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RESUMO

Toxoplasma gondii ¢ um parasito de ampla distribuicdo mundial e apresenta uma estrutura
populacional clonal. Estudos recentes evidenciaram maior variabilidade genética deste
protozoario no Brasil em animais domésticos e silvestres, necessitando-se de maiores
pesquisas neste ultimo grupo. Objetivou-se isolar e caracterizar genotipicamente 7oxoplasma
gondii em tecidos de mamiferos e aves silvestres naturalmente infectados, provenientes de
vida livre e de cativeiro, no estado de Pernambuco e verificar a ocorréncia de anticorpos
contra o parasito nas amostras em que foi possivel obter o soro. De marco de 2014 a setembro
de 2015, foram colhidas amostras biologicas de 233 animais, sendo 113 aves e 120
mamiferos. Considerando a origem, 77 foram de vida livre e 156 de cativeiro, oriundos de um
zoologico e de um Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS). O exame sorologico
foi realizado em 165 animais (59 aves e 106 mamiferos) por meio do Teste de Aglutinagao
Modificado (MAT). Em 105 animais (71 aves e 34 mamiferos) houve colheita de fragmentos
de coragdo, cérebro, musculo esquelético e diafragma. Destas 105 amostras, 32 foram
submetidas ao bioensaio em camundongos e 73 foram submetidas a diagnostico molecular
direto por PCR a partir de um fragmento de 155-pb do gene B1. Para a andlise de viruléncia
das cepas, os camundongos utilizados nos bioensaios foram avaliados por quatro semanas
quanto a manifestagao de sinais clinicos de toxoplasmose. As amostras positivas de animais
silvestres e camundongos foram submetidas a genotipagem pela técnica de PCR-RFLP,
utilizando os marcadores SAG1, 5’°3’SAG2, SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, ¢29-2,
L358, PK1, Apico e CS3. Anticorpos anti-7. gondii foram encontrados em 52,7% (87/165)
das amostras, com maiores percentuais em animais de cativeiro (61,6%, 78/125) do que em
animais de vida livre (22,5%, 9/40). No bioensaio, isolou-se uma amostra ndo virulenta, do
genoétipo #13 em um socozinho (Butorides striata) de vida livre proveniente de Recife. Das
73 amostras primarias submetidas a PCR, sete foram positivas, com identificagdo o genotipo
Type Brlll em uma lontra (Lontra longicaudis) de cativeiro. Os dois gendtipos identificados
corroboram com a existéncia da variabilidade genética de 7. gondii em Pernambuco. Dois
macacos-pregos-galegos (Sapajus flavius) positivos pela PCR tiveram achados de necropsia
compativeis com Obito por toxoplasmose aguda. O aprimoramento de programas de medicina
veterinaria preventiva e biosseguranca para o controle da toxoplasmose deve ser realizado em
institui¢des que mantém fauna silvestre ex situ.

Palavras chave: toxoplasmose, caracterizagdo génica, fauna silvestre, Satide Unica.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii 1s a wide world distribution parasite and has a clonal population structure.
Recent studies have shown greater genetic variability of this protozoan in Brazil in domestic
and wild animals, needing more research with this last group. The aim of this study was to
isolate and make genotypic characterization of Toxoplasma gondii in tissues of naturally
infected wild mammals and birds, from free ranging and captivity at Pernambuco, and verify
antibodies occurrence against this parasite in samples were sera was obtained. From 2014
March to 2015 September, 233 biological samples were collected from 113 birds and 120
mammals. Considering origin, 77 animals were from free ranging and 156 were from
captivity, from a zoo and a wildlife rehabilitation center. Serological exam was performed in
165 animals (59 birds and 106) mammals) by Modified Agglutination Test (MAT). In 105
animals there was gathering of heart, brain, skeletal muscle and diaphragm fragments. From
those 105 samples, 32 were submitted to mouse bioassay and 73 were submitted to direct
molecular diagnosis by PCR from a fragment of B1 gene 155-pb. For virulence analysis, mice
used in bioassays were evaluated for four weeks in search of toxoplasmosis clinical signs.
Positive samples of wild animals and mice were submitted to genotyping by PCR-RFLP
technique, using markers SAGI1, 5’°3’SAG2, SAG2, SAG3, BTUB, GRA®6, ¢22-8, ¢29-2,
L358, PK1, Apico and CS3. Anti-7. gondii antibodies were found in 52,7% (87/165) of the
samples, with higher percentages in captivity animals (61,6%, 78/125), than in free ranging
ones (22,5%, 9/40). In bioassays, one non virulent sample was isolated, of genotype #13 from
a free ranging striated heron (Butorides striata) from Recife. From the 73 primary samples
submitted to PCR, seven were positive, with identification of genotype Type Brlll in a captive
tropical otter (Lontra longicaudis). Both genotypes identified corroborate with the existence
of genetic variability of 7. gondii in Pernambuco. Two blonde capuchin monkeys (Sapajus
flavius) positive by PCR had necropsy findings compatible with death by acute
toxoplasmosis. The enhancement of preventive veterinary medicine and biosecurity programs
for toxoplasmosis must be performed in institutions that keep captive wildlife.

Keywords: toxoplasmosis, genetic characterization, wildlife, One Health.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii possui distribui¢do cosmopolita sendo um dos protozodrios
parasitas mais adaptados a diversos ambientes (DUBEY, 2010). Os felideos domésticos e
silvestres sdao seus unicos hospedeiros definitivos (FRENKEL et al., 1970) e possivelmente
todos os animais endotérmicos sdo considerados hospedeiros intermediarios (DUBEY, 2010).
A transmissdo deste agente pode ocorrer pela ingestdo de oocistos esporulados em agua e
alimentos contaminados, por carnivorismo quando da ingestdo de tecidos animais contendo
cistos teciduais (bradizoitos), ou ainda por via transplacentéria (transmissao vertical) por meio
de taquizoitos (DUBEY, 2010).

A caracterizagdo genotipica de diferentes isolados de 7. gondii por meio de métodos
moleculares tem sido realizada com amostras de humanos, mamiferos e aves, domésticos e
silvestres (DUBEY, 2010). A maioria das amostras de 7. gondii isoladas de homens e dos
animais na Europa e na América do Norte foi agrupada em trés linhagens clonais distribuidas
mundialmente, denominadas como tipos I, IT e III (HOWE e SIBLEY, 1995; AJZENBERG et
al., 2002). Entretanto, estudos recentes descreveram que isolados destes parasitas no Brasil
foram biologicamente e geneticamente diferentes dos isolados do Velho Mundo (DUBEY et
al., 2002; DUBEY et al., 2007; PENA et al., 2008; PENA et al., 2011; CABRAL et al., 2013;
CANON-FRANCO et al., 2013; VITALIANO et al., 2014b).

Em nosso pais, pouco se conhece sobre gendtipos de 7. gondii isolados de animais
silvestres. Além disso, o Brasil possui uma expressiva diversidade de espécies silvestres,
sendo uma das maiores diversidades bioldgicas do mundo (ANDRIOLO, 2007). Algumas
destas espécies sdo consideradas cinegéticas, ou seja, normalmente cagadas, dentre outros
fins, para consumo humano, o que pode acarretar em riscos de transmissdao de enfermidades
zoonoticas diversas, dentre elas a toxoplasmose (CHIARELLO, 2000; MARVULO e
CARVALHO, 2014; ALVES et al., 2012).

Embora 88 genoétipos ja tenham sido identificados de uma variedade de hospedeiros
animais no Brasil, novos genétipos tém sido continuamente identificados de diferentes
espécies animais, indicando uma diversidade extremamente alta de cepas de 7. gondii na
populagdo animal nacional (PENA et al.,, 2011). Recentemente, foram identificados 16
genoétipos de 36 isolados de 7. gondii em tecidos de capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris)

no estado de Sao Paulo, Brasil (YAI et al., 2009). Neste estado, o agente também foi isolado e
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geneticamente caracterizado em tecidos de um gamba-de-orelha-preta (Didelphis aurita) e no
estado de Pernambuco dois isolados de 7. gondii foram caracterizados geneticamente em
tecidos de um bugio-de-maos-ruivas (Alouatta belzebul) ¢ de um gato-mourisco (Puma
yvagouaroundi) no zoologico do Parque Estadual Dois Irmaos em Recife (PENA et al., 2011).
No arquipélago de Fernando de Noronha, PE, também foram isoladas e caracterizadas
molecularmente 23 amostras de 7. gondii de tecidos de galos e galinhas de subsisténcia
(DUBEY et al., 2010). Os genotipos clonais isolados destas aves foram similares aos
prevalentes na Europa e na América do Norte, representando resultados inesperados.

Os estudos no estado de Pernambuco relacionados com a infec¢do por 7. gondii em
animais silvestres de vida livre foram realizados apenas com levantamentos soroldgicos nos
seguintes espécies e grupos animais: felideos neotropicais (SILVA et al., 2001a), cracideos
(LEITE et al., 2007), garcas-vaqueiras (Bubulcus ibis) (COSTA et al., 2012), carnivoros
(CUNHA, 2012), marsupiais e roedores (SIQUEIRA et al., 2013), primatas (FERREIRA et
al., 2015) e peixe-boi marinho (ATTADEMO et al., 2016). A alta ocorréncia de anticorpos
anti-7. gondii encontrada nesses estudos justifica a realizagdo de pesquisas visando o
isolamento e caracterizagao molecular de cepas de 7. gondii no estado de Pernambuco.

Diante do exposto, a ampla diversidade genética de 7. gondii no Brasil e
possivelmente no estado de Pernambuco, poderd proporcionar a pesquisa € o isolamento de
cepas deste agente com genoétipos diferenciados em aves e mamiferos silvestres, podendo
haver diferencas também em sua viruléncia. Estes resultados poderao ser uteis para a
realizagdo de estudos epidemiologicos e parasitologicos deste agente do ponto de vista da
clinica médica de animais silvestres e da saude publica, além de compor importante
ferramenta para a educacdo ambiental, educacdo em satide, satide tinica e o combate a caca de

predatéria de espécies silvestres.
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1.1 Objetivo Geral

a)

Isolar e caracterizar bioldgica e genotipicamente Toxoplasma gondii em tecidos de
mamiferos e aves silvestres naturalmente infectados provenientes de vida livre e de

cativeiro no Estado de Pernambuco, utilizando bioensaio em camundongos.

1.2 Objetivos Especificos

a)
b)

¢)

d)

Verificar a ocorréncia de anticorpos anti-7. gondii em aves e mamiferos silvestres.
Realizar o isolamento de cepas de 7. gondii em tecidos de mamiferos e aves silvestres
de Pernambuco, por meio de bioensaio em camundongos.

Caracterizar genotipicamente os isolados e amostras primarias de 7. gondii obtidos de
aves e mamiferos silvestres pela técnica de PCR-RFLP, utilizando os marcadores
genéticos especificos: SAG1, 3’5’SAG2, SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, C22-8, C29-2,
L358, PK1, Apico e CS3.

Avaliar a viruléncia das cepas isoladas de 7. gondii em camundongos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Toxoplasma gondii ¢ um protozoario parasito intracelular obrigatorio, pertencente ao
filo Apicomplexa e a classe Sporozoasida, de ampla distribuicdo mundial, capaz de infectar
uma grande variedade de organismos endotérmicos, incluindo o homem, o que caracteriza seu
potencial zoondtico. Possui os felideos como hospedeiros definitivos, sendo os demais
mamiferos e as aves, hospedeiros intermediarios, comumente culminando em infecgao
comum e doenga rara entre os susceptiveis (SILVA, 2007; DUBEY, 2010).

As principais formas de infeccdo, tanto em animais, quanto em seres humanos sao:
ingestdo de oocistos esporulados em dgua e alimentos contaminados, por carnivorismo
quando da ingestdo de tecidos animais contendo cistos teciduais (bradizoitos), ou ainda por
via transplacentdria (transmissao vertical) por meio de taquizoitos (DUBEY, 2010).

A patogenicidade da infec¢do por 7. gondii nas diferentes espécies varia muito
conforme a espécie hospedeira, e embora seja mais comum a infeccdo assintomatica, casos
mais graves com quadros de abortamentos, alteracdes fetais, encefalites, uveites, e até mortes
subitas ou agudas por toxoplasmose sdo descritas em vérias espécies de animais domésticos e
silvestres, além da espécie humana (GRIGG et al., 2001; COELHO et al., 2003; EPIPHANIO
et al., 2003; SILVA, 2007; DUBEY, 2010). Contudo, outros fatores como a capacidade de
viruléncia da cepa e a susceptibilidade do organismo hospedeiro também sdo fatores que
influenciam no desenvolvimento de sinais clinicos (SILVA, 2007).

O ciclo biolégico de 7. gondii é heteréxeno facultativo, havendo reproducao
assexuada de carater clonal nos hospedeiros intermediarios, com formacao de cistos, além de
fase sexuada com produc¢do de oocistos que ocorre no intestino dos hospedeiros definitivos
(DUBEY e BEATTIE, 1988; HOWE e SIBLEY, 1995; LINDSAY et al., 1997). Estudos
desenvolvidos por Howe e Sibley (1995) demonstraram que a maioria das amostras de 7.
gondii isoladas de homens e animais podem ser agrupadas em trés linhagens clonais
denominadas como tipo I, II e III. Entretanto, o encontro de diferentes gendtipos na América
do Sul denotou maior variabilidade genética deste parasito nesta regido. Estudos recentes
sugeriram que tal variabilidade sofra influéncia ocorréncia de reproducdo sexuada no ciclo
silvestre da doenga, com provavel envolvimento de felideos neotropicais neste ciclo, ou ainda
0 aumento a variabilidade genética do parasito de maneira ainda pouco conhecida na literatura

(DEMAR et al., 2008; CARME et al., 2009, WENDTE et al., 2011).
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2.1 ESTUDOS SOROLOGICOS DA INFECCAO POR Toxoplasma gondii EM
ANIMALIS SILVESTRES

Os exames sorologicos sdao os mais utilizados na realizagdo de estudos
epidemioldgicos da toxoplasmose, pois sdo indicativos de que o animal entrou em contato
com o 7. gondii em algum momento de sua vida (DUBEY, 2010). Estudos
soroepidemioldgicos sdo comuns e altas taxas de ocorréncia de soropositivos em todo o
mundo foram descritas, tanto em seres humanos, quanto em animais, em alguns casos
podendo atingir 100% (SILVA, 2007).

