas no solo (Dubey et al., 1998). Eles
podem estar presentes na superficie de matrizes hidricas, em alimentos e no solo. Para
oocistos ndo esporulados, a capacidade de esporular é perdida ap6s um dia a -21°C, em sete
dias a 6°C e, ap6s a inativacdo por calor a 50°C durante 10 minutos (Dubey et al., 1970;
Frenkel e Dubey 1973). Para oocistos esporulados, a perda de infectividade ocorre ap6s 15
minutos a 80°C (DaBritz et al., 2010). Acondicionar oocistos esporulados em refrigeradores
(4°C), nao impede o desenvolvimento da infectividade do oocisto no periodo entre 6 a 11
semanas (Lindsay et al., 2002). Oocistos esporulados podem manter-se infectantes em agua
do mar e em &gua doce por 24 e 54 meses, respectivamente (Dubey, 1998, Lindsay e Dubey,
2009). Porém, o aumento de temperatura resulta no decréscimo de sobrevivéncia (Dumétre e
Dardé, 2003).

O congelamento pode ndo ser suficiente para degradar oocistos esporulados, pois
podem sobreviver até 28 dias a -20°C (Frenkel e Dubey, 1973; Kuticic e Wikerhauser, 1996).
Entretanto, com oscilagdes menos abruptas de temperatura, oocistos esporulados podem
permanecer infectantes apds varios invernos (Frenkel e Dubey, 1973; Frenkel e Dubey, 1975).

Quando se trata de procedimentos de inativacdo e especialmente de contato com
reagentes quimicos, oocistos de Toxoplasma gondii sdo bastante resistentes. Quando mantidos
em solucdo de dicromato de potassio (2,5%) e solucdo de acido sulfarico (2%) a 4°C os
oocistos podem manter-se viaveis por varios anos (Dumeétre e Dardé, 2003). Frenkel e Dubey
(1972) relataram gque oocistos também sobreviveram por mais de um ano em frascos contendo

acido sulfurico (2%) em temperatura constante de 48°C.
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Em relacdo a desinfetantes como hipoclorito de sddio, por exemplo, 0s oocistos se
mostram bastantes resistentes. A exposicdo ao oz6nio também foi testada, demonstrando ser
ineficiente para inativacdo dos oocistos (Wainwright et al., 2007). Para diminuicdo da
infectividade do parasito em 1-log, é preciso tempo minimo de contato de 1-2h com
hipoclorito de sddio em concentracdo de 6% e, para diminuicdo de 2-log, sdo necessarias 4h
de contato (Dubey et al., 1998).

Ja a utilizagdo de luz UV se demonstrou muito promissora, porém ndo foi capaz de
inativar 100% dos oocistos, sendo necessaria a utilizacdo de uma dose de 10-mJ/cm® UV para
alcancar uma reducéo de 3-log (Wainwright et al., 2007; Ware et al., 2010).

A resisténcia a desinfetantes ndo € exclusividade de Toxoplasma gondii; coccidios em
geral possuem esta caracteristica, como Cryptosporidium spp. capaz de resistir a cloracéo,
processo utilizado em estacdes de tratamento de agua (Rose et al., 2002). Devido sua
resisténcia a procedimentos de desinfeccdo e agente fisicos, oocistos infectantes podem estar
presentes em agua e alimentos (Dumetre e Dardé, 2003). Tais dados demonstram que estacdes
de tratamento de 4gua que ndo adotam a utilizacdo de luz germicida (UV) como uma etapa de
desinfeccdo sdo ineficientes na inativacdo de oocistos de varios coccidios, 0 que representa
uma via bastante propicia a disseminacéo e infecgdo de um grande nimero de pessoas.

Considerados em conjunto, os estudos que referenciam a resisténcia do parasito a
fatores abidticos e a desinfetantes, evidenciam que os oocistos de T. gondii podem representar
um risco significativo para a saude publica. Desta forma, torna-se relevante 0 monitoramento
sistematico da agua destinada ao consumo humano, bem como da qualidade de aguas

recreacionais devido seu enorme potencial de veiculacdo hidrica dos oocistos.
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45 SURTOS DE TOXOPLASMOSE POR VIAHIDRICA

Rosado-Garcia e colaboradores (2017), revisaram surtos epidémicos que ocorreram
entre os anos de 1979 e 2015 em paises da América Latina, e 0s principais agentes etiologicos
dos 16 surtos epidémicos relatados foram T. gondii e Cyclospora cayetanensis, com 58,8% e
35,3% respectivamente. Entretanto, Cryptosporidium spp. e Giardia spp. foram o0s
protozoarios mais frequentemente detectados em amostras de agua de diferentes estudos

apontados nesta revis&o.

O Brasil lidera o numero de estudos acerca da contaminacdo ambiental por
protozoarios parasitos e investigacao de surtos pela via hidrica na América Latina. Diversos
estudos acerca das provaveis fontes de contaminagdo por oocistos de Toxoplasma gondii
demonstraram associacdo entre o contato com diferentes ambientes contaminados e aquisi¢cdo

da infeccdo em humanos (tabela 1).
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Tabela 1. Investigacdes epidemioldgicas relacionando a infecgdo por Toxoplasma gondii e
exposicdo a ambientes contaminados por oocistos ao longo de ano(s): relatos de casos

esporadicos.

Ano Local Fonte Imp!icada Infectados  Referéncia

1985 Cuba Agua ndo potavel 284 Martinez et al. 1991

1995 Granada Solo ou agua 305 Asthana et al. 2006

1997-1999 Brasil (RJ) Agua sem processo de filtracio 823 Bahia-Oliveira et al.