Dentre os métodos de sorodiagnostico da toxoplasmose utilizados em animais
silvestres, destacam-se o Teste de Aglutinacdo Modificado (MAT), o Teste de Aglutinagao
em Latex (TAL), o Teste de Hemaglutinacao Indireta (HI), a Reagdo de Imunoflourescéncia
Indireta (RIFI) e o Teste Imunoenzimatico (ELISA). Estes dois ultimos, por necessitarem de
conjugados espécie especificos, tem pouca aplicabilidade em animais silvestres, devido a falta
desses conjugados para a maioria das espécies. Sendo assim, o Teste de Aglutinagcdo
Modificado (MAT) tem sido o mais amplamente usado para sorodiagndstico de toxoplasmose
em animais silvestres de todas as espécies, justamente por ndo requerer conjugados espécie
especificos, ser de baixo risco para o operador, ser facil execucdo e baixo custo (SILVA,
2007; DUBEY, 2010).

A infeccdo de animais silvestres pelo 7. gondii, como nas demais espécies animais,
pode acontecer de trés maneiras descritas anteriormente. Dentre os animais silvestres, podem
ser infectadas todas as espécies endotérmicas, ou seja, aves € mamiferos, ndo havendo relatos
de infec¢do de répteis, anfibios e peixes (DUBEY, 2010; MARVULO e CARVALHO, 2014).

Embora seja uma das enfermidades zoondticas mais difundidas no mundo, a
toxoplasmose ainda ¢ uma doenca negligenciada pelos servicos de saude publica. Apesar de
ndo haver estudos determinando a importancia da fauna silvestre na transmissao do 7. gondii
para o homem, as altas soroprevaléncias de anticorpos anti-7. gondii encontradas em diversas
espécies de aves e mamiferos silvestres, inclusive espécies apreciadas por cacadores,
indicaram que estes animais podem ser importantes fontes de infecg¢ao e vias de transmissao
da toxoplasmose (MARVULO e CARVALHO, 2014).

O ciclo epidemiolégico da doenga, tanto em vida livre quanto em cativeiro, ja ¢
conhecido e bem descrito em literatura (DUBEY, 2010). No Brasil, os fatores de risco da
infeccdo por 7. gondii em felideos neotropicais de zooldgicos e criadouros foram: idade

superior a trés anos (razdo das chances - odds ratio: OR = 4,75), ingestdo de carnes ndo
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adequadamente congeladas (OR = 2,23) e ingestdo de carnes de animais de produgdo
atropelados ou abatidos (OR = 1,64) (SILVA et al., 2007).

O primeiro estudo da infec¢ao por 7. gondii em mamiferos e aves silvestres mantidos
em cativeiro no Brasil foi realizado por Sogorb et al. (1972) no Zoologico de Sao Paulo.
Nesta pesquisa, anticorpos anti-7. gondii foram encontrados somente em mamiferos com
percentual de 62,96 % (17/27) indicando o papel epidemioldgico destes animais como
sentinelas na cadeia de transmissdo deste importante agente zoonético. Em vida livre, o
primeiro levantamento soroldgico de anticorpos anti-7. gondii foi realizado em felideos,
primatas, marsupiais e roedores, obtendo-se um percentual de 63,5% (66/104) de positivos
(FERRARONI e MARZOCH]I, 1980).

Estudos da ocorréncia de anticorpos anti-7. gondii foram realizados em diversas
espécies de animais silvestres provenientes de ambientes naturais e de cativeiro (SILVA,
2007; SILVA et al., 2008; GONDIM et al., 2010; CASAGRANDE et al., 2013; SIQUEIRA et
al., 2013). A Tabela 1 apresenta as pesquisas da ocorréncia de anticorpos anti-7. gondii em

aves e mamiferos silvestres de vida livre e cativeiro no Brasil.



Tabela 1: Levantamentos soroldgicos da infec¢do por Toxoplasma gondii em aves e mamiferos silvestres em cativeiro e vida livre no Brasil, segundo o grupo animal,

porcentagem de animais positivos, teste soroldgico, origem e localizag@o.
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GRUPO ANIMAL Pos./N* % TESTE ORIGEM LOCALIZACAO AUTORES
Classe Aves
Diversas espécies silvestres 0/23 0 RSF Cativeiro Zooldgico de Sao Paulo Sogorb et al. (1972)
Diversas espécies silvestres 0/19 0 MAT Cativeiro Paré e Rio Grande do Norte Minervino et al. (2010)
Diversas espécies silvestres 6/27 22,2 MAT Vida Livre Sdo Paulo Vitaliano et al. (2014a)
Diversas espécies silvestres 3/222 1,3 MAT Vida Livre Paraiba ¢ Bahia Andrade et al. (2016)
Cracideos 214/252 84,92 HI Cativeiro Pernambuco Leite et al. (2007)
Pardais 3/293 1,02 HI Vida Livre Bahia e Pernambuco Gondim et al. (2010)
Pardais 91/151 60,3 HI Vida Livre Pernambuco Vilela et al. (2011)
Avoantes 46/206 22,3 MAT Vida Livre Parana Barros et al. (2014)
Garcas-vaqueiras 197/650 30,3 MAT Vida Livre Fernando de Noronha Costa et al. (2012)
Classe Mammalia
Diversas espécies silvestres 17/27 62,96 RSF Cativeiro Zooldgico de Sao Paulo Sogorb et al. (1972)
Diversas espécies silvestres 3/18 16,66 MAT Vida Livre Sao Paulo Silva et al. (20006)
Diversas espécies silvestres 61/184 33,15 MAT Cativeiro Para e Rio Grande do Norte Minervino et al. (2010)
Diversas espécies silvestres 13/26 50 MAT Cativeiro e Séo Paulo Vitaliano et al. (2014a)
Vida Livre
Felideos 3/4 75 RIFI Vida Livre Manaus-AM Ferraroni e Marzochi (1980)
Felideos Neotropicais 472/865 54,6 MAT Cativeiro 71 Zoologicos e 15 Criadouros do Brasil Silva et al. (2001a)
Felideos Neotropicais 12/23 52,17 MAT Cativeiro Parana Ullmann et al. (2010)
Felideos Nativos e Exoticos 18/19 94,7 RIFI Cativeiro Zooldgico de Belo Horizonte, MG Rivetti Junior et al. (2008)

Continua




GRUPO ANIMAL Pos./N* % TESTE ORIGEM LOCALIZACAO AUTORES

Classe Mammalia

Felideos Nativos e Exéticos 102/161 63,4 RIFI Cativeiro Zooldgicos em Mato Grosso, Sdo Paulo e André et al. (2010)
Distrito Federal

Felideos Exoticos 24/37 64,9 MAT Cativeiro 13 Zoolobgicos do Brasil Silva et al. (2001b)

Lobo-guaré 44/59 74,6  ELISA Cativeiro Minas Gerais, Sdo Paulo e Distrito Federal ~ Vitaliano et al. (2004)

Lobo-guaré 6/8 75 MAT Vida livre Minas Gerais Curi et al. (2012)

Cachorro-do-mato 10/52 19,2 MAT Cativeiro Sdo Paulo Catenacci et al. (2010)

Canideos selvagens 20/57 35,1 RIFI Vida livre Rio Grande do Sul, Paraiba, Sdo Paulo e Gennari et al. (2004)
Parana

Canideos Neotropicais 20/50 40 RIFI Cativeiro Parand, Santa Catarina, Rio de Janeiro e Mattos et al. (2008)

Distrito Federal

Canideos Nativos e Exdticos 49/97 50,5 RIFI Cativeiro Zoolégicos em Mato Grosso, Sdo Paulo e André et al. (2010)
Distrito Federal
Primatas e Carnivoros 17/32 53,1 MAT Cativeiro Zoolégico de Aracaju, SE Pimentel et al. (2009)
Primatas 31/49 63,27 RIFI Vida Livre Manaus-AM Ferraroni e Marzochi, 1980
Primatas 16/60 26,66 MAT Vida Livre Parana Garcia et al. (2005)
Primatas 119209 56,9 RIFI Cativeiro Sao Paulo Bouer et al. (2010)
Marsupiais 21/33 63,64 RIFI Vida Livre Manaus-AM Ferraroni e Marzochi, 1980
Marsupiais 15/223 6,7 MAT Vida Livre Pernambuco Siqueira et al. (2013)
Capivaras 16/26 61,5 RIFI Vida livre Parana Truppel et al. (2010)
Roedores 11/18 61,11 RIFI Vida Livre Manaus-AM Ferraroni e Marzochi, 1980
Roedores 10/174 5,7 MAT Vida Livre Pernambuco Siqueira et al. (2013)
Cervo-do-pantanal e veado-campeiro 23/107 22 RIFI Vida Livre Séo Paulo e Goias Ferreira et al. (1997)
Tatu-galinha 9/31 12,9 MAT Vida Livre Sao Paulo Silva et al. (2008)

Continua
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GRUPO ANIMAL Pos./N* % TESTE ORIGEM LOCALIZACAO AUTORES

Classe Mammalia
Tatu-galinha 9/31 12,9 MAT Vida Livre Sao Paulo Silva et al. (2008)
Boto-vermelho 82/95 86,4 MAT Vida Livre Amazonas Santos et al. (2011)
Peixe-boi-marinho 6/55 10,9 MAT Cativeiro Pernambuco, Alagoas e Paraiba Attademo et al. (2016)

Legenda: Pos./N =Numero de animais soropositivos para anticorpos anti-7. gondii/mimero de animais examinados. HI — Teste de Hemaglutinacdo Indireta. RIFI — Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta. MAT — Teste de Aglutinagdo Modificado e RSF — Reag@o de Sabin-Feldman.
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2.2 OUTROS METODOS DIAGNOSTICOS DA INFECCAO POR Toxoplasma gondii
EM ANIMAIS SILVESTRES

2.2.1 Diagnostico Histopatologico e Imunohistoquimico

O diagnoéstico histopatologico de toxoplasmose ¢ feito por acondicionamento de
fragmentos de o6rgdos em formol a 10% e confec¢do de laminas coradas pela técnica de
Hematoxilina e Eosina para visualizacdo de cistos teciduais ou taquizoitos a microscopia
(SILVA, 2007). A imunohistoquimica auxilia na diferencia¢do do estagio do 7. gondii, mas
normalmente ndo ¢ usada isoladamente como forma de diagndstico por nido ser espécie
especifica, e sim especifica para o estagio de desenvolvimento do parasito (traquizoito ou
bradizoito), podendo haver reacdo cruzada com Sarcocystis, Neospora e Besnoitia (SILVA,
2007; DUBEY, 2010).

A técnica de marcagdo por imunohistoquimica ¢ feita por uso de tecidos fixados em
formalina a 10% e embebidos em parafina (DUBEY, 2010). Embora antigenos de 7. gondii
possam ser detectados mesmo ap6s um ano de fixacdo dos tecidos em formalina a 10%,
Dubey (2010) recomenda fixagao dos tecidos por curtos periodos de 24 horas. Apoés isto, sdo
feitas secgdes de 4 a 5 micrometros, desparafinizacdo e desidratagdo em etanol. A detecgdo ¢
feita pela reagdo do material tratado com anticorpos policlonais anti-7. gondii de coelhos, cuja
reacao se dard apenas na presenca de bradizoitos (DUBEY, 2010).

Trabalhos envolvendo exames histopatologicos e imunohistoquimicos para
diagnostico de 7. gondii em animais silvestres no Brasil somente foram desenvolvidos com
diversas espécies de primatas neotropicais mantidos em cativeiro ou provenientes de vida
livre (EPIPHANIO et al., 2000; EPIPHANIO et al., 2003; ANDRADE et al., 2007;
CASAGRANDE et al., 2013; GONZALES-VIERA et al.,, 2013). No tocante as aves
silvestres, o unico trabalho no Brasil que utilizou estes dois testes diagndsticos diretos para
pesquisa de 7. gondii foi desenvolvido por meio de infeccdo experimental em carcards

(Caracara plancus) no estado de Sao Paulo (VITALIANO et al., 2010).
2.2.2 Prova Biologica para Isolamento do Agente
As provas de bioensaios para isolamento de 7. gondii podem ser feitas pela inoculacao

de animais de laboratério e culturas de tecidos. A inoculagdo em camundongos (Mus

musculus) ¢ o protocolo padrao adotado internacionalmente para o isolamento de cepas de 7.
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gondii com a finalidade de caracterizacdo génica e andlise de viruléncia, dado a
suscetibilidade desta espécie ao agente em questao (DUBEY, 2010).

A técnica consiste basicamente em macerar o 6rgao alvo do qual se deseja identificar o
parasito em solucdo salina a 0,85%, e submeter esta solucdo a um processo de digestdo em
pepsina acida, seguida de neutralizagdo e lavagem, e inoculagdo de 1 mL deste lavado em 5
camundongos Swiss, que serdo observados quanto ao aparecimento de sinais clinicos
sugestivos de toxoplasmose, tais como ascite, enterite, letargia, pneumonia, linfadenopatias e
encefalite (DUBEY, 2010; PENA et al., 2011).

A inoculagdo dos camundongos por via subcutanea ¢ preferivel quando o material
corre risco de estar contaminado por bactérias, minimizando as chances de Obitos por
septicemia dos camundongos inoculados, o que ocorreria mais facilmente se a inoculagao
fosse feita pela via intraperitoneal, sendo esta preferivel para materiais sabidamente estéreis,
com mesmas chances de isolamento que a via subcutdnea (DUBEY, 2010). Este mesmo autor
prefere o uso de pepsina a tripsina, porque ajuda na reducdo da carga bacteriana dos inoculo,
ser menos toxica aos camundongos e digerir mais rapida e eficientemente os tecidos
musculares.

Dentre a literatura pesquisada, destacamos o uso desta técnica para diagnostico de 7.
gondii em animais silvestres no Brasil em espécies diversas de mamiferos e aves (YAI et al.,
2009; VITALIANO et al., 2010; PENA et al., 2011; BARROS et al., 2014; CABRAL et al.,
2013; VITALIANO et al.,, 2014b). Esta técnica parece ser ainda pouco utilizada para
diagnostico da agente etiologico em fauna silvestre, pelo menos no Brasil, ¢ comumente esta
associada a estudos de caracterizagdo génica do 7. gondii, como parte dos procedimentos

utilizados previamente ao diagnostico biomolecular.