2003

2001 Brasil (AM) Agua sem processo de filtragio 191 Cavalcante et al. 2006

2002 Brasil (RO) Agua de poco ou de rio 195 Cavalcante et al. 2006

2003 Brasil (CE) Gelo caseiro 161 Heukelbach et al. 2007

2003 Guatemala Agua de poco 215 Jones et al. 2005

2003-2004 Séo Tomé e Agua ndo fervida 375 Hung et al. 2007
Principe

2003-2005 Brasil (SC) Agua sem ferver 8 Khan et al. 2006

2004 Turquia Agua néo engarrafada 185 Erlug et al. 2005

2004 Canada Agua municipal e ambiental 548 Messier et al. 2009

2005 Brasil (CE) Gelo caseiro 666 Sroka et al. 2010

2005 Brasil (BA) Agua nio canalizada no tratada 213 Dattoli et al. 2011

2009-2010 Tailandia Agua canalizada de torneira ou chuva 181 Nissapatorn et al. 2011

2012-2014 I1émen Pogos, cursos d’agua e reservatorio de 16 Mahdy et al. 2017

agua

Adaptado de VanWormer et al., 2013; Karanis et al., 2013.

Surtos epidémicos sdo constantemente ocasionados por veiculacdo hidrica, sendo

documentados em diferentes regides do mundo, como na América do Norte, na Asia e

América Latina (Karanis et al., 2007; Baldursson e Karanis, 2011; Rosado-Garcia et al., 2017).

Os maiores nameros de casos confirmados (individuos acometidos para toxoplasmose)

mediante veiculacio hidrica registrou-se no Brasil, india e Canada (Tabela 2).
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Conforme mencéo anterior, o caso de Santa Isabel do Ivai, noroeste do Parand, Brasil
consta ainda como 0 maior surto ocorrido no mundo até os dias de hoje (Tabela 2). No
Canada, em Columbia Britanica, durante o ano de 1995, o nimero de casos suspeitos chegou
entre trés mil e sete mil casos. Entretanto, o nimero de casos confirmados ficou em 112 -100
casos de infeccdo aguda e 12 casos de infecgdo congénita. A fonte provavel apontada para
origem do surto foi a contaminacdo do abastecimento municipal de 4gua do condado (Bowie
et al., 1997). Na Vila de Patam, na Guiana Francesa, no ano seguinte a ocorréncia de um surto
epidémico que atingiu um numero reduzido de pessoas, 11 moradores apresentaram

comprometimento visceral por cepas atipicas de T. gondii (Demar et al., 2012).

Tabela 2. Surtos epidémicos de veiculagdo hidrica reportados ao redor do mundo:

Ano Local Fonte Implicada Casos Referéncias

1972 Panama Rio 32 Benenson et al. 1982

1995 Canada Abastecimento de Agua 112 Bowie et al. 1997
Municipal

1995-2002 Guiana Francesa  Desconhecida 16 Carme et al. 2002

2001-2002 Brasil Abastecimento de Agua 295 De Moura et al. 2006
Municipal

2004-2005 Pol6nia Agua de Pogo 25 Sroka et al. 2006

2004-2005 india Abastecimento de Agua 248 Palanisamy et al.2006 Balasun-
Municipal darum et al. 2010

2006 Guiana Francesa  Agua superficial 44 Demar et al. 2012

Adaptado de VanWormer et al., 2013; Karanis et al., 2013.

A toxoplasmose ocorre frequentemente em regides do mundo que possuem clima
guente, imido e com altitudes baixas (CDC, 2014). Desde o ano 2000 vém crescendo o
nimero de surtos epidémicos por veiculacdo hidrica de Toxoplasma gondii no Brasil,

exaltando a importancia que esta doenga e esta via, tém adquirido em termos de satde publica.
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Sabe-se também, que no corrente ano, novamente na regido sul do pais - na cidade de Santa
Maria (RS) originou-se um novo surto de toxoplasmose de grandes proporcoes, que ultrapassa
0 surto paranaense de Santa Isabel do Ivai (PR) em nimero de casos confirmados.

Além dos surtos recentes, € importante destacar que nesta regido circulam o0s
subtipos mais virulentos do protozoario (Pena et al., 2008), evidenciando a necessidade de
desenvolver uma metodologia que seja rapida e simples para deteccdo de oocistos em

diferentes amostras hidricas.

46  ASPECTOS CLINICOS DA TOXOPLASMOSE

O periodo de incubacdo da toxoplasmose varia conforme a via que originou a infec¢éo:
apos a ingestdo de carne mal cozida entre 10 a 23 dias, e de 5 a 20 dias ap6s a ingestdo de
oocistos (Jones et al., 2001). Em sua maioria, 0s casos de toxoplasmose em individuos
imunocompetentes sdo assintomaticos. As manifestacfes clinicas mais comuns sédo o
aparecimento de um anico nodulo cervical posterior aumentado (linfadenopatia) e a astenia
sem febre (Borges et al., 2018). Ocasionalmente, a linfadenopatia pode vir acompanhada de
hepatoesplenomegalia, mal-estar, cefaleia, mialgia, febre, astenia, exantema maculo-papular e
odinofagia (Amato Neto e Marchi, 2002).

Entretanto, cerca de 10% a 20% dos adultos infectados na fase aguda, apresentam as
seguintes formas clinicas: erup¢do cutanea, retinocoroidite, miosite, hepatite, pneumonite e
meningoencefalite (Amaro Neto e Marchi, 2002).

Em geral, tais sintomas duram apenas algumas semanas, mas em casos de
adenomegalia e hepatoesplenomegalia os sintomas podem durar meses. Encefalite, miocardite
e pneumonite raramente ocorrem, com excecao em pacientes imunocomprometidos (Mitsuka-

Bregand et al., 2010). A retinocoroidite também é bastante rara, mas Silveira (2002) estimou



17

que entre 12% a 15% das pessoas infectadas podem desenvolver a lesdo ocular em algum

momento da vida.

4.6.1 TOXOPLASMOSE ADQUIRIDA OU POS-NATAL

Dependendo do estado de imunidade que se encontra o individuo infectado, a
toxoplasmose pode apresentar casos benignos até mesmo levar a morte (Dubey, 2002 apud
Dubey, 2008). Para estes dois extremos, dependendo da localizacdo do parasito, hd variadas
situacbes. Entre elas, as mais comuns sdo a forma ganglionar (ou febril aguda) e a

toxoplasmose ocular.