2.2.3 Diagnostico Biomolecular e Caracterizacido Geénica de Toxoplasma gondii em

Animais Silvestres no Brasil e no Mundo

O DNA de T. gondii pode ser detectado pela técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), sendo esta uma excelente técnica para diagnéstico da infeccdo por 7.
gondii, especialmente em espécies suscetiveis a doenca clinica, gragcas ao seu resultado
rapido, alta especificidade e sensibilidade, principalmente com uso das técnicas mais atuais
como PCR Real Time e Nested PCR (DUBEY, 2010). Contudo, esta técnica ainda pode
apresentar reagoes cruzadas no caso de diagnostico diferencial entre oocistos de 7. gondii e

Hammondia hammondi, que ndo ¢é espécie patogénica. Existem primers que sdo espécie
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especificos para H. hammondi, mas o uso da PCR parece ser mais seguro no diagnostico de
taquizoitos, uma vez que consegue detectar o DNA de um Unico taquizoito (DUBEY, 2010).

Dos genes alvo de PCR descritos para 7. gondii, o mais amplamente utilizado ¢ o 35-
copias do gene B1, sendo inclusive amplificado por nested PCR por alguns laboratorios para
diminuir o limiar de detec¢do. Uma vez que a sensibilidade da PCR ¢ diretamente dependente
da quantidade da quantidade de copias do gene amplificado, sequencias com muitas
repeticdes no genoma do parasito podem também servir com alvos (HOMAN et al., 2000).
Baseados nisto, estes mesmos autores (HOMAN et al., 2000) apresentaram uma técnica de
PCR quantitativa de alta sensibilidade baseada na amplificacdo do fragmento ndo codificado
de 529 bp do DNA, que se repete de 200 a 300 vezes no genoma de 7. gondii. O estudo
demonstrou que o fragmento 529 bp se foi muito eficaz na deteccdo de infec¢des por 7.
gondii, ¢ atualmente ele vem sendo bastante usado para diversas espécies (HOMAN et al.,
2000; DUBEY, 2010), embora o uso do gene Bl ainda seja comum e traga bons resultados
(GRIGG et al., 2001; TRUPPEL et al., 2010; PENA et al., 2011; CABRAL et al., 2013), além
de outros genes alvos como o 185 ribossomal DNA (VITALIANO et al., 2014b) e 500 bp do
gene ITS-1 (CANON-FRANCO et al., 2013).

Os estudos mais atuais associaram o diagnostico biomolecular a caracterizagdo génica
do T. gondii, seja em animais domésticos ou silvestres, por meio da técnica de polimorfismo
de comprimentos de fragmentos de DNA gerados por enzima de restricdo (Restriction
Fragment Length Polymorphism - Restri¢ao de Comprimento de Polimorfismo do Fragmento
- RFLP) (WENDTE et al., 2011). No Brasil, esta técnica ja foi utilizada para realizar
caracterizacdo génica de isolados de 7. gondii provenientes de aves e mamiferos silvestres
(YAI et al., 2009; PENA et al., 2011; CANON-FRANCO et al., 2013; BARROS et al., 2014;
CABRAL et al., 2013; VITALIANO et al., 2014b), entretanto a realizacao de estudos no
exterior, especialmente na Europa e América do Norte sao bem mais comuns e frequentes
(WENDTE et al., 2011). A deteccdo molecular de 7. gondii normalmente ¢ feita pela técnica
de PCR com um fragmento de 155-pb do gene B1 e a tipificagdo da cepa ¢ feita por meio de
um ensaio genotipico multiplo de PCR-RFLP (PENA et al., 2011).

Pena et al. (2011) utilizaram 10 locus como marcadores genéticos para caracterizagao
génica de isolados de 7. gondii de um bugio-de-maos-ruivas € um gato-mourisco do
zoologico do Parque Estadual Dois Irmaos, Recife — PE e de um gamba-de-orelhas-pretas
(Didelphis aurita) de vida livre do municipio de Sorocaba — SP, sendo os marcadores: SAG 1,
SAG 2, SAG 3, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, L258, PK1 e Apico. Estes mesmos 10 locus e

mais o CS3 foram utilizados na pesquisa de Yai et al. (2009) para caracterizar geneticamente
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36 isolados de capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) oriundas de vida livre do estado de Sao
Paulo, totalizando 11 marcadores. No estado do Rio Grande do Sul, Cafion-Franco et al.
(2013) realizaram a caracterizacdo génica de isolados de felideos silvestres neotropicais,
utilizando-se 12 marcadores: SAG1, 5’°3’SAG2, alt.SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, ¢22-8, ¢29-
2, L358, PK1, Apico e CS3. Vitaliano et al. (2014b) também utilizaram estes mesmos 12
marcadores genéticos, porém substituiram o marcador 5°3’SAG2 pelo SAG2, para
caracterizacdo génica de isolados provenientes de espécies diversas de aves e mamiferos
silvestres provenientes de cinco diferentes estados brasileiros. Na caracterizagdo génica de
isolados de avoantes (Zenaida auriculata) provenientes de vida livre do estado do Parana
foram utilizados 11 marcadores genéticos (SAGI1, 5°3’SAG2, alt.SAG2, SAG3, BTUB,
GRAG6, c22-8, ¢29-2, L358, PK1 e Apico) (BARROS et al., 2014)

Segundo Wendte et al. (2011) o uso de maiores variedades de locus como marcadores
para a caracterizagdo génica traz resultados mais confidveis e que podem inclusive modificar
completamente conhecimentos antigos sobre a genética do 7. gondii. Tais conhecimentos
afirmaram existir trés linhagens clonais no 7. gondii. Entretanto, atualmente ha fortes indicios
de que nos ciclos desenvolvidos em meio silvestre, principalmente pela passagem pelo trato
digestorio dos hospedeiros definitivos (felideos) onde hé reprodugdo sexuada do 7. gondii, o
padrdo genético mude, levando ao descobrimento de linhagens distintas, com caracteristicas
particulares, tanto genéticas, quanto de viruléncia para determinados grupos animais. Estes
padrdes diferenciados de viruléncia também tendem a ser diferenciados na espécie humana,
tendo-se identificado que determinadas linhagens tém maior envolvimento em casos de
toxoplasmose clinica, mesmo em pacientes imunocompetentes, com manifestacdes clinicas
diferenciadas de acordo com a linhagem.

Os resultados obtidos nas pesquisas de Khan et al. (2011) levaram a conclusao de que,
além das linhagens clonais ja conhecidas como de ocorréncia comum na América do Norte e
Europa (linhagens 1, 2 e 3), ha uma quarta linhagem clonal na América do Norte, por eles
nomeada como linhagem 12 devido as suas caracteristicas filogenéticas. A linhagem 12
descende de reproducdo clonal de uma cepa ancestral da linhagem 2, e que sofreu
recombinagdes génicas, tanto pela reprodugdo clonal, mas também com forte influéncia da
reproducdo sexuada. Os autores sugeriram ainda que esta linhagem possui maior viruléncia
para camundongos, esta associada a casos agudos graves de encefalite em lontras-marinhas
(Enhydra lutris), e estd fortemente associada a fauna silvestre (KHAN et al., 2011).

Em estudo realizado com carnivoros e cervideos silvestres de diferentes espécies nos

Estados Unidos da América (EUA), Dubey et al. (2004) obtiveram 36 isolados de 7. gondii;
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apenas dois eram da linhagem 1 e dois eram da linhagem 3, sendo todos os outros
pertencentes a linhagem 2. No mesmo estudo, com coragdes provenientes de ursos-negros
(Ursus americanus), de sete isolados de T. gondii obtidos, apenas dois eram da linhagem 3 e
um era da linhagem 1, sendo os demais pertencentes a linhagem 2. Cepas de 7. gondii de
linhagens consideradas atipicas ndo foram descritas por estes autores neste trabalho (DUBEY
et al., 2004).

Em estudo desenvolvido com espécies oriundas de caca na Franga, Aubert et al.
(2010) isolaram apenas cepas da linhagem 2, que ¢ a mais comumente isolada tanto em
animais domésticos, quanto em seres humanos na Europa, e ¢ considerada ndo virulenta para
camundongos, sendo estas afirmacdes confirmadas pelos resultados obtidos no referido
estudo. Na Italia, um estudo revelou trés casos de morte de golfinho-listrado (Stenella
coeruleoalba) por meningo-encefalite causada por toxoplasmose, tendo-se isolado uma cepa
pertencente a linhagem 2 e duas cepas similares entre si, porém pertencentes a linhagem 2
atipica. Os 6bitos foram confirmados como sendo por toxoplasmose, devido a negatividade
dos animais para Morbilivirus e Brucella spp., que sabidamente sao agentes envolvidos em
quadros neurologicos fatais em cetaceos. O estudo ainda sugeriu que ndo houve diferenca de
neuroviruléncia para a espécie alvo devido a similaridade das lesdes cerebrais observadas, e
os autores citaram que foi possivel que os gendtipos isolados possam ser provenientes de
recombinagdo sexual de diferentes clones (Di GUARDO et al., 2011).

A possibilidade de existéncia de um ciclo silvestre que justifica a alta variabilidade
genética do 7. gondii na América Latina foi evidenciada em relato de 44 casos de
toxoplasmose aguda em seres humanos causados por cepa atipica (ndo pertencente as
linhagens clonais europeias e norte americanas) na Guiana Francesa. Todos os pacientes
envolvidos no relato eram imunocompetentes (soronegativos para HIV), tiveram historico de
consumo de carne de caca, beberam aguas superficiais ndo tratadas, utilizaram areas florestais
amazonicas e apresentaram quadro clinico agudo de toxoplasmose (infec¢do pulmonar, febre
alta, linfadenopatia, alteracdes neuroldgicas, miosite, endocardite, etc.), havendo inclusive um
obito (CARME et al., 2009). Essa hipotese pode ser reforcada com isolamento de cepas
atipicas de 7. gondii de uma onga-pintada (Panthera onca) de vida livre abatida no mesmo
pais, cujas caracteristicas genéticas eram semelhantes as das cepas isoladas em casos de
toxoplasmose clinica aguda em pacientes humanos imunocompetentes neste pais (DEMAR et
al., 2008). Em ambos os trabalhos supracitados, os autores consideraram viavel a ocorréncia
de situagdes parecidas em paises como Guiana, Suriname e Brasil, onde a composi¢do

florestal amazonica ¢ a mesma, e a concentracio de vida silvestre ¢ abundante, permitindo as
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variag0es genéticas do agente e a manutenc¢do do ciclo silvestre da infeccdo (DEMAR et al.,
2008; CARME et al., 2009).

Em trabalho pioneiro no Brasil, Pena et al. (2008) isolaram 20 gendtipos distintos de
gatos domésticos coletados em diferentes cidades do estado de Sao Paulo, onde nenhum dos
genotipos se enquadrou nas linhagens clonais 1, 2 € 3 ja conhecidas como comuns em animais
domésticos na Europa e América do Norte. Este mesmo estudo trouxe ainda uma pesquisa em
banco de dados de 125 gatos, galinhas e caes domésticos de diferentes estados brasileiros, dos
quais 48 genotipos foram identificados e classificados em quatro linhagens denominadas com
Brl, Brll, Brlll e BrIV. As avaliacdes de viruléncia dessas linhagens obtidas por meio do
banco de dados revelaram a existéncia de cepas de alta viruléncia (Brl), viruléncia
intermediaria (Brll), baixa viruléncia (BrIll) e viruléncia mista (BrlV), cujas taxas de
mortalidade de camundongos inoculados variaram entre os padrdes intermedidrio e baixo
(PENA et al., 2008). O estudo supracitado identificou ainda genétipos das linhagens 1 e 3 ja
observados na Europa e América do Norte, mas curiosamente nao isolou nenhum da linhagem
2, 0 que aponta caracteristicas genéticas diferenciadas do 7. gondii no Brasil, com indicios de
frequentes mudangas que levaram a uma grande variedade de recombinantes e poucas
linhagens clonais (PENA et al., 2008). Em animais silvestres estas informagdes sdo bastante
escassas.

Os trabalhos encontrados envolvendo caracterizacdo génica de isolados de 7. gondii de
fauna silvestre brasileira reportaram:

a) um isolado ja identificado no Brasil em bugio-de-maos-ruivas, e dois isolados ainda
ndo descritos no mundo provenientes de um gato-mourisco € um gamba-de-orelhas-
pretas nos estados de Pernambuco e Sao Paulo (PENA et al., 2011);

b) uma cepa nova em gato-maracaja (Leopardus wiedii) € uma cepa nova € uma
recombinante em gatos-mouriscos de vida livre no Sul do pais (CANON-FRANCO et
al., 2013);

c) dois diferentes gendtipos (#162 e #19) isolados de trés espécies diferentes de
morcegos (CABRAL et al., 2013).

d) cinco diferentes genotipos em isolados de avoantes de vida livre da regido Sul do
Brasil, dos quais trés ja tinham sido descritos em espécies domésticas no Brasil, uma
pertence a linhagem clonal 2 e a outra nunca havia sido descrito antes (BARROS et
al., 2014);

e) 22 cepas de diferentes espécies silvestres mamiferas e aviarias do Nordeste, Sudeste,

Sul e Centro-oeste do Brasil, com 17 genotipos atipicos, sendo que destes apenas
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quatro foram previamente descritos no Brasil, e os 13 restantes nunca haviam sido

descritos no mundo (VITALIANO et al., 2014b).

Tais publicagdes refor¢aram a hipotese levantada por outros autores de que a genética
do T. gondii no Brasil ¢ muito mais diversa do que se pode supor (PENA et al., 2008;
CARME et al., 2009; DUBEY, 2010; WENDTE et al., 2011).