- GANGLIONAR FEBRIL; esta é a forma mais frequente encontrada entre
criancas e adultos. O quadro clinico mais usual € representado por febre alta e
comprometimento ganglionar generalizado, podendo ser acompanhado de mialgia, dor
abdominal, hepatoesplenomegalia, mal-estar e exantema. A duracdo geralmente é crbnica e

benigna, podendo as vezes levar a complicacGes de outros 6rgaos (Butler et al., 2013).

- TOXOPLASMOSE OCULAR; a lesdo ocular mais comumente associada a
toxoplasmose € a retinocoroidite (inflamacédo da retina e da coroide) sendo de 30% a 60% dos
casos de inflamagdo associados ao Toxoplasma gondii (Mineo e Vitor, 2018). Durante a
infeccdo aguda, a presenca de taquizoitos na retina e na coroide causam lesfes. Os taquizoitos
chegam a retina através da circulacdo sanguinea ou dentro de macréfagos circulantes, que sdo
temporariamente sequestrados para dentro de capilares da retina. Quando a toxoplasmose
ocular esta ativa, ela consiste em um foco coagulativo e necrotico, podendo ainda ocorrer a

formacdo de cistos ao redor do olho (Butler et al., 2013).
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4.6.2 TOXOPLASMOSE CONGENITA

A toxoplasmose congénita é uma das formas mais graves da doenca em gravidas soro-
negativas, quando ndao possuem imunoglobulinas de memdria imunoldgica (IgG), e o parasito
atinge o feto por via transplacentéria causando danos com diferentes graus de severidade.
Fatores como viruléncia, cepa do parasito e também do periodo gestacional em que a mulher
se encontra, pode resultar em aborto ou complicacGes para o feto devido a tétrade de Sabin,
que se caracteriza por microcefalia com hidrocefalia, coriorretinite, retardo mental e calcifica-
¢Oes intracranianas (Dunn et al., 1999).

Na maioria das vezes, no momento do nascimento, as infecgdes congénitas sdo assin-
tomaticas, porém, podem apresentar sequelas que se manifestam em algum momento da vida,
principalmente complicac6es oculares e do sistema nervoso central. Muitos casos de retinoco-
roidite tém como causa a toxoplasmose congénita. (Beverely, 1973). De acordo com Wilson e
colaboradores (1980), entre os recém-nascidos infectados e assintomaticos, acima de 85%
desenvolvem retinocoroidite durante a infancia ou adolescéncia e 40% apresentam sequelas
neuroldgicas — retardamento psicomotor e alteracdo do volume craniano — micro ou macroce-
falia. Outras possiveis manifestacdes clinicas sao: encefalite, ictericia, anemia, epilepsia, rash

cutaneo e pneumonite (Mineo e Vitor, 2018).

4.6.3 TOXOPLASMOSE NO INDIVIDUO IMUNODEFICIENTE

Individuos imunodeficientes englobam desde pacientes infectados pelo HIV, pacientes

com doencas linfoproliferativas, pacientes que realizam quimioterapia ou transplante de or-

gaos. A toxoplasmose nesta categoria populacional apresenta-se com carater oportunista e
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quadro grave de evolucdo em individuos com sistema imune comprometido causando encefa-
lite, retinite ou doenca sistémica.

A encefalite em pacientes imunocomprometidos é a manifestacdo mais grave da toxo-
plasmose devido a reativacdo de cistos cerebrais que se transformam em taquizoitos livres
circulantes pelo sangue (Hill e Dubey, 2002). Estima-se que até 40% de todos os casos de
encefalite em individuos imunodeprimidos sdo ocasionados por Toxoplasma gondii — encefa-

lite toxoplasmica.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO PARA METODOS DE ISOLAMENTO

DE Toxoplasma gondii em agua

Com a finalidade de obter dados acerca da contaminacdo por Toxoplasma gondii em
amostras ambientais diversas, surtos de veiculacdo hidrica e, especialmente dos métodos
disponiveis para deteccdo do protozodrio em agua, foram realizadas busca de dados
bibliograficos em periddicos cientificos mediante consulta das plataformas SCOPUS e
PUBMED durante os meses de julho a outubro. Para tanto, utilizou-se os seguintes descritores:

- “Toxoplasma gondii” AND “water”

- “Toxoplasma gondii” AND “waterborne outbreaks”

- “Toxoplasma gondii” AND “methods AND water”

- “Toxoplasma gondii” AND “water” AND “recovery”
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5.2  PURIFICACAO DE OOCISTOS DE Toxoplasma gondii

Para o presente estudo, fezes de gato contendo oocistos esporulados e ndo esporulados
em solucdo de acido sulfurico (2,5%) foram gentilmente doadas pelo Professor Doutor Jodo
Luiz Garcia, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Estadual
de Londrina (UEL). As aliquotas fecais foram mantidas em tubo falcon de 50 ml armazenado
a 4°C até o inicio dos experimentos.

Para a producédo do indculo o material foi homogeneizado por 2 minutos em vortéx, e
entdo recolhido 2 ml da suspensdo fecal, sendo esta transferida para um tubo tipo eppendorf
esterilizado. Para manipulagcdo dos oocistos esporulados, os mesmos foram inativados por
calor através de banho maria a 80°C por 15 minutos visto que o material representa risco
biologico (DaBritz et al., 2007). Apds a inativacdo ser concluida, iniciou-se a etapa de
purificacdo dos oocistos, segundo Dubey et al., 1970, com modificagdes.

Retirou-se 2 ml da suspensdo estoque inativada transferindo-a para um tubo falcon de
15ml. Em seguida, adicionou-se 10 ml de &gua destilada ao tubo para remocdo do acido
sulfurico (2,5%). O tubo foi submetido a centrifugacdo a 1500 x g por 15 minutos, adaptando-
se a velocidade de centrifugacdo recomendada pela Agencia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA) de acordo com preconizacdo do Método 1623.1 para concentracdo
de protozoarios em amostras hidricas. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e realizado
centrifugo-flutuacdo em sacarose (gr. sp.=1.20 g/mL) por 10 minutos a 1250 x g conforme
descrito por Aubert e Villena (2009).

Apos este procedimento, foram recolhidos 3 ml do sobrenadante, e realizado uma nova
lavagem com &gua destilada e centrifugacdo a 1500 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet recolhido e armazenado em tubo tipo eppendorf a 4°C, compondo a

solucdo de uso para posterior enumeragdo dos oocistos e padronizagdo do indculo.
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53 RECONHECIMENTO DE OOCISTOS EM MICROSCOPIA DE

EPIFLUORESCENCIA

Com a finalidade de observar as caracteristicas morfoldgicas dos oocistos de T. gondii,
aliquotas de 1pl da suspenséo purificada foram colocadas em laminas e, adicionou-se 19 ul de
agua destilada ao material, sendo este recoberto com laminula.

Para o reconhecimento das estruturas parasitarias, as laminas foram posicionadas em
microscopio de epifluorescéncia, (Olympus BX51) utilizando o filtro de luz UV (filtro de
excitacdo de 330-385nm) conforme Verant et. al (2014) e Microscopia de Contraste
Diferencial de Interferéncia (DIC), no Centro de Tecnologias Avangadas em Epifluorescéncia,
do Centro Politécnico, na Universidade Federal do Parana para observacdo dos oocistos
mediante autofluorescéncia.

Para a confirmacdo morfoldgica dos oocistos, 0s seguintes critérios foram analisados
mediante imunofluorescéncia e microscopia de contraste de interferéncia: o formato das
estruturas parasitarias, o grau, tonalidade e intensidade de autofluorescéncia, textura da parede
e 0 seu tamanho.

A caracterizacdo dos oocistos mediante as técnicas descritas anteriormente,
subsidiaram os dados necessarios para a confeccdo de uma ficha de coleta, leitura e
elaboracdo de critérios de positividade para oocistos de T. gondii para futuros ensaios de

screening do protozoario em amostras ambientais.

54  PADRONIZACAO DO INOCULO:

Para contagem do indculo, foram produzidas 10 laminas contendo cada uma 10ul da

solucdo estoque e 10ul de agua destilada. A leitura das amostras obedeceu aos mesmos
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critérios de microscopia descritos no item 5.3. Ao final das contagens foi realizada a média
para obtencdo da quantidade de oocistos em 10ul da suspensdo estoque para posterior

utilizagdo do inoculo em ensaios de contaminacao artificial.

55 ENSAIO PILOTO PARA AVALIAR A SENSIBILIDADE DA METODOLOGIA
PARA RECUPERACAO DE OOCISTOS DE Toxoplasma gondii EM AGUA.

Para recuperacdo dos oocistos de Toxoplasma gondii, 0 método utilizado foi a técnica
de filtracdo em membranas de ésteres mistos de celulose (47 mm, porosidade nominal de 3um)
de acordo com Franco et al., 2001 com modificagdes (Fluxograma 1).

Realizou-se inicialmente uma contaminagdo de agua destilada com a finalidade de
verificar a precisao inicial da metodologia empregada, ou seja, verificar se algum oocisto seria
recuperado a partir da matriz contaminada artificialmente.

A contaminacdo com oocistos de T. gondii foi realizada utilizando-se 1l de agua
destilada. Apds inoculacdo de 10 microlitros da suspensdo purificada, a amostra contaminada
foi submetida a agitacdo por 10 minutos. Em seguida, a amostra contaminada foi filtrada
utilizando-se o sistema de micro funil e membranas (Millipore®, Alemanha), conforme
descrito anteriormente no item 5.2, com auxilio de bomba de vacuo (fluxo de filtracdo de 0,4
a 4L/ min).

Apos a filtracdo, removeu-se a membrana do porta filtro, sendo esta posicionada em
placa petri plastica. A etapa de eluicdo dos oocistos a partir da membrana foi conduzida
alternando-se lavagem e raspagem da mesma com alcas plasticas macias e pipeta Pasteur por
20 minutos, adicionando-se solucdo surfactante (Tween 80 0,1%). O eluato foi transferido

para tubos falcon de 15 ml e centrifugado por 20 minutos a 1500 x g. O sobrenadante foi
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descartado e ao pellet foi adicionadol0 ml de &gua destilada, sendo realizada nova
centrifugacdo nas mesmas condigdes.

Em seguida, foi realizada a etapa de centrifugo-flutuacdo por sacarose (gr. sp.=1.20
g/mL) por 10 minutos a 1250 x g (Aubert e Villena, 2009), sendo os 2 ml superficiais
recolhidos e transferidos para um novo tubo falcon. Ao eluato recolhido, foram adicionados
10 ml de agua destilada e realizada novamente uma centrifugacdo (20 minutos a 1500 x g),
para remoc¢édo da sacarose. O sobrenadante foi descartado e o pellet final foi acondicionado em
tubo tipo eppendorf a 4°C.

Para leitura da amostra um terco do pellet armazenado foi utilizado para confeccdes de
laminas (n = 8 laminas confeccionadas / 10ul por ldamina) que foram lidas em microscopia de
epifluorescéncia. O restante do pellet foi filtrado em sistema de micro funil com membrana de
25 mm de diametro de éster de celulose (5um de porosidade nominal - Millipore®, Alemanha)
com a utilizacdo de bomba a vacuo. A membrana foi retirada e colocada em uma lamina. A
membrana recebeu um meio de montagem sendo recoberta com uma laminula. A verificacdo
da presenca de oocistos foi feita através da analise das laminas em microscopia de

epifluorescéncia (Fluxograma 1).
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6 RESULTADOS

6.1 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO PARA METODOS DE ISOLAMENTO

DE Toxoplasma gondii EM AGUA

Em busca feita nas plataformas mencionadas no item 5.1, foram encontrados 469

.

resultados para “Toxoplasma gondii” and “water”, 52 resultados para “Toxoplasma gondii”
and “waterborne outbreaks”, 152 resultados para “Toxoplasma gondii” and “methods” and
“water” e 17 resultados para “Toxoplasma gondii” AND “water” AND “recovery”. Os
critérios de escolha dos artigos utilizados neste estudo (n = 30 artigos) foram o enfoque dado
aos métodos de deteccdo e isolamento de oocistos em amostras hidricas diversas.