A literatura consultada traz importantes informagdes sobre a biologia do 7. gondii, e
conforme mencionado levantou fortes indicios de que o ciclo silvestre, com a passagem do
agente pelo sistema digestério de felideos silvestres, tenha papel significativo na alta
diversidade genética do parasito no mundo, em especial em ambientes neotropicais.
Consideracdes sobre diferencas inclusive na capacidade de viruléncia em camundongos e
relatos de ocorréncia de toxoplasmose clinica em humanos imunocompetentes em paises
latino-americanos fronteirios ao Brasil so reforgam a hipdtese mencionada anteriormente. E
fato que muito ainda se precisa conhecer, tanto sobre a biologia e genética do 7. gondii,
quanto sobre sua interacdo com o0s organismos hospedeiros, a biologia destes organismos e
qual o real papel da fauna silvestre na saude publica, em se tratando da toxoplasmose
(CARME et al., 2009; DUBEY et al., 2012).

Apesar do nimero reduzido de estudos realizados com caracterizagdo génica de cepas
de T. gondii em animais silvestres no Brasil, os resultados obtidos referenciam importantes
informacdes sobre as caracteristicas biologicas, genotipicas e de viruléncia das cepas deste
agente que estdo circulando tanto em meio silvestre, quanto em meio urbano ou rural em
nosso pais (PENA et al., 2011; VILELA et al., 2011; CANON-FRANCO et al., 2013;
CABRAL et al., 2013; BARROS et al., 2014; VITALIANO et al., 2014b). O aprofundamento
das pesquisas neste campo no estado de Pernambuco, utilizando a fauna silvestre local, ¢ de
extrema importancia para responder questdes importantes ndo s6 do ponto de vista da saude
publica, como também da conservacdo da vida silvestre, auxiliando em estratégias para

prevencdo desta zoonose.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS, AREA DE ESTUDO E PROCEDIMENTOS CLiNICOS DE TRIAGEM

No periodo de marco de 2014 a setembro de 2015 foram colhidas amostras bioldgicas
(sangue e fragmentos de cérebro, coragdo, musculo esquelético e diafragma) de 233 animais
silvestres (113 aves e 120 mamiferos, 77 de vida livre e 156 de cativeiro). Os animais
silvestres de cativeiro foram procedentes do plantel fixo ou encaminhados para atendimento
médico no zooldgico do Parque Estadual Dois Irmaos (PEDI) e no Centro de Triagem de
Animais Silvestres Tangard (CETAS) da Agéncia Estadual do Meio Ambiente de
Pernambuco (CPRH). A amostragem foi feita por conveniéncia, conforme o recebimento e/ou
necessidade de atendimento dos animais em cada uma das instituigdes parceiras.

Todos os animais silvestres incluidos neste estudo foram clinicamente examinados,
conforme protocolos internos de cada instituicdo parceira, visando o diagnostico de
enfermidades gerais com o objetivo de reabilitar os pacientes. Tais exames compreenderam,
de maneira geral, inspec¢ao visual direta, palpagdo, percussdo, auscultacdo cardiopulmonar,
dentre outros métodos semidticos aplicadveis a cada caso, sendo requisitados e realizados
exames complementares (radiografias, ultrassonografias, exames laboratoriais, etc.), sempre
que necessario, sempre a critério dos médicos veterindrios responsaveis por cada uma das
institui¢des. Os prontudrios dos animais atendidos foram utilizados como fonte de busca por
sinais clinicos compativeis com toxoplasmose, uma vez que os sinais clinicos sdo
inespecificos (SILVA, 2007). Os individuos que morreram, também tiveram seus prontuarios
analisados quanto a possiveis sinais clinicos de toxoplasmose, a fim de avaliar se a causa da
morte poderia estar associada a infec¢do por 7. gondii.

A diferenciacdo entre animais de vida livre e animais de cativeiro foi feita levando em
consideragdo os periodos de soroconversao de anticorpos anti-7. gondii e o tempo
encistamento de bradizoitos de 7. gondii descritos por Dubey (2010). Sendo assim, para todos
os exames realizados, foram considerados animais silvestres de vida livre os que estiveram
sob cuidados humanos por periodo inferior ou igual a 30 dias, tendo a colheita das amostras
biologicas sido feita dentro deste periodo, e foram considerados animais de cativeiro os que
estiveram sob cuidados humanos por periodo superior a 30 dias, tendo a colheita de amostras
bioldgicas sido feita a partir deste periodo. Objetivou-se com isso ter certeza de que os

resultados obtidos com os animais de vida livre refletiriam a realidade do ciclo silvestre, uma
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vez que se teria certeza de que a infec¢do foi obtida na natureza. Ambas as instituigdes
parceiras contribuiram tanto com animais de ambas as origens, uma vez que o Parque
Estadual Dois Irmaos atende nas dependéncias do zoologico, animais de vida livre da Mata
Atlantica de sua Unidade de Conservacao, e o CETAS Tangaré recebe animais procedentes de
cativeiro domiciliar por entregas voluntarias, além de animais oriundos de apreensdes de
trafico.

Com relagdo aos municipios de onde vieram os animais silvestres utilizados neste
estudo, os 233 animais foram procedentes de 16 municipios localizados nas quatro grandes
divisdes geopoliticas do estado de Pernambuco: Regido Metropolitana do Recife, Zona da
Mata, Agreste e Sertdo (Figura 1). Dentre os 77 animais de vida livre, 23 foram procedentes
da Mata Atlantica do Parque Estadual Dois Irmaos (PEDI), 35 foram procedentes de outras
localidades do Recife e 18 foram procedentes de outros 10 municipios, totalizando 11
municipios. Dentre os 156 animais de cativeiro, 138 foram provenientes do plantel do
zoologico do Parque Estadual Dois Irmaos, 10 foram provenientes de outras localidades do
Recife e oito foram provenientes de outros seis municipios, totalizando sete municipios
coletados. Nos municipios de Camaragibe e Recife houve colheita de material bioldgico tanto
de animais de vida livre, quanto de animais de cativeiro; nos demais s6 houve colheita de
material bioldgico de um dos grupos de animais. Os graficos 1 e 2 mostram respectivamente

os numeros de animais de vida livre e de cativeiro coletados por cada municipio.

e ‘Camaragib& ¥ olinda
f LM Recife
b, ) Jaboatio dos Guararapes

Distribuicdo espacial das colheitas realizadas
Municipios sem colheita
B Municipios com colheita
0 100000 200000 300000

Metros

Figura 1: Mapa dos municipios do estado de Pernambuco onde foram realizadas colheitas de material

bioldgico (sangue e tecidos) de aves e mamiferos silvestres, 2014-2015.
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ANIMAIS DE VIDA LIVRE

B Abreu e Lima
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m Caruaru

M Escada

M Ipojuca

M Itapissuma

M Jaboatdo dos Guararapes
B Olinda
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m Recife PEDI

= Recife Qutros

Grafico 1 — Numero de individuos de aves ¢ mamiferos silvestres de vida livre por municipio. Pernambuco,
2014-2015.

ANIMAIS DE CATIVEIRO
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m Camaragibe
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1 Recife ZOO PEDI

1 Recife Outros

Grafico 2 — Numero de individuos de aves e mamiferos silvestres de cativeiro por municipio. Pernambuco, 2014-
2015.
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3.2 COLHEITA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

A colheita de amostras bioldgicas de aves e mamiferos seguiu os protocolos internos
de cada institui¢do parceira. A colheita de sangue e fragmentos de 6rgdos de cada animal nao
foi possivel em todos os casos. Na Tabela 2 constam os niimeros de animais segundo a
realizacdo de métodos diagnosticos. Em nenhum animal silvestre foi procedido ao mesmo
tempo o isolamento e o diagndstico biomolecular direto, e nenhum animal silvestre foi

eutanasiado apenas para compor este estudo.

Tabela 2: Numero amostral segundo associa¢des possiveis entre exame sorologico (MAT), diagnostico
biomolecular direto (PCR) e bioensaio em camundongos.

DIAGNOSTICO
MAT PCR Bioensaio TOTAL
Sim Sim Nao 27
Sim Nao Sim 10
Nao Sim Nao 46
Nao Nao Sim 22
Sim Nao Nao 128

233

Durante os procedimentos de triagem dos animais silvestres, foi realizada contencao
fisica, seguida de contengao quimica quando necessario, e procedida a colheita de sangue por
punc¢ao venosa periférica de 165 animais (59 aves e 106 mamiferos; 40 de vida livre e 125 de
cativeiro), utilizando os acessos venosos e protocolos anestésicos (quando necessario) mais
recomendados para cada espécie animal em questdo (CUBAS et al., 2014). O nimero de
individuos por espécie, segundo as origens de vida livre e cativeiro constam nos Quadros 1 e

2.
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Quadro 1 — Relag@o das 40 aves e mamiferos silvestres de vida livre que foram submetidos ao teste sorologico

para deteccdo de anticorpos anti-7. gondii, segundo nome comum, nome cientifico, nimero total de individuos e

instituicao. Pernambuco, 2014-2015.

ANIMAL SILVESTRE | NOME COMUM NOME CIENTIFICO N | INSTITUICAO
Classe Aves
Accipitriformes gavido-caboclo Heterospizias meridionalis 1 CETAS
gavido-carijo Rupornis magnirostris 3 CETAS
Falconiformes carcara Caracara plancus 3 CETAS
Passeriformes bem-te-vi Pitangus sulphuratus 1 CETAS
Pelecaniformes arapapa Cochlearius cochlearius 1 CETAS
garca-branca-grande Ardea alba 1 CETAS
soco-dorminhoco Nycticorax nycticorax 2 CETAS
Strigiformes coruja-murucututu Pulsatrix perspicillata 2 CETAS
coruja-suindara Tyto furcata 2 CETAS
Subtotal | 16
Classe Mammalia
Carnivora cachorro-do-mato Cerdocyon thous 1 CETAS
Didelphimorphia timbu Didelphis albiventris 1 CETAS
Pilosa bicho-preguica Bradypus variegatus 3 CETAS
1 PEDI
Primates sagui-de-tufo-branco Callithrix jacchus 8 PEDI
1 CETAS
Rodentia cutia Dasyprocta agouti 1 CETAS
rato-preto Rattus rattus 8 PEDI
Subtotal | 24
Total | 40

Legenda: N — ntimero de individuos. CETAS — Centro de Triagem de Animais Selvagens. PEDI — Parque

Estadual Dois Irmaos.
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Quadro 2 — Relagdo das 125 aves e mamiferos silvestres de cativeiro que foram submetidos ao teste sorologico

para deteccdo de anticorpos anti-7. gondii, segundo nome comum, nome cientifico, nimero total de individuos e

Instituicdo. Pernambuco, 2014-2015.

ANIMAL SILVESTRE | NOME COMUM NOME CIENTIFICO N INSTITUICAO
Classe Aves
Accipitriformes gavido-carijo Rupornis magnirostris 1 CETAS
harpia Harpia harpyja 2 700 PEDI
Cariamiformes seriema Cariama cristata 1 CETAS
Ciconiiformes maguari Ciconia maguari 1 Z00 PEDI
Falconiformes carcard Caracara plancus 1 CETAS
Galliformes mutum-cavalo Pauxi tuberosum 3 Z00 PEDI
mutum-de-penacho Crax fasciolatta 1 Z00 PEDI
mutum-fava Crax globulosa 1 Z00 PEDI
mutum-poranga Crax alector 1 Z00 PEDI
Psittaciformes arara-canindé Ara ararauna 11 Z00 PEDI
ararajuba Guaruba guarouba 10 Z00 PEDI
Psittaciformes arara-vermelha-grande Ara chloropterus 3 Z00 PEDI
papagaio-do-mangue Amazona amazonica 2 CETAS
papagaio-verdadeiro Amazona aestiva 3 CETAS
Rheiformes ema Rhea americana 1 Z00 PEDI
Strigiformes coruja-murucututu Pulsatrix perspicillata 1 CETAS
Subtotal | 43
Classe Mammalia
Artiodactyla camelo Camelus bactrianus 2 Z00 PEDI
cateto Pecari tajacu 1 Z00 PEDI
cervo-nobre Cervus elaphus 1 700 PEDI
cervo-sambar Rusa unicolor 1 Z00 PEDI
hipopdtamo Hipoppotamus amphibius 1 700 PEDI
veado-catingueiro Mazama gouazoubira 3 Z00 PEDI
Carnivora cachorro-do-mato Cerdocyon thous 3 Z00 PEDI
cangamba Conepatus semistriatus 1 Z00 PEDI
furdo Gallictis vittata 1 Z00 PEDI
gato-do-mato-pequeno Leopardus tigrinus 2 700 PEDI
gato-mourisco Puma yagouaroundi 2 Z00 PEDI
guaxinim Procyon cancrivorus 2 Z00 PEDI
jaguatirica Leopardus pardalis 2 Z00 PEDI
lontra Lontra longicaudis 4 Z00 PEDI

Continua
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ANIMAL SILVESTRE | NOME COMUM NOME CIENTIFICO N INSTITUICAO
Classe Mammalia

Carnivora onga-pintada Panthera onca 4 Z00 PEDI
papa-mel Eira barbara 2 700 PEDI
quati Nasua nasua 10 700 PEDI
suguarana Puma concolor 1 Z0O0O PEDI
tigre-siberiano Panthera tigris altaica 3 Z00 PEDI

Cingulata tatu-peba Euphractus sexcinctus 1 700 PEDI

Perissodactyla anta Tapirus terrestris 2 700 PEDI

Pilosa tamandua-mirim Tamandua tetradactyla 1 Z00 PEDI

Primates babuino-sagrado Papio hamadryas 2 Z00 PEDI
babuino-verde Papio anubis 1 Z00 PEDI
macaco-aranha-da-cara-preta Ateles chameck 3 Z00 PEDI
macaco-aranha-da-cara-vermelha | Ateles paniscus 2 700 PEDI
macaco-aranha-da-testa-branca Ateles marginatus 1 Z00 PEDI
macaco-barrigudo Lagothrix lagotricha 1 Z00 PEDI
macaco-grivet Chlorocebus aethiops 1 Z00 PEDI
macaco-prego Sapajus libidinosus 9 Z00 PEDI
macaco-prego-galego Sapajus flavius 9 Z00 PEDI

Rodentia capivara Hydrochoerus hydrochaeris 1 CETAS
paca Agouti paca 2 Z00 PEDI

Subtotal | 82
Total | 125

Legenda: N — nimero de individuos. CETAS — Centro de Triagem de Animais Selvagens. ZOO PEDI —

Zooldgico do Parque Estadual Dois Irmaos.