De acordo com a literatura, os métodos disponiveis para o0 processamento de amostras
hidricas e deteccdo de oocistos de T. gondii (Tabela 3) incluem os seguintes passos: filtracéo
de grandes volumes de agua (Isaac-Renton et al., 1998; Villena et. al., 2004), floculacao
(Kourenti et al., 2003; Kourenti e Karanis, 2004) ou flutuacdo (Dubey e Beattie, 1998; Isaac-
Renton et al., 1998, Villena et al., 2004). A deteccdo de oocistos é realizada por microscopia
(Dubey et al., 1970), bioensaios com camundongos (Dubey et al., 1995; Isaac-Renton et al.,

1998, Villena et al., 2004), e utilizacdo de ferramentas moleculares visando a amplificacao

dos genes B1 e Elemento de repeticdo 529 (Homan et al., 2000; Sotiriadou e Karanis, 2008).
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Tabela 3. Métodos publicados disponiveis para deteccdo de oocistos de Toxoplasma
gondii em agua.

Amostra Laboratérioou Concentracéo Deteccdo Quantitativo  Referéncia
hidrica Campo
Torneira, 4gua L Ultrafiltracéo e Microscopia, Sim Shapiro et al.,
doce, marinha cépsula de PCR em tempo 2010
filtracdo real e PCR
Torneira, 4gua L Canal continuo Microscopia Sim Borchardt et
doce de separagdo al., 2009
Agua doce L Capsula de PCR em tempo Sim Yang et al.,
filtracdo real 2009
Agua doce LeC Cépsula de PCR, bioensaio Né&o Aubert e
filtracdo Villena., 2009
Agua doce LeC Floculagdo Amplificacdo N&o Sotiriadou e
AlL(SOy)3 isotérmica Karanis, 2008
mediada por loop
Torneira, agua LeC Capsula de Separacédo Sim Dumetre e
doce filtracdo Imunogenética Dardé, 2005,
2007.
Torneira, agua LeC Floculagdo PCR N&o Kourenti e
doce, marinha Aly(SO4)s Karanis, 2006
Desionizada, LeC Cépsula de PCR, bioensaio Néo Villena et al.,
&gua doce filtracdo 2004
Agua doce L Floculacdo PCR Né&o Kourenti e
Al (SO4)s¢ Karanis, 2004
) Fex(SO4)s
Agua destilada, L Centrifugacéo e Microscopia Sim Kourenti e
torneira Floculacéo Karanis, 2003
Alx(SOs)s e
Fex(SO4)s
Torneira LeC Cépsula de Bioensaio Néo Isaac-Renton
Filtragdo et al.,, 1998
Marinha C Filtragdo Microscopia Sim Verant et al,
2014

Adaptado de VanWormer et al., 2013; Verant et. al, 2014.

L = Laboratério

C = Campo
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6.2 RECONHECIMENTO DA MORFOLOGIA DOS OOCISTOS EM

MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA

Apds a inativagdo por calor, foi observado que as estruturas mantiveram sua
morfologia inalterada e autofluorescéncia quando excitados sob luz UV (Prancha 1).

Os oocistos apresentaram forma esférica quando esporulados - com dois esporocistos
cada. A coloragéo foi verificada, demonstrando desde um tom azul neon (Prancha 1 — Figura
C) até um tom azul palido esbranquicado, predominante na parede dos esporocistos (Prancha
1 - Figura A).

A analise mediante microscopia de contraste de interferéncia diferencial dos oocistos
revelou que os mesmos, quando integros, apresentam-se com: parede lisa (macia), sem poros,
invaginacOes e estriacdes, bem como, tamanho entre 10-12 um. Conferir dados na Ficha de

Coleta e Leitura em Apéndice 1.



Prancha 1: Reconhecimento do padrao de oocistos de Toxoplasma gondii sob diferentes tipos de microscopia
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LEGENDA: A- oocisto esporulado com dois esporocistos indicados pela seta (sob luz UV, 400x) B- oocisto esporulado com esporozoitos
indicados pela seta (em DIC, 400x) C- oocisto esporulado (sob luz UV, 200x) D- oocisto esporulado (em DIC, 200x). (A autora)
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6.3 PADRONIZACAO DO INOCULO

Para producdo do indculo a partir da suspensdo fecal purificada, foi realizada a
contagem de 10 laminas e a média alcancada foi de 364,2 oocistos por 10 microlitros (Tabela

4).

Tabela 4. Resultados da contagem de oocistos para padronizacdo do inéculo

Laminas Ooacistos
1 300
2 317
3 400
4 428
) 324
6 321
7 426
8 414
9 324
10 341
TOTAL 3595

MEDIA 359
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6.4 ENSAIO PILOTO PARA AVALIAR A SENSIBILIDADE DA METODOLOGIA
DE RECUPERACAO DE OOCISTOS DE Toxoplasma gondii EM AGUA.

A partir do pellet obtido da amostra processada, foi possivel recuperar oocistos
mediante a visualizacdo das formas parasitarias com o emprego de duas metodologias:
contagem de laminas e filtragdo em sistema de micro funil com membrana de 25 mm.