Apés a triagem clinica, 105 animais silvestres morreram, sendo 71 aves e 34

mamiferos, 59 de vida livre e 46 de cativeiro. Durante as necropsias destes pacientes foram
colhidos fragmentos de cérebro, coracdo, musculo esquelético e diafragma para tentativa de
isolamento ou de diagndstico biomolecular direto a partir da amostra de tecido primaéria.
Todas as necropsias foram realizadas em no maximo 24 horas apds o 6bito do animal. Nos
casos em que a necropsia ndo pode ser realizada de imediato, o cadaver foi refrigerado a 5°C
para realizagcdo do exame no dia seguinte. As necropsias foram realizadas segundo as técnicas
mais adequadas a cada espécie, conforme proposto por Matushima (2007).

As amostras de tecidos das aves e mamiferos silvestres colhidas foram divididas em
dois grupos por conveniéncia, visando evitar diagnosticos falso-negativos devido ao tempo
decorrido entre a colheita da amostra e o envio da mesma para processamento laboratorial.

Sendo assim, 32 amostras foram encaminhadas para bioensaio em camundongos (Quadro 3),
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segundo a técnica descrita por Dubey (2010), e 73 foram encaminhadas para diagnostico
biomolecular direto a partir de amostras de tecido primdrias (Quadro 4), realizado pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) segundo técnica descrita por Homan et al. (2000).

As colheitas de sangue e fragmentos de 6rgaos dos animais silvestres utilizados neste
estudo foram realizadas sob as autorizagdes do SISBIO n°® 37855-1 (Anexo A), da Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA-UFRPE)
n°® 109/2014 (Anexo B), da Agéncia Estadual de Meio Ambiente de Pernambuco (CPRH) n°
010675/2014 (Anexo C), e do Parque Estadual Dois Irmaos (PEDI) n° 2016/2014 (Anexo D).



Quadro 3 — Relagdo das 32 aves e mamiferos silvestres de vida livre e cativeiro que foram submetidos a prova de bioensaio em camundongos, segundo nome comum, nome

cientifico, origem, total de individuos e Institui¢ao. Pernambuco, 2014-2015.

ANIMAL SILVESTRE NOME COMUM NOME CIENTIFICO ORIGEM | N INSTITUICAO
Classe Aves
Accipitriformes gavido-carijo Rupornis magnirostris cativeiro 3 CETAS
vida livre 3 CETAS
Charadriiformes quero-quero Vanellus chilensis cativeiro 1 CETAS
Falconiformes carcara Caracara plancus vida livre 1 CETAS
falcao-peregrino Falco peregrinus cativeiro 1 CETAS
Gruiformes frango-d'agua-azul Porphyrio martinicus cativeiro 1 CETAS
Pelecaniformes socO-dorminhoco Nycticorax nycticorax vida livre 1 CETAS
socozinho Butorides striata vida livre 1 CETAS
Psittaciformes arara-vermelha-grande | Ara chloropterus cativeiro 1 700 PEDI
papagaio-verdadeiro Amazona aestiva cativeiro 1 CETAS ZOO PEDI
periquito-da-caatinga Eupsittula cactorum cativeiro 1
Rheiformes ema Rhea americana cativeiro 1 Z00 PEDI
Strigiformes coruja-buraqueira Athene cunicularia vida livre 1 CETAS
coruja-murucututu Pulsatrix perspicillata vida livre 2 CETAS
vida livre 1 PEDI
coruja-orelhuda Asio clamator vida livre 1 CETAS
coruja-suindara Tyto furcata vida livre 2 CETAS
Subtotal 23
Classe Mammalia
Artiodactyla veado-catingueiro Mazama gouazoubira cativeiro 1 700 PEDI

Continua
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ANIMAL SILVESTRE NOME COMUM NOME CIENTIFICO ORIGEM | N INSTITUICAO
Classe Mammalia
Carnivora guaxinim Procyon cancrivorus cativeiro 1 700 PEDI
quati Nasua nasua vida livre 1 CETAS
Pilosa bicho-preguica Bradypus variegatus vida livre 2 CETAS
Primates bugio-preto Alouatta caraya cativeiro 1 Z0O0 PEDI
sagui-de-tufo-branco Callithrix jacchus vida livre 1 CETAS
Rodentia rato-preto Rattus rattus vida livre 2 PEDI
Subtotal 9
Total 32

38

Legenda: N — niimero de individuos. CETAS — Centro de Triagem de Animais Selvagens. PEDI - Parque Estadual Dois Irmdos. ZOO PEDI — Zoolégico do Parque Estadual

Dois Irmaos.
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Quadro 4 — Relagdo das 73 aves e mamiferos silvestres cujas amostras primarias de tecidos foram submetidas ao diagndstico biomolecular direto por PCR, segundo nome

comum, nome cientifico, total de individuos, origem e Institui¢do. Pernambuco, 2014-2015.

ANIMAL SILVESTRE NOME COMUM NOME CIENTIFICO ORIGEM N INSTITUICAO
Classe Aves
Accipitriformes gavido-carijo Rupornis magnirostris vida livre 5 CETAS
Columbiformes rolinha-caldo-de-feijao Columbina talpacoti vida livre 1 PEDI
Falconiformes carcara Caracara plancus vida livre 1 CETAS
gavido quiri-quiri Falco sparverius vida livre 1 CETAS
Galliformes mutum-poranga Crax alector cativeiro 1 Z00 PEDI
mutum-de-penacho Crax fasciolatta cativeiro 1 Z00 PEDI
mutum-fava Crax globulosa cativeiro 1 Z00 PEDI
aracud-pintada Ortallis guttata cativeiro 1 Z00 PEDI
Gruiformes saracura-trés-potes Aramides cajaneus vida livre 1 CETAS
Passeriformes corrupiao Icterus jamacaii cativeiro 1 Z00 PEDI
xexéu Cacicus cela cativeiro 2 Z00 PEDI
bem-te-vi Pitangus sulphuratus Vida livre 1 CETAS
Pelecaniformes garca-branca-grande Ardea alba vida livre 2 CETAS
socozinho Butorides striata vida livre 1 CETAS
arapapa Cochlearius cochlearius vida livre 1 CETAS
soc6-dorminhoco Nycticorax nycticorax vida livre 2 CETAS
Piciformes pica-pau-verde Colaptes melanochloros vida livre 1 CETAS
aragari-mitdo-de-bico-riscado Pteroglossus inscriptus cativeiro 1 Z00 PEDI
Procellariiformes bobo-pequeno Puffinus puffinus vida livre 2 CETAS
Psittaciformes papagaio-verdadeiro Amazona aestiva cativeiro 2 Z00 PEDI

Continua




ANIMAL SILVESTRE NOME COMUM NOME CIENTIFICO ORIGEM N INSTITUICAO
Classe Aves
Psittaciformes papagaio-moleiro Amazona farinosa cativeiro 1 Z00 PEDI
arara-azul-grande Anodorhynchus hyacinthinus cativeiro 4 Z00 PEDI
arara-canindé Ara ararauna cativeiro 1 Z00 PEDI
arara-vermelha-grande Ara chloropterus cativeiro 1 700 PEDI
jandaia-verdadeira Aratinga jandaya cativeiro 2 Z00 PEDI
ararajuba Guaruba guarouba cativeiro 2 Z00 PEDI
marianinha-de-cabega-amarela Pionites leucoghaster cativeiro 1 700 PEDI
Rheiformes ema Rhea americana cativeiro 1 Z00 PEDI
Strigiformes coruja-orelhuda Asio clamator vida livre 1 CETAS
coruja-buraqueira Athene cunicularia vida livre 1 CETAS
coruja-murucututu Pulsatrix perspicillata cativeiro 1 CETAS
coruja-suindara Tyto furcata cativeiro 1 CETAS
vida livre 1 CETAS
vida livre 1 PEDI
Subtotal 48
Classe Mammalia
Artiodactyla veado-catingueiro Mazama gouazoubira cativeiro 1 Z00 PEDI
Didelphimorphia cuica-lanosa Caluromys philander vida livre 1 PEDI
timbu Didelphis albiventris vida livre 1 CETAS
Carnivora gato-do-mato-pequeno Leopardus tigrinus cativeiro 1 Z00 PEDI
lontra Lontra longicaudis cativeiro 2 Z00 PEDI
guaxinim Procyon cancrivorus cativeiro 1 Z00 PEDI

Continua
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ANIMAL SILVESTRE NOME COMUM NOME CIENTIFICO ORIGEM N INSTITUICAO
Classe Mammalia
Pilosa preguica-comum Bradypus variegatus vida livre 3 CETAS
vida livre 1 PEDI
tamandua-mirim Tamandua tetradactyla vida livre 1 CETAS
Primates macaco-aranha-da-cara-vermelha | Ateles paniscus cativeiro 1 700 PEDI
sagui-do-tufo-branco Callithrix jacchus vida livre 3 CETAS
Macaco-prego-galego Sapajus flavius cativeiro 2 Z00 PEDI
Rodentia rato-preto Rattus rattus vida livre 7 PEDI
Subtotal 25
Total 73

Legenda: N — ntimero de individuos.

Dois Irmaos.
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CETAS — Centro de Triagem de Animais Selvagens. PEDI - Parque Estadual Dois Irmaos. ZOO PEDI — Zoolégico do Parque Estadual
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3.3 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Os procedimentos laboratoriais (exame sorologico, isolamento do agente, diagnostico
biomolecular e caracterizagdo génica) foram realizados no Laboratorio de Doencas
Parasitarias (LDP) do Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Satde Animal
(VPS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sao
Paulo (USP). As amostras biologicas das aves e mamiferos (cérebro, coragdo, diafragma e
musculatura esquelética) encaminhadas para bioensaio foram mantidas sob refrigeragcdo a 5° C
e enviadas ao laboratorio pelos correios, refrigeradas em caixa isotérmica, em no maximo 24
horas apds a colheita, de modo que ndo se passasse mais do que cinco dias entre a colheita das
amostras biologicas e o seu processamento laboratorial. As amostras colhidas para
diagnostico biomolecular e os soros colhidos para detec¢ao de anticorpos anti-7. gondii foram
mantidos congelados a -20°C, até a realizacdo dos respectivos exames, tendo sido também
enviados ao LDP-FMVZ/USP em caixas isotérmicas pelos correios, com manutencdo da
temperatura durante o transporte feita por meio de gelo reciclavel. Este trabalho nao objetivou
comparar as técnicas diagnosticas e foram usadas duas técnicas visando maximizar a

identificacdo de animais positivos.

3.3.1 Exame Soroldgico para Pesquisa de Anticorpos anti-Toxoplasma gondii

Para deteccdo de anticorpos anti-7. gondii utilizou-se o Teste de Aglutinacao
Modificado (MAT) com o uso de taquizoitos inativados pela formalina e 2-mercaptoetanol
(DUBEY e DESMONTS, 1987).

As amostras de soros sanguineos foram homogeneizadas em agitador de tubos para
serem diluidas em microplaca (96 pogos) em solucdo salina tamponada com albumina sérica
bovina, pH 7,2 (NaCl 0,14M; NaH2PO4 0,0026M; Na2HPO4 0,008M) e filtrada em
membrana de policarbonato com 0,45um de porosidade. Em seguida foi feito o mix do
antigeno: 120uL de antigeno-estoque (taquizoitos inteiros fixados em formalina) foram
diluidos em 2,5 mL de solucao alcalina tamponada com albumina sérica bovina para uma
solugdo de uso a 0,4%), pH 8,95; 35uL mercaptoetanol 0,2M e 50uL de Azul de Evans 0,2%.
Esta mistura foi entdo homogeneizada e distribuida imediatamente em nova microplaca com
fundo em U (96 pogos), numa quantidade de 25uLL de reagentes por pogo. Os soros diluidos
previamente foram transferidos em quantidades de 25uL para a microplaca contendo o mix do

antigeno. A microplaca era selada com plastico adesivo para evitar a evaporacao e incubada
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em estufa 37°C durante a noite. Nas aves silvestres utilizou-se o ponto de corte na diluicdo de
1:5 e nos mamiferos silvestres na diluigdo de 1:25 (DUBEY, 2010).

A visualizacdo de um botdo de contorno definido no fundo do pogo da placa era
considerado como resultado negativo; enquanto que a formagdo de um carpete completo ou
um véu de contorno pouco definido era considerado positivo (DESMONTS e REMINGTON,
1980). Em todas as reagdes foram usados controles positivos e negativos, previamente
conhecidos. O antigeno para execu¢do do MAT foi cedido pelo Dr. Jitender P. Dubey do
United States Department of Agriculture (USDA), Agriculture Research Service, Animal and
Natural Resources Animal Parasitic Diseases Laboratory, Beltsville, Maryland (EUA), sendo

enviado por via aérea.

3.3.2 Isolamento de Cepas de Toxoplasma gondii

3.3.2.1 Digestao Péptica dos Tecidos

Os tecidos (cérebro, coragdo, diafragma e musculo esquelético) das 32 aves e
mamiferos silvestres foram cortados em pequenos pedacos, sendo removidos a gordura e o
tecido conjuntivo. Para os tecidos das aves e mamiferos de grande porte (acima de 1 Kg), o
cérebro, o coracdo e o diafragma foram utilizados integralmente e o musculo esquelético foi
utilizado para completar 50g de tecidos. Para os tecidos das aves e mamiferos de pequeno
porte (abaixo de 1 Kg), foi realizado um pool dos tecidos, de aproximadamente 5g, € os
mesmos foram homogeneizados com cinco volumes de solucdo salina (NaCl 0,15M) com o
auxilio de um homogeneizador doméstico. Ao material homogeneizado adicionou-se o
mesmo volume de uma solugdo de pepsina acida, pH 1,1-1,2 (pepsina, 2,6g; NaCl, 5,0g; HCI,
7,0 mL; agua destilada suficiente para S00mL de solugdo), recém preparada e aquecida em
banho-maria a 37°C. A mistura foi incubada em banho maria a 37°C por uma hora sobre
agitacao constante (PENA et al, 2008).

Apo6s a incubagdo, a suspensdo foi coada através de duas camadas de gaze. No caso
das amostras dos animais silvestres de grande porte o coado foi transferido para cinco tubos
conicos de 50 mL e nas amostras dos animais silvestres de pequeno porte somente para um
tudo conico de 50 mL, que foram centrifugados a 1.200 G por 10 minutos (PENA et al.,
2008).

O sobrenadante era desprezado e o sedimento de cada tubo era entdo neutralizado pela

adi¢do gradual de bicarbonato de sodio a 1,2%, pH~ 8,3, recém-preparado (ao redor de 5,0 mL
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por tubo). A neutralizacdo era percebida visualmente pela mudanca de cor do sedimento.
Apobs a homogeneizagdo, o material era transferido para um tubo conico, completando-se o
volume para 50 mL com salina, e centrifugado a 1.200 G por 10 minutos. Novamente, o
sobrenadante era desprezado e o sedimento homogeneizado com salina (v/v) contendo 2000U

de penicilina e 200pug de estreptomicina por mililitro (PENA et al., 2008).

3.3.2.2 Bioensaio em Camundongos

Foram utilizados camundongos albinos Swiss, fémeas e machos, com idade ao redor
de dois meses, provenientes do Biotério do VPS-FMVZ/USP, com autorizacdo da Comissao
de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
(CEUA-FMVZ/USP) n° 1588/2008 (Anexo E).

Cada homogenado dos quatro tecidos (cérebro, coragdo, diafragma e musculo
esquelético) ou do pool de tecidos foi inoculado em trés camundongos, imediatamente apds o
término do procedimento de digestdo péptica dos tecidos. Os camundongos foram
identificados individualmente com dacido picrico e alojados na mesma caixa. Cada
camundongo foi inoculado subcutaneamente com 1,0 a 1,2 mL (Figura 2) do homogenado e
apos a inoculagdo os camundongos foram observados diariamente por seis semanas (PENA et
al., 2011). Os camundongos permaneceram em caixas padrdo para espécie com agua e
alimento ad libitum. As caixas foram higienizadas duas vezes por semana com troca da

maravalha.
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Figura 2: Inoculagdo subcutanea do homogenado de tecidos de aves ¢ mamiferos silvestres para bioensaio em

camundongo Swiss.

Os camundongos que vinham a 6bito eram examinados para pesquisa de 7. gondii nos
tecidos, como descrito no item (3.3.2.4). Os camundongos que sobreviviam até seis semanas
pos-inoculagdo (P.I.) eram examinados sorologicamente para a pesquisa de anticorpos anti-7.
gondii pelo MAT, com o mesmo protocolo acima. Apos a contencdo fisica de cada
camundongo, a colheita de sangue foi realizada por pun¢do do plexo venoso mandibular
utilizando uma agulha 40 x 12 mm colhendo-se cinco gotas de sangue que foram dispostas em
microtubo de polipropileno de 1,5 mL, deixado em estufa a 37°C por uma hora. Apos este
periodo, o sangue foi centrifugado para obtencdo do soro, que foi armazenado em outro
microtubo de polipropileno e congelado a -20°C até a realizagdo do MAT, utilizando-se o
mesmo ponto de corte (PENA et al., 2011).

Ap0s o resultado do exame sorologico do MAT, os camundongos foram quimicamente
contidos com cloridrato de cetamina (40-90 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (1-5 mg/Kg) pela
via intramuscular. Ao atingirem plano anestésico II ou III, os animais foram eutanasiados para
pesquisa de cistos de 7. gondii pelo método de superexposi¢do a isoflurano, com uso de uma
caixa hermeticamente fechada, contendo algoddo embebido com o anestésico, sem contato
direto do animal com o algoddo. A caixa hermeticamente fechada foi transparente para
facilitar a visualizagdo do momento do 6bito do animal, que foi confirmado a seguir pela

auséncia de reflexo corneal e batimentos cardiacos. Este protocolo estd de acordo com a
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especificagdo dos métodos de eutandsia de roedores jovens e adultos de recomendados pelo

Conselho Federal de Medicina Veterinaria — CFMV (2013).

3.3.2.3 Analise de Viruléncia das Cepas Isoladas

Durante os 45 dias de observagdo dos camundongos inoculados, foram feitas analises
do comportamento dos animais em busca de sinais clinicos compativeis com toxoplasmose
como ascite, enterite, encefalite e pneumonia (DUBEY, 2010). As cepas foram consideradas
virulentas quando houve mortalidade de 100% dos camundongos em até quatro semanas pos-
infec¢do (p.i.), intermediariamente virulentas quando houve mortalidade entre 30% e 99% dos
camundongos em até quatro semanas p.i., € nao virulentas quando houve mortalidade menor

que 30% dos camundongos em até quatro semanas p.i. (PENA et al., 2008).

3.3.2.4 Pesquisa de Toxoplasma gondii nos camundongos

Todos os camundongos inoculados que vieram a oObito foram necropsiados segundo
técnicas especificas para esta espécie e examinados para a pesquisa de 7. gondii no cérebro e
nos pulmdes (MATUSHIMA, 2007; PENA et al., 2008). Os camundongos sobreviventes
mantidos por seis semanas (P.I.), quando entdo submetidos a eutandsia foram examinados
para a presenca de cistos teciduais de 7. gondii no cérebro. Foram considerados infectados
com 7. gondii, os camundongos em que os estagios do parasito foram encontrados em seus
tecidos. Foram colhidos cérebro e/ou pulmdes de todos os camundongos examinados. Os
orgdos foram macerados e homogeneizados em 1,5mL de solucdo salina e, entdo,
armazenados separadamente em tubos e congelados a -70°C até o processamento das
amostras para a extragdo do DNA (PENA et al., 2008; DUBEY, 2010; VITALIANO et al.,
2014b).

3.3.3 Diagnéstico Biomolecular Direto a Partir de Amostras Primarias de Tecidos de

Aves e Mamiferos Silvestres

3.3.3.1 Extracdo de DNA

O DNA de T. gondii foi extraido, tanto dos tecidos dos camundongos infectados

utilizados nos procedimentos de bioensaio, quanto dos tecidos digeridos provenientes das
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aves e mamiferos silvestres (amostras primarias), por meio do Kit Dneasy”™ Blood and Tissue
Handbook seguindo o protocolo Spin-column, segundo indicagdo do fabricante (QIAGEN®).
Contudo, apenas para as amostras primarias, a quantidade do tampao utilizado para eluir o

DNA (Buffer AE) foi reduzida de 200 para 50 pL, visando concentrar o DNA eluido.
3.3.3.2 Diagnostico Biomolecular por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Apos a extragdo do DNA, a solucdo contendo o material genético de cada amostra foi
submetida ao diagnostico biomolecular pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) simples, para triagem dos positivos. Foi utilizada a seguinte mistura de reagentes na
PCR, para uma reagdo em 25 pL: 10,1 pL de Agua Ultrapura Estéril. 2,5 pL de tampéo de
reacao (KCI 50mM; Tris-HCI 10mM, pH 9,0), 4 uL do nucleotideo (ANTP), 1,25 uL de cada
um dos primers TOX4 (CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) e TOX5
(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT), 0,75 pL de MgCl,, 0,15 uL de Tag DNA
polimerase e 5 L. de DNA extraido (PENA et al., 2008).

A mistura de reacdo da PCR foi submetida a uma desnaturagdo inicial (95°C 4°),
seguida de 25 ciclos de desnaturagdo (94°C 30°’), hibridizagdo (55°C 30°’) e extensdo (72°C
1.5’). Apbs a incubacdo, as amostras foram submetidas a analise em gel de agarose a 2,0-
3,0%, contendo 0,3pg de brometo de etideo, em cuba horizontal com solugdo tampao TBE,
pH 8,0 (Tris-borato 0,04M; EDTA 0,001M), juntamente com um marcador de peso molecular
com fragmentos multiplos de 100 pares de bases, com eletroforese a 90 V por 90 minutos, e
visualizadas sob luz ultravioleta, utilizando-se um analisador de imagem (Alpha Innotech
Corp, San Leandro, CA, EUA). Controles positivos com amostras de referéncia e controle
negativo com agua ultrapura estéril foram utilizados em todas as corridas de PCR. Este
protocolo foi adaptado com base do protocolo descrito por Homan et al. (2000) para

diagnostico de 7. gondii por PCR utilizando o fragmento 529 bp como alvo.
3.3.4 Caracterizacao Genética dos Isolados e das Amostras Primarias de 7. gondii
3.3.4.1 PCR Multiplex e Nested-PCR
As sequéncias de DNA-alvo foram primeiramente amplificadas por multiplex PCR

usando 25uM dos primers externos Tgl8s48F (5’CCATGCATGTCTAAGTATAAGC3’) e
Tgl8s359R (5’GTTACCCGTCACTGCCAC3’), seguido de nested-PCR, utilizando 50uM
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dos primers internos Tgl8s58F (5’CTAAGTATAAGCTTTTATACGGC3’) e Tgl8s348R
(5’TGCCACGGTAGTCCAATAC3’) (DA SILVA et al., 2009).

Foi utilizada a seguinte mistura de reagentes na PCR multiplex, para uma reagao em
25ul: 1,5 puL do produto da PCR multiplex pré-amplificado e 23,5 uL. do mix de reagdo
composto por 17,6 uL. de agua ultra pura estéril; 2,5 pL de tampao de reagdo (KCI 50mM;
Tris-HCl 10mM, pH 9,0), 2 uL de cada nucleotideos (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 1 pL de
MgCl, 50 mM, 0,15 uL de cada primer (5’SAG2 Forward e 5’SAG2 Reverse, ou SAG3
Forward e SAG3 Reverse), 2mM de MgCl2, 0,1 uL de Tag DNA polimerase 5U/ puL. Na
nested-PCR foi utilizada a mesma mistura e 1,5uL da amostra amplificada. A genotipagem
dos controles positivos e das amostras de referéncia foi utilizada em todas as corridas de PCR
e como controle negativo foi utilizado agua ultrapura estéril. A mistura de reagdo da nested-
PCR foi submetida a uma desnaturagdo inicial (95°C 4°), seguida de 35 ciclos de
desnaturagao (94°C 30°’), hibridizacdo (60°C 1’) e extensdo (72°C 2’) (SU et al., 2006;
DUBEY et al., 2007).

3.3.4.2 Marcadores

Foram utilizados 12 marcadores capazes de distinguir, sem ambiguidade, as trés
linhagens clonais (tipo I, tipo II e tipo III) apds a amplificacdo do DNA alvo e tratamento com
uma ou duas enzimas de restrigdo Nlalll e Mbol a 37°C por 60 minutos, com padrdo de
banda revelado em gel de agarose 2,5% (SU et al., 2006; PENA et al., 2008). As informagdes
dos 12 marcadores foram baseadas nas seguintes referéncias: c22-8, ¢29-2, 1358, PKI,
5'3’'SAG2 ¢ BTUB (KHAN et al., 2005; SU et al., 2006), SAG1 e SAG3 (GRIGG et al.,
2001), alt. SAG2 (LEHMANN et al., 2006; SU et al., 2006), GRA6 (FAZAELI et al., 2000;
SU et al., 2006), Apico (SU et al., 2006) e CS3 (KHAN et al., 2005). No Quadro 5 podem ser
visualizadas as informagdes referentes aos marcadores que foram utilizados, localizagdo,
oligonucleotideos iniciadores (primers), tamanho dos produtos obtidos e enzinas de restri¢ao.

A genotipagem dos controles positivos e das amostras de referéncia utilizados em
todas as corridas de PCR pode ser visualizada no Quadro 6. Como controle negativo foi
utilizada a 4gua ultrapura estéril. A mistura de reagdo da PCR foi submetida a uma
desnatura¢ao inicial (95°C 4’) seguida de 25 ciclos de desnaturagdo (94°C 30°’), hibridizacao
(55°C 30”’) e extensao (72°C 1.5’). A mistura de reagdo da nested-PCR foi submetida a uma
desnaturagdo inicial (95° 4°), seguida de 35 ciclos de desnaturagdo (94° 30°’), hibridizagao
(60°C 1) e extensao (72°C 2”) (SU et al., 2006, PENA et al., 2008).



Quadro 5 — Informagdes referentes aos marcadores genéticos e as endonucleases utilizadas na PCR-RFLP.
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Marcador N° PCR primers Tamanho (bp) Enzimas de Digestio enzimatica e Referéncia
Cromossomo Restricao eletroforese
c22-8 Ib ¢22-8F: TCTCTCTACGTGGACGCC BsmAl, NEB2, BSA, 37°C 30 min. Khan et al. (2005)
c22-8R: AGGTGCTTGGATATTCGC 521 Mboll 55°C 30 min. 2,5% gel Su et al. (2006)
c29-2 111 ¢29-2F: AGTTCTGCAGACTGTCGC HpyCHA41V, NEBI, BSA, 37°C 60 min. Khan et al. (2005)
c29-2R: TGTCTAGGAAAGAGGCGC 446 Rsal 2,5% gel Su et al. (2006)
L358 A% L358-F2: AGGAGGCGTAGCGAAAGT Haell], NEB4, BSA, 37°C 60 min. Khan et al. (2005)
L358-R2: CCCTCTGGCTGCAGTGCT 418 Nlalll 2,5% gel Su et al. (2006)
PK1 VI PK1-F: CGCAAAGGGAGACAATCAGT Aval, NEB4, BSA, 37°C 60 min. Khan et al. (2005)
PK1-R: TCATCGCTGAATCTCATTCG 903 Rsal 2,5% gel Su et al. (2006)
SAGI VIII SAGI-F: GTTCTAACCACGCACCCTGAG Sal9o], NEB4, BSA, 37°C 60 min. Grigg et al. (2001)
SAG1-R: AAGAGTGGGAGGCTCTGTGA 390 Haell 2,5% gel
5’3’ VIII SAG2-F: TCTTGTTCTCCGAAGTGACTCC 222 Hhal NEB4, BSA, 37°C 60 min. Khan et al. (2005)
SAG2 SAG2-R: TCAAAGCGTGCATTATCGC 2,5% gel Su et al. (2006)
Alt. SAG2 VIII SAG2-Fa: ACCCATCTGCGAAAGAAAACG 546 Hinfl, NEB3, BSA, 37°C 30 min. | Lehmann et al. (2006)
SAG2-Ra: ATTTCGACCAGCGGGAGCAC Taql 65°C 30 min. 2,5% gel Su et al. (2006)
BTUB IX SAG2-Fa: ACCCATCTGCGAAGAAAACG 411 BsiEl, NEB4, BSA, 60°C 60 min. Khan et al. (2005)
SAG2-Ra: ATTTCGACCAGCGGGAGCAC Taql 2,5% gel Su et al. (2006)
GRA6 X GRA6-F1: TTTCCGAGCAGGTGACCT 344 Msel NEB2, BSA, 37°C 60 min. Fazaeli et al. (2000)
GRAG6-R1x: TCGCCGAAGAGTTGACATAG 2,5% gel Su et al. (2006)
SAG3 XII P43S1: CAACTCTCACCATTCCACCC-3 311 Ncil NEB4, BSA, 37°C 60 min. Grigg et al. (2001)

P43AS1: GCGCGTTGTTAGACAAGACA

2,5% gel

Continua
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Marcador N° PCR primers Tamanho (bp) Enzimas de Digestio enzimatica e Referéncia
Cromossomo Restricao eletroforese
Apico Plastideo P43S1: CAACTCTCACCATTCCACCC-3 640 Afll, NEB2, BSA, 37°C 60 min. Su et al. (2006)
P43AS1: CGCCGTTGTTAGACAAGACA Ddel 3% gel
CS3 Vila CS3-F: GTGTATCTCCGAGGGGGTCT 557 Mbol, NEB4, BSA, 37°C 60 min. Khan et al. (2005)
CS3-R: TGTGACTTCTTCGCATCGAC Nlalll 3% gel

Quadro 6 — Amostras de referéncia de Toxoplasma gondii utilizadas como controle positivo da reagao de PCR simples, PCR multiplex e PCR-RFLP.