No total, recuperou-se 10 oocistos, sendo 8 deles visualizados em contagens de
laminas a partir da leitura direta do sedimento e, 2 deles, foram recuperados ap6s filtracdo do
restante do sedimento final diretamente na membrana de 25 mm (Prancha 2), gerando um
indice de recuperacgdo total de 2,75% (10 oocistos em 359 oocistos possiveis*). Uma das
estruturas encontradas apresentou deformidades na parede do oocisto esporulado (Prancha 2 —
Figura A). Outra estrutura encontrada nao estava esporulada (Prancha 2 — Figura B)

Durante a observagdo da membrana sob microscopia, foram encontras muitas bolhas
ao longo da lamina (Prancha 3 - Figura A e B), e também foi visto a clarificacdo proveniente
do uso do meio de montagem.

*Foram inoculados 359 oocistos e apenas 10 foram recuperados, fazendo a regra de trés:
359 — 100%

10 - 2,75%.



Prancha 2: Oocistos recuperados em amostra de agua reagente sob luz UV

LEGENDA: A- oocisto ndo espomlado indicado pela seta (sob luz UV, 400x) B- oocisto ndo esporulado indicado pela seta (DIC, 400x) C- oocisto
esporulado, com dois esporocistos(sobluz UV, 400x) D- oocistoesporulado indicadopela seta (sobluz UV, 400x)
(A autora)
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Prancha 3: Bolhas e Clarificacido visualizadas em membrana 25mm.

LEGENDA: A e B -Presenca de multiplas bolhas visualizadas em membrana 25mm sob microscopia de epifluorescéncia em filtro UV, 200x.
(A autora)
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7 DISCUSSAO

Considera-se importante a investigacdo, notificacdo de surtos epidémicos de
toxoplasmose por veiculacdo hidrica e a ado¢do de medidas mitigadoras para prevencdo de
contaminacdo de mananciais e da agua destinada ao consumo humano (Dumeétre e Dardé,
2003; Karanis et al., 2007). O monitoramento da qualidade da agua que serd ofertada a
populacdo, bem como a utilizagdo de tecnologias de desinfecgdo que inativem o parasito, tem
como principal alvo a protecdo da saude publica, devido especialmente ao carater oportunista
exibido pelo protozoario e risco de Obito para individuos imunodeficientes (Nissapatorn,
2009). Aléem disso, considera-se como prioridade a protecdo da salde de gestantes
soronegativas a fim de evitar a infeccdo do feto, abortos e, o desenvolvimento de sequelas
para 0 mesmo decorrentes da Tétrade de Sabin (Dubey, 2002 apud Dubey, 2008).

De fato, isto ndo € uma preocupacdo somente de autoridades de salde publica ou de
vigilancia epidemioldgica no Brasil — onde os surtos de maior expressdo mundial ocorreram —
mas sim, uma realidade em diversos paises do mundo (Karanis et al., 2007; Baldursson e
Karanis, 2011; Karanis et al., 2012).

Protozooses de veiculacdo hidrica, entre elas a giardiose, criptosporidiose e, em anos
recentes a toxoplasmose, ndo apresentam correlacdo com status socioeconémico, e condicoes
de saneamento bésico, visto que estas parasitoses figuram entre as principais doencas
transmitidas a populacdo das nacBes desenvolvidas, que contam com elevado padrdo de
tratamento de agua e esgoto (Fletcher et al., 2012)

Uma preocupacdo atual e com importantes implicagdes em salde publica, consiste
nas tecnologias disponiveis para inativacdo de patdgenos em agua antes desta ser distribuida

para a populacdo, sendo que devido a facilidade de utilizacdo e baixo custo, a adi¢do de cloro
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e seus derivados é a mais amplamente utilizada por diversos paises do mundo, inclusive o
Brasil (Brasil, 2011; USEPA, 2012).

De 1984 até o ano de 2010, 524 surtos epidémicos por veiculacdo hidrica foram
registrados, sendo Cryptosporidium spp. e Giardia spp., 0s agentes etioldgicos predominantes
em 285 e 202 surtos epidémicos respectivamente. T. gondii havia sido associado em apenas
sete surtos conforme descrito por Plutzer e Karanis (2016). Isto se deve ao fato deste
protozoario junto com Cyclospora cayetanensis, Cystoisospora belli, Balantidium coli, e
outras amebas de vida livre, comporem um grupo negligenciado de parasitos transmitidos pela
agua. Entretanto, o nimero de surtos via agua por Toxoplasma gondii e individuos acometidos
com sequelas, inclusive oculares, tém crescido mundialmente (Bem Ayed et al., 2012).

O Brasil tem registrado os surtos mais importantes da parasitose por esta via de
transmissd@o, sendo que os surtos de maior magnitude e expressividade clinica ocorreram no
sul do pais, em Santa Isabel do Ivai, Parana (Bahia-Oliveira et al., 2003, de Moura et al., 2006)
e em Santa Maria, Rio Grande do Sul (CEVS, 2018), sabidamente onde circulam os subtipos
mais virulentos de T. gondii (Pena et. al., 2008).

A principal meta do presente estudo foi alcangada, visto que, o reconhecimento,
padronizacdo de indculo e recuperacdo de oocistos de Toxoplasma gondii foram efetuados.
Mesmo em um ensaio piloto, onde se optou por realizar duas estratégias de visualizacéo, foi
possivel recuperar oocistos do parasito (Prancha 2). A eficiéncia de recuperacdo de oocistos
de Toxoplasma gondii em amostras de agua recreacionais, por exemplo, varia de 0 a 8,8 %
(Plutzer e Karanis, 2016). Para contaminacdo em agua reagente, o indice de recuperacdo de
oocistos varia de 4% a 21,5% (comunicacdo pessoal Dra. Regina Maura Bueno Franco). No
presente estudo o indice alcancado foi de 2,75%. A baixa eficiéncia de recuperacdo de
oocistos de Toxoplasma gondii, ndo representa surpresa, visto que em nivel mundial, ndo

existe um consenso sobre a melhor forma de detectar o parasito em agua, carecendo ainda de
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um método que apresente boa sensibilidade e especificidade de deteccdo (Jones and Dubey,
2010; Efstratiou, 2017). No presente estudo, a técnica de concentracdo dos protozoarios
(filtracdo em membrana) pode ter influenciado na recuperagdo dos mesmos, visto que na
etapa de eluicdo dos microrganismos, utilizou-se solucéo surfactante para recuperagdo dos
mesmos na matriz filtrante. Isto ndo representa empecilho para a deteccdo de outros
protozoarios como Giardia e Cryptosporidium, visto que aliquotas do sedimento séo
utilizadas para detecgdo com técnicas imunoldgicas que apresentam alta sensibilidade, como a
reacdo de Imunofluorescéncia Direta em laminas.

Entretanto, umas das metodologias recomendadas para a deteccdo de T. gondii em
agua, também adotada no presente estudo, relaciona-se com a visualizacdo direta dos oocistos
em membrana, por autofluorescéncia e, devido a presenca de bolhas formadas durante o
processo de eluicdo, bem como a clarificagcdo excessiva da membrana devido a composicao
do meio de montagem usado para confec¢do da lamina (Prancha 3), tornou a visualizacdo das
formas parasitarias limitada, o que pode ter contribuido para uma recuperacdo dentro dos
parametros observados em varios estudos, considerada baixa (Jones e Dubey, 2010).

As estruturas observadas na membrana demonstraram algumas pequenas variacdes na
parede do oocisto esporulado (Prancha 2- Fig. C). Isto se deve provavelmente ao uso da
bomba de vacuo utilizada para filtrar parte do sedimento na membrana menor (25mm). Este
fato também foi observado por Verant et al., 2014.

Também, verificou-se estruturas de oocistos em carater ndo esporulado na membrana.
Por se tratar de amostra contaminada artificialmente e, mediante visualizacdo por DIC, as
estruturas foram consideradas como positivas para T. gondii, visto que atenderam aos critérios
de positividade e aos requisitos necessarios para confirmacdo da mesma de acordo com a

ficha de leitura das amostras elaborada para o presente estudo (apéndice 1) (Prancha 2).
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Salienta-se que a técnica de filtracdo em membranas é a mais amplamente utilizada
em paises da América Latina, especialmente no Brasil — que lidera os relatos de ocorréncia de
protozoarios patogénicos — para o isolamento dos mesmos em amostras de agua no continente,
devido a facilidade de execucdo e baixo custo (Rosado-Garcia et al., 2017).

Em adicdo, alguns autores sugerem que a concentracao por floculagdo em carbonato
de célcio se mostra eficaz para recuperar oocistos de T. gondii (Kourenti e Karanis, 2006;
Sotiriadou e Karanis, 2008). Entretanto, para o presente estudo, onde o objetivo maior seria
reconhecer, validar critérios de positividade para oocistos, padronizar um inoculo e,
secundariamente realizar um ensaio piloto na tentativa de visualizar oocistos em agua
reagente, esta metodologia ndo se mostraria eficaz por apresentar maior acuracia em matrizes
que apresentam turbidez (Franco et al., 2001).

Entre os surtos de veiculacdo hidrica por T. gondii, devidamente documentados no
mundo, considera-se 0 contato e ingestdo acidental de dguas recreacionais, uma importante
via de aquisicdo da parasitose (Karanis et al., 2007; Jones e Dubey, 2010). Porém, o
isolamento dos oocistos em diferentes matrizes hidricas, bem como, dados acerca da
epidemiologia ambiental da real prevaléncia da protozoose em agua, permanece desconhecido.

Os métodos de contaminacdo artificial para a deteccdo de T. gondii em &gua sao
frequentemente executados usando-se valores exorbitantes (10*, 10° oocistos) como inéculo, e
empregam-se metodologias moleculares (Tabela 3) para recuperacdo de oocistos e
investigacdo em amostras ambientais (Kourenti e Karanis, 2006, Sotiriadou e Karanis, 2008).

Entretanto, tais condi¢cdes ndo condizem com as que ocorrem em situacdo natural de
contaminacdo, visto que, um dos fatores limitantes para a deteccdo do protozoario em agua,
consiste no pequeno nimero de oocistos presentes em amostras ambientais (Dumetre e Dardé,

2003).
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Caracteristicas, como elevada turbidez, salinidade, pH, entre outros pode influenciar a
recuperacgdo destes oocistos (DaBritz et al, 2007; Verant et al., 2014).

O alto custo e o tempo requerido para se ter um diagndstico confiavel também
adicionam dificuldade para a analise do protozoario em adgua (Dumeétre e Dardé, 2003).

A reacdo de Imunofluorescéncia Direta, com anticorpos especificos direcionados aos
epitopos das paredes de oocistos de Toxoplasma gondii ndo esta comercialmente disponivel.
Porém, a triagem inicial da amostra pode ser feita pelo processamento da mesma através da
filtracdo em membranas e a deteccdo mediante visualizagdo de oocistos em microscopia de
epifluorescéncia sob luz UV (Dumetre e Darde, 2003) como efetuado no presente estudo.

Contudo, o reconhecimento de oocistos de T. gondii pode resultar em falso-positivo,
devido a semelhanga com outros coccidios ndo patogénicos para seres humanos, como
Hammondia sp. e Neospora sp., que também exibem autofluorescéncia e, podem estar
presentes em amostras ambientais (Verant et al., 2014). Ainda assim, o reconhecimento em
microscopia de epifluorescéncia juntamente com a ficha de leitura produzida neste trabalho é
uma importante ferramenta para um pré-screnning em ocasifes de suspeita de surtos de
toxoplasmose.

Ao se detectar estruturas denominadas como Toxoplasma gondii oocyst like, 0s
seguintes passos para a confirmacdo do diagndstico devem ser realizados: a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) com amplificacdo de primers especificos ou mediante o bioensaio
(modelos murinos) (Jones e Dubey, 2010).