Marcadores genéticos

Genotipos de referéncia SAG1* | 5°3’SAG2" | AIt.SAG2® | SAG3 | BTUB | GRA6 | C22-8 | C29-2 | L358 | PK1 | APICO CS3
RHSS (tipo I) I I I I I I I I I I I I
PTG (tipo II) 1T ou IIT 11 11 11 II II II II I II 11 I
CTG (tipo III) I ou IIT 11 11 I I 111 I 11 11 I I 11
TgCgCal (Cougar) I II II I II II II u-1 I u-2 I II
MAS u-1 I II I I 111 u-l I I 11 I I
TgCatBr5 I 11 I 11 I 111 I I I u-1 I I

Legenda: *No locus SAGI néo ¢ possivel distinguir entre os tipos II e III. TMarcador SAG2 baseado na terminagdo 5’ ¢ 3’ do gene (HOWE et al., 1997). §Novo marcador

SAG?2 baseado na terminagdo 5’ da sequéncia do gene (SU et al., 2006).




51

3.3.4.3 Polimorfismo de Comprimentos de Fragmentos de DNA Gerados por Enzima de
Restrigdo — RFLP

A fim de investigar o padrao de RFLP de amostra, 3uLL de cada produto de nested-
PCR foram misturados em 17 pL de reacdo de digestdo contendo tampao NE (1x), 0,Img/mL
de BSA, e uma unidade de cada enzima de restricdo Nlalll e Mbol a 37°C por 60 minutos,
com padrdo de banda revelado em gel de agarose 2.5% (PENA et al., 2008). As amostras
foram incubadas na temperatura indicada pelo fabricante como ideal para cada enzima. Apos
a incubacdo, as amostras foram submetidas a andlise em gel de agarose a 2,0-3,0%, contendo
0,3ug de brometo de etideo, em cuba horizontal com solugdo tampao TBE, pH 8,0 (Tris-
borato 0,04M; EDTA 0,001M), juntamente com um marcador de peso molecular com
fragmentos multiplos de 100 pares de bases, e visualizadas sob luz ultravioleta, utilizando-se
um analisador de imagem (A4/pha Innotech Corp, San Leandro, CA, EUA).

As amostras positivas para 7. gondii por PCR, foram submetidas a PCR-RFLP para
genotipagem utilizando-se 12 marcadores SAG1, 3°5’SAG2, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG®,
C22-8, C29-2, L358, PK1, CS3 e Apico (PENA et al., 2011).

4 RESULTADOS

41 SINAIS CLINICOS E ALTERACOES ANATOMOPATOLOGICAS
OBSERVADOS NAS AVES E MAMIFEROS SILVESTRES

Dentre os 105 animais que morreram durante o periodo deste estudo, e que tiveram
seus orgdos colhidos e enviados ao laboratério para bioensaio em camundongos ou
diagnodstico biomolecular direto, apenas dois (1,9%) exemplares de macacos-pregos-galegos
apresentaram sinais clinicos e/ou alteragdes macroscOpicas a necropsia compativeis com
toxoplasmose clinica. Ambos os animais pertenciam ao plantel do Zooldégico do PEDI, sendo
um macho adulto e um macho jovem.

O macaco-prego-galego n° 32 chegou a apresentar prostracdo e apatia, sem alteracdes
a auscultagdo cardiopulmonar, com evolug¢ao do quadro para 6bito em menos de 24 horas. Na

necropsia observaram-se as seguintes alteracoes:
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Sufusdes no parénquima pulmonar, que estava hemorragico ao corte e possuia
colecdo liquida fluindo dos alvéolos, caracterizando edema pulmonar agudo.
Colegao sero-sanguinolenta no pericardio e congestao da musculatura cardiaca.
Espessamento de membrana peritoneal com ingurgitamento de vasos
peritoneais e da serosa dos intestinos, chegando a haver areas de aderéncia
entre as alcas intestinais.

Processo inflamatério grave na mucosa de todo o trato gastrintestinal,
caracterizado por edema, hiperemia, e presenga de contetido sanguinolento de
consisténcia mucoide na luz dos intestinos.

Presenca de pontos esbranquicados e enegrecidos no figado, com aspecto de
“noz moscada”, sugestivos de peri-hepatite fibrinosa, além de bordos
abaulados e tamanho aumento para o padrao da espécie.

Hipertrofia de linfonodos mesentéricos e submandibulares.

Bago vinhoso e firme, porém com tamanho aumentado para o padrio da

espécie e bordos abaulados.

O segundo macaco-prego-galego n° 96 foi encontrado morto no recinto, com sinais de

hemoptise, sem ter apresentado previamente quaisquer sinais clinicos de enfermidades. Na

necropsia observaram-se as seguintes alteracoes:

Presenca de sangue nas narinas, traqueia e bronquios.

Hepatizacdo pulmonar generalizada.

Figado de colorag@o heterogénea, com aspecto de “noz moscada”, de tamanho
aumentado para o padrdo da espécie, e com bordos abaulados.

Presencga de petéquias difusas em todo o parénquima renal.

Vasos ingurgitados e espessamento na membrana peritoneal caracteristicos de
processo inflamatorio.

Mucosa do trato gastrintestinal edemaciada e hiperemica, com presenga de
contetido mucoide sanguinolento na luz dos intestinos.

Hipertrofia generalizada dos linfonodos submandibulares e mesentéricos.
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4.2 EXAME SOROLOGICO PARA PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-Toxoplasma
gondii

Dos 165 animais silvestres examinados (59 aves e 106 mamiferos, 40 de vida livre e
125 de cativeiro), 87 (52,7%) foram positivos para anticorpos anti-7. gondii. Nas aves 0
percentual de soropositivos foi de 47,5% (28/59) e nos mamiferos foi de 55,6% (59/106).
Considerando a origem, dentre os animais silvestres de vida livre e de cativeiro, 22,5% (9/40)
e 61,6% (78/125) apresentaram anticorpos anti-7. gondii, respectivamente. A porcentagem de
animais silvestres soropositivos para anticorpos anti-7. gondii, segundo o grupo animal,

classe, ordens e espécies, encontram-se na Tabela 3.



Tabela 3: Resultado dos exames soroldgicos da ocorréncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii por meio do teste de aglutinagdo modificado (MAT), segundo o grupo

animal, classe, ordens e espécies de aves e mamiferos silvestres de cativeiro e vida livre de Pernambuco. 2014-2015.

GRUPO ANIMAL ESPECIE NOME COMUM N° DE ANIMAIS
POSITIVOS /
EXAMINADOS (%)
CLASSE AVES VIDA LIVRE CATIVEIRO
Accipitriformes Heterospizias meridionalis gavido-caboclo 0/1 (0) -
Harpia harpyja harpia - 2/2 (100)
Rupornis magnirostris gavido-carijo 2/3 (66,7) 0/1 (0)
Cariamiformes Cariama cristata Seriema - 0/1 (0)
Ciconiiformes Ciconia maguari maguari - 1/1 (100)
Falconiformes Caracara plancus carcara 1/3 (33,3) 1/1 (100)
Galliformes Crax alector mutum-poranga - 0/1 (0)
Crax globulosa mutum-fava - 0/1 (0)
Crax fasciolatta mutum-de-penacho - 1/1 (100)
Pauxi tuberosum mutum-cavalo - 1/3 (33,3)
Passeriformes Pitangus sulphuratus bem-te-vi 0/1 (0) -
Pelecaniformes Ardea alba garca-branca-grande 1/1 (100) -
Cochlearius cochlearius arapapa 0/1 (0) -
Nycticorax nycticorax soc6-dorminhoco 0/2 (0) -
Psittaciformes Amazona aestiva papagaio-verdadeiro - 1/3 (33,3)
Amazona amazonica papagaio-do-mangue - 1/2 (50)

Continua
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GRUPO ANIMAL ESPECIE NOME COMUM N° DE ANIMAIS
POSITIVOS /
EXAMINADOS (%)
CLASSE AVES VIDA LIVRE CATIVEIRO
Psittaciformes Ara ararauna arara-canindé - 11/11 (100)
Ara chloropterus arara-vermelha-grande - 1/3 (33,3)
Guaruba guarouba ararajuba - 1/10 (10)
Rheiformes Rhea americana ema - 1/1 (100)
Strigiformes Pulsatrix perspicillata coruja-murucututu 2/2 (100) 0/1 (0)
Tyto furcata coruja-suindara 0/2 (0) -
CLASSE MAMMALIA - -
Artiodactyla Camelus bactrianus camelo - 2/2 (100)
Cervus elaphus cervo-nobre - 1/1 (100)
Hipoppotamus amphibius hipopdtamo - 0/1 (0)
Mazama gouazoubira veado-catingueiro - 1/3 (33,3)
Pecari tajacu cateto - 1/1 (100)
Rusa unicolor cervo-sambar - 0/1 (0)
Carnivora Cerdocyon thous cachorro-do-mato 1/1 (100) 1/3 (33,3)
Conepatus semistriatus cangamba - 1/1 (100)
Eira barbara papa-mel - 2/2 (100)
Galictis vittata furdo - 1/1 (100)
Leopardus pardalis jaguatirica - 2/2 (100)
Leopardus tigrinus gato-do-mato-pequeno - 1/2 (50)
Lontra longicaudis lontra - 4/4 (100)
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GRUPO ANIMAL ESPECIE NOME COMUM N° DE ANIMAIS
POSITIVOS /
EXAMINADOS (%)
CLASSE MAMMALIA VIDA LIVRE CATIVEIRO
Carnivora Nasua nasua quati - 5/10 (50)
Panthera onca onga-pintada - 3/4 (75)
Panthera tigris altaica tigre-siberiano - 3/3 (100)
Procyon cancrivorus guaxinim - 2/2 (100)
Puma concolor suguarana - 0/1 (0)
Puma yagouaroundi gato-mourisco - 2/2 (100)
Cingulata Euphractus sexcinctus tatu-peba - 1/1 (100)
Didelphimorphia Didelphis albiventris timbu 1/1 (100) -
Perissodactyla Tapirus terrestris anta - 1/2 (50)
Pilosa Bradypus variegatus preguica-comum 0/4 (0) -
Tamandua tetradactyla tamandud-mirim - 0/1 (0)
Primates Ateles chameck macaco-aranha-da-cara-preta - 2/3 (66,7)
Ateles marginatus macaco-aranha-da-testa-branca - 1/1 (100)
Ateles paniscus macaco-aranha-da-cara-vermelha - 2/2 (100)
Callithrix jacchus sagui-do-tufo-branco 0/9 (0) -
Chlorocebus aethiops macaco-grivet - 1/1 (100)
Lagothrix lagotricha macaco-barrigudo - 0/1 (0)
Papio anubis babuino-verde - 1/1 (100)
Papio hamadryas babuino-sagrado - 2/2 (100)
Sapajus flavius macaco-prego-galego - 5/9 (55,5)
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GRUPO ANIMAL ESPECIE NOME COMUM N° DE ANIMAIS
POSITIVOS /
EXAMINADOS (%)
CLASSE MAMMALIA VIDA LIVRE CATIVEIRO
Primates Sapajus libidinosus macaco-prego - 5/9 (55,5)
Rodentia Agouti paca paca - 2/2 (100)
Dasyprocta agouti cutia 1/1 (100) -
Hydrochoerus hydrochaeris  capivara - 1/1 (100)
Rattus rattus rato-preto 0/8 (0) -

Subtotal
TOTAL

9/40 (22,5)  78/125(62,4)
87/165 (52,7)
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4.3 ISOLAMENTO DE Toxoplasma gondii EM ANIMAIS SILVESTRES E ANALISE
DE VIRULENCIA DAS CEPAS EM CAMUNDONGOS

Dentre as 32 amostras encaminhadas para bioensaio em camundongos, uma (3,1%)
proveniente de um socozinho (Butorides striata) de vida livre, oriundo da regido
metropolitana de Recife, PE, foi positiva para 7. gondii. Durante o periodo de seis semanas
pos-inoculagdo, nenhum dos trés camundongos inoculados morreu ou apresentou sinais
clinicos de toxoplasmose, revelando um perfil de baixa viruléncia desta cepa. Esta ¢ a
primeira descri¢do de isolamento de 7. gondii nesta espécie de ave silvestre.

Todos os camundongos utilizados nos bioensaios e sorologicamente negativos (MAT)
ndo estavam infectados com 7. gondii, ndo sendo encontrados cistos do parasito nos
fragmentos de cérebro examinados microscopicamente. Entretanto, todos os trés
camundongos que foram inoculados com homogenado do pool de tecidos do socozinho foram
sorologicamente positivos (MAT>25) e foram encontrados cistos do parasito nos fragmentos

de cérebro examinados microscopicamente.