Estas etapas sdo essenciais para a investigacao da ocorréncia de T. gondii, pois ndo
existe regulamentacdo ou métodos validados para monitorar a presenca de oocistos em agua
recreacional ou destinada ao consumo humano, sendo estas, as ferramentas mais fidedignas
para confirmacdo da contaminacdo e afericdo de infectividade (lsaac-Renton et al., 1998;

Dumeétre e Dardé, 2003 e 2007; Scwab et al., 2003; Villena et al., 2004).
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Para aumentar a sensibilidade de detec¢do do protozoério em agua, recomenda-se a
combinagdo de diferentes metodologias (Tabela 3), entretanto, a PCR tem se mostrado a
técnica preferencial para a deteccdo de oocistos de T. gondii em agua, quando comparado ao
bioensaio em camundongos, visto que proporciona reducdo do tempo de deteccdo de algumas
semanas para 1-2 dias (Villena et al., 2004; Kourenti e Karanis, 2006; Sroka et al., 2007;
Plutzer e Karanis, 2016).

Em atualizacdo recente quanto aos surtos de veiculacdo hidrica ocasionados por
protozoarios patogénicos em escala mundial, verificou-se que no periodo de 2011 a 2016, em
um curto periodo de tempo (5 anos), foram relatos 381 surtos, correspondendo a um aumento
dos mesmos em nacGes desenvolvidas (Efstratiou et al., 2017). Destes, 63% foram
ocasionados por espécies de Cryptosporidium e 37% por Giardia duodenalis. Nenhum surto
por qualquer outro agente parasitario, inclusive Toxoplasma gondii, foi documentado no
mundo no periodo mencionado (Efstratiou et al., 2017). Quase a metade destes surtos, (49%)
ocorreram na Nova Zelandia, 41% na América do Norte e, 9% na Europa.

Pondera-se que este aumento do niumero de surtos e do nimero de casos, teria relagdo
com as modificacbes nas legislagdes acerca do monitoramento de protozooses em agua
destinada ao consumo humano nos paises desenvolvidos; em paises como os Estados Unidos,
por exemplo, a criptosporidiose € considerada doenca de notificacdo obrigatdria (USEPA,
2012). Entretanto, estes fatos ndo sdo realidade em regides mais pobres do mundo, que
carecem de sistemas eficientes de notificacdo e vigilancia integrada — epidemioldgica sanitaria
e ambiental — onde a verdadeira magnitude das protozooses de veiculacdo hidrica continuam
negligenciadas e com escassez ou auséncia de dados.

Por fim, suscita-se 0 questionamento se 0s casos de surtos de veiculacdo hidrica, por
parasitos como Toxoplasma gondii e outros agentes etioldgicos reportados menos

frequentemente como causadores destes episodios sdo, na realidade, pouco frequentes, ou
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pelo contrério, existe uma falta de atencdo e de métodos répidos, sensiveis e eficientes para

recuperar estes tipos de parasitos em amostras ambientais.

7.1 CONCLUSOES

Levando em consideracdo a revisdo bibliogréafica, a padronizacdo de um
indculo com oocistos de Toxoplasma gondii realizada refletiu a necessidade
de utilizar um indculo desafiador para representar situagdes mais reais, visto
que a mesma foi executada com sucesso bem como o reconhecimento destas

estruturas sob microscopia de epifluorescéncia.

e A caracterizacdo morfoldgica dos oocistos forneceu subsidios para produgéo

de uma ficha de coleta e leitura de amostras hidricas, onde ressalta-se
critérios de positividade para confirmacdo de contaminagédo por oocistos de T.

gondii em agua.

e A metodologia utilizada proporcionou a recuperacdo dos oocistos inoculados

artificialmente em agua, ainda que com baixo indice de recuperacao.

e A utilizagdo de inoculos desafiadores (baixa concentracdo de oocistos) -

conforme adotado neste estudo corrobora a recomendacdo encontrada na
literatura, visto que, mesmo em situacdo de surtos de grandes proporcoes, a
recuperacao de oocistos do parasito em agua € baixa, ou até mesmo nula.

Novos estudos acerca do aprimoramento da metodologia devem ser realizados,
com o intuito de melhorar a sensibilidade de recuperacédo de oocistos em agua.
Inexistem Kits comerciais para a deteccdo do protozoario por Reacdo de
Imunofluorescéncia Direta até o presente momento. Desta forma, a utilizacdo

de uma caracteristica inerente aos oocistos do protozoario (capacidade de
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exibir autofluorescéncia) em luz UV, atua como mais uma ferramenta para

sua deteccdo em agua.
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APENDICE 1 - FICHA DE COLETAE LEITURA DE AMOSTRAS AMBIENTAIS
PARA PESQUISA DE OOCISTOS DE Toxoplasma gondii EM AGUA

PESQUISA DE OOCISTOS DE TOXOPLASMA GONDII EM AGUA

Local da coleta:

Data da coleta: Observagoes:

Fatores abi6ticos mensurados

Temperatura: Salinidade:

pH: Turbidez

Volume coletado: Volume do sedimento:
Volume filtrado:

CRITERIOS DE POSITIVIDADE PARA OOCISTOS DE Toxoplasma gondii

Filtro: LUZ UV

1. Tipo de oocisto
Esporulado () N° de Esporocistos 1 () 2 (
Né&o esporulado ( )

2. Padréo de fluorescéncia

a- Tipico () Atipico ( )

Caracteristicas:

o Pale White blue (Azul esbranquigado) () Azulescuro ()

e Azul neon () Azul opaco ()

Predominancia de Fluorescéncia
o Na parede dos oocistos ( )

e Na parede dos esporocistos ()
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CONFIRMACAO DA MORFOLOGIAEM DIC

1. Esporocistos

N° de Esporocistos 1 () 2 ()
2. Esporozoitos (em cada esporocisto)
N° de Esporozoitos 1 ) 2( ) 3 () 4 ()

3. Textura da parede do oocisto

a- Tipico( )

Caracteristicas:

e Lisa (smooth) ()
e Fina ()
4. Formato

a- Tipico - esférico ( )

Atipico ()

Serrilhada ( )
Poros ()

Atipico - outros

Invaginacoes
Grossa

()

(
(

)
)