4.4 DIAGNOSTICO BIOMOLECULAR DE Toxoplasma gondii POR PCR SIMPLES A
PARTIR DE AMOSTRAS PRIMARIAS

Dentre as 73 amostras primarias de tecidos de aves e mamiferos silvestres
encaminhadas para diagnostico molecular por meio da técnica de PCR, sete (9,5%) foram

positivas. Os resultados positivos estdo descritos na Tabela 4.

4.5 CARACTERIZACAO GENOTIPICA DE Toxoplasma gondii POR PCR-RFLP

A caracterizagdo genotipica de 7. gondii pela técnica de PCR-RFLP foi realizada no
unico isolado de 7. gomdii obtido de um socozinho de vida livre por bioensaio em
camundongos e nas sete amostras primarias positivas (7/73; 8,5%) obtidas a partir da PCR de
triagem. Foram selecionadas para a genotipagem as amostras positivas para 7. gondii que
possuiram um padrio de banda positiva forte e clara. As Figuras 3 e 4 mostram
respectivamente a localizagdo das amostras de animais silvestres oriundos de vida livre e de
cativeiro, que foram encaminhadas para o diagndstico molecular direto ou para bioensaio em

camundongos, destacando as localidades de onde se obtiveram amostras positivas.
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Figura 4: Mapa com os municipios de origem das amostras de tecidos de 46 aves e mamiferos silvestres de
cativeiro do estado de Pernambuco, encaminhadas para diagndstico molecular direto ou bioensaio em

camundongos. 2014-2015.

Dentre as 32 amostras encaminhadas para bioensaio em camundongos, uma (3,1%)
proveniente de um socozinho de vida livre, oriundo da regido metropolitana de Recife, PE, foi
positiva para 7. gondii, da qual foi feito o protocolo de caracterizagdo gé€nica, obtendo-se o
genotipo #13.

Dentre as sete amostras positivas para 7. gondii oriundas de diagndstico molecular
direto por PCR, foi possivel a realizar a caracterizacdo genotipica completa, isto ¢, a
amplificacdo dos 12 marcadores, em uma (14,3%) amostra proveniente de uma lontra de
cativeiro, obtendo o gen6tipo Type Brlll. Nas demais seis amostras, ndo houve a amplificagdo

de todos os 12 marcadores (Tabela 4). A reagdo positiva da PCR simples da amostra da lontra
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pode ser visualizada na Figura 5, onde os numeros 188, 189 e 190 sdo referentes a
amplificacdo de DNA de 7. gondii a partir de amostras primarias de Diafragma, Coragdo e
Musculo da lontra (Lontra longicaudis) n°® 55, respectivamente. A amplificagdo de DNA de

Toxoplasma gondii a partir do controle positivo estd identificada como RH.

Amostras da Lontran® 105

iR
ni

20 RH H20 180 181 182 183 184 135 185 187 188 180 190 191 192

LD 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 1781

Figura 5: Padrdo de banda forte e clara dos nimeros 188, 189 e 190, referentes a amplificacdo de DNA de T.
gondii a partir de amostras primarias de diafragma, coragdo e musculo da lontra (Lontra longicaudis) n° 55,

respectivamente.

Os resultados da caracterizagcdo genotipica do isolado de 7. gondii do socozinho de

vida livre e da amostra primaria da lontra de cativeiro constam na Tabela 5.
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Tabela 4: Amostras de tecidos positivas para Toxoplasma gondii por PCR simples em aves e mamiferos silvestres de vida livre e cativeiro em Pernambuco, 2014-2015.

ID Espécie Nome Comum Origem Localizacao Geografica Tecido Positivo Genotipo
Latitude Longitude

32 Sapajus flavius macaco-prego-galego Cativeiro 08°00°20,79” 34°56°51,85” Diafragma =

54 Pulsatrix perspicillata coruja-murucututu Cativeiro 07°59°9.28” 34°55°54.89” Cérebro -
Coragdo -

64 Lontra longicaudis lontra Cativeiro 08°00°20,79” 34°56°51,85” Coragdo -

96 Sapajus flavius macaco-prego-galego Cativeiro 08°00°20,79” 34°56°51,85” Coragdo -

98 Falco sparverius gavido quiri-quiri Vida Livre 07°55°17,23” 34°55°44,39” Coragao -
Misculo -

101 Butorides striata socozinho Vida Livre 08°2°5.37” 34°55°8,97” Coragdo -
Cérebro -
Misculo -

105 Lontra longicaudis lontra Cativeiro 08°00°20,79” 34°56°51,85” Coragao Type Brlll
Musculo -

Tabela 5: Genoétipos multilocus de Toxoplasma gondii do isolado do socozinho (Butorides striata) de vida livre e da amostra primaria da lontra (Lontra longicaudis) de

cativeiro, obtidos por PCR-RFLP. Recife, Pernambuco. 2014-2015.

ID Gendétipo pela PCR-RFLP
Amostra SAG1 53 SAG2 SAG2 SAG3 BTUB GRA6 ¢22-8 ¢29-2 1358 PKl1l APICO CS3 Genétipo Animal Bairro
28 I I I I I 111 11 I III I 1T - #13 socozinho  Areias

105 I I III III III III II I I III I III Type Brlll lontra Dois Irmaos
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4.6 RESULTADOS COMPARATIVOS ENTRE O DIAGNOSTICO SOROLOGICO E
0S DIAGNOSTICOS BIOMOLECULAR E POR ISOLAMENTO

Na Tabela 6 estdo dispostos os resultados encontrados nas amostras que foram
submetidas a mais de um método de diagnostico da infeccdo por 7. gondii (associagdo de
sorologia + PCR direta ou associa¢do de sorologia + bioensaio em camundongos). E possivel
notar divergéncia entre os resultados dos métodos diagnosticos em 10 animais (caselas
marcadas na cor laranja), onde o exame sorologico foi positivo (caselas marcadas na cor
azul), mas o bioensaio ou a PCR direta foram negativos (caselas marcadas na cor vermelha).

O oposto (MAT negativo e PCR ou bioensaio positivos) ndo ocorreu em nenhum caso.

Tabela 6: Resultados obtidos na associagdo de métodos para diagnostico de 7. gondii (MAT + Bioensaio e MAT

+ PCR), em aves e mamiferos silvestres de vida livre e cativeiro em Pernambuco. 2014 — 2015.

ID Espécie Nome Comum MAT Bioensaio PCR

001 Rattus rattus rato-preto Negativo  Nao Realizado Negativo
002 Rattus rattus rato-preto Negativo  Nao Realizado Negativo
003 Rattus rattus rato-preto Negativo  Nao Realizado Negativo
005 Procyon cancrivorus guaxinim Positivo Negativo Nao Realizado
012 Rattus rattus rato-preto Negativo  Nao Realizado Negativo
017 Guaruba guarouba ararajuba Negativo  Néo Realizado Negativo
018 Guaruba guarouba ararajuba Negativo  Néo Realizado Negativo
024 Rattus rattus rato-preto Negativo  Nao Realizado Negativo
026 Rattus rattus rato-preto Negativo Negativo Nao Realizado
030 Bradypus variegatus preguica-comum Negativo Negativo Nao Realizado
032 Sapajus flavius macaco-prego-galego Positivo  Nao Realizado Positivo
033 Caracara plancus carcara Negativo Negativo Nao Realizado
034 Rattus rattus rato-preto Negativo Negativo Nao Realizado
044 Leopardus tigrinus gato-do-mato-pequeno  Positivo Nao realizado Negativo
046  Rupornis magnirostris gavido-carijo Negativo Negativo Nao Realizado
051 Nycticorax nycticorax soc6-dorminhoco Negativo Negativo Nao Realizado
053 Tyto furcata coruja-suindara Negativo  Nao Realizado Negativo
055 Lontra longicaudis lontra Positivo ~ Nao Realizado Positivo
062 Rupornis magnirostris gavido-carijo Positivo Negativo Nao Realizado
064 Lontra longicaudis lontra Positivo ~ Nao Realizado Positivo
069 Caracara plancus carcara Positivo Nao realizado Negativo
072 Rupornis magnirostris gavido-carijo Positivo Nao realizado Negativo
076 Pitangus sulphuratus bem-te-vi Negativo  Nao Realizado Negativo

Continua
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ID Espécie Nome Comum MAT Bioensaio PCR
078 Callithrix jacchus sagui-do-tufo-branco Negativo  Néo Realizado Negativo
082  Cochlearius cochlearius arapapa Negativo  Nao Realizado Negativo
085 Bradypus variegatus preguica-comum Negativo  Nao Realizado Negativo
087 Crax alector mutum-poranga Negativo  Nao Realizado Negativo
099 Crax fasciolatta mutum-de-penacho Negativo  Nao Realizado Negativo
106 Bradypus variegatus preguica-comum Negativo  Nao Realizado Negativo
134 Crax globulosa mutum-fava Negativo  Nao Realizado Negativo
137 Ardea alba garga-branca-grande Positivo ~ Nao realizado Negativo
138 Mazama gouazoubira veado-catingueiro Negativo  Nao Realizado Negativo
140 Bradypus variegatus preguica-comum Negativo  Nao Realizado Negativo
144 Rhea americana ema Positivo Nao realizado Negativo
153 Pulsatrix perspicillata coruja-murucututu Positivo Negativo Nao realizado
159 Mazama gouazoubira veado-catingueiro Positivo Negativo Nao realizado
183 Procyon cancrivorus guaxinim Positivo Nao realizado Negativo

Legenda: MAT — Teste de Aglutinagdo Modificado. PCR — Reagdo em Cadeia da Polimerase.

5 DISCUSSAO

O Brasil possui uma das maiores diversidades biologicas de animais silvestres de todo
mundo (ANDRIOLO, 2007). Antes do seu descobrimento pelos portugueses os ecossistemas
praticamente viviam intactos e as ac¢des devastadoras do homem ao meio ambiente eram
muito insignificantes. Neste periodo, os indigenas possuiam uma relagao bastante harmdnica
com a natureza e¢ viviam da caca e da pesca em areas especificas. Os biomas eram
praticamente intactos e provavelmente existia um equilibrio na relagdo hospedeiro-parasita.

Infelizmente, ap6s o inicio do século XV com as colonizagdes portuguesa, francesa e
holandesa em diversos locais no Brasil, houve o inicio da exploragdo desenfreada dos
recursos naturais, que afetou diretamente a flora e a fauna nativas. Atualmente, as maiores
causas do declinio das populacdes de animais silvestres na natureza sdo a destruicdo e a
fragmentacdo dos seus habitats em consequéncia do desenvolvimento econdmico agricola e
pecuario, da exploracdo de madeira e mineracdo, das construgdes de represas e hidrelétricas,
expansao urbana, além dos atropelamentos, trafico e da perseguicao direta na forma de caca e
abate (CUBAS et al., 2014).

O trafico de animais silvestres ¢ considerado a terceira maior atividade ilegal no

mundo, atrds apenas do trafico de armas e de drogas (RENCTAS, 2016). A caca de animais
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silvestres existe em varios estados do Brasil, inclusive no estado de Pernambuco, sendo este
estado importante rota de trafico no nordeste brasileiro. Esta atividade ilegal constitui-se uma
séria ameaga para a conservacdo da fauna, e a exposicao e proximidade do homem com os
animais silvestres com finalidade de trafico, caga, consumo, companhia e/ou producao traz
graves consequéncias ao desequilibrio dos ecossistemas e habitas, além da proporcionar uma
possivel transmissdo de patdogenos entre animais silvestres e humanos (CHIARELLO, 2000;
ALVES et al., 2012; MARVULO e CARVALHO, 2014; RECNTAS, 2016).

Os animais silvestres participam da epidemiologia de diversas zoonoses de
importancia na satde publica, atuando como hospedeiros e reservatorios. Neste contexto, 61%
(868/1.415) dos patogenos humanos sdo zoonéticos e 175 espécies patogénicas estdo
associadas com doencas consideradas emergentes (TAYLOR et al., 2001). Além disso, a
maioria das doengas infecciosas emergentes sdo zoonoses, € 0s animais selvagens estdo
envolvidos na epidemiologia da maioria delas em cerca de 70%, e servem como principais
reservatorios para a transmissdo dos agentes etioldgicos para animais domésticos e seres
humanos (JONES et al., 2008). Dentre as principais zoonoses no contexto de satde publica,
destaca-se a toxoplasmose com a necessidade de maiores estudos da infecgdo por 7. gondii
em animais silvestres em diversos estados do Brasil e em Pernambuco. Este contato mais
intimo entre o homem e os animais silvestres faz com que haja um maior intercambio entre as
diferentes linhagens circulantes de parasitos em animais silvestres e em meio urbano, entre
eles T. gondii, podendo gerar graves quadros clinicos de doengas em humanos (DEMAR et
al., 2008; CARME et al., 2009; VITALIANO et al., 2014b).

No estado de Pernambuco, no periodo de mar¢o de 2014 a setembro de 2015, no
presente estudo foi possivel obter amostras de 113 aves e de 120 mamiferos silvestres de vida
livre e cativeiro. Em vida livre, as espécies dos animais silvestres foram procedentes dos
biomas de Mata Atlantica e Caatinga, e de areas de transicdo entre estes dois biomas. Na Mata
Atlantica da Regido Metropolitana do Recife, de onde se obteve a maioria das amostras
bioldgicas existe uma grande populacdo humana que reside proximo das areas de matas e uma
grande pressao antropicas neste bioma. Os humanos possuem criagdes de animais domésticos,
inclusive gatos, que como habito natural deste animal adentra areas de matas principalmente
para cacar. Estes animais podem se infectar com 7. gondii e eliminar oocistos, contaminando
assim o meio ambiente e expondo aves e mamiferos a exposi¢do da infec¢ao por este agente.

Considerando os animais silvestres de cativeiro eles foram oriundos de duas
institui¢des: o zoologico do PEDI e o CETAS-PE. Os zoolédgicos por possuirem um plantel

fixo e diversos elos da cadeia de transmissdo da toxoplasmose (presenca de gatos
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sinantropicos e felideos silvestres, presenca de insetos e roedores sinantropicos), podem
proporcionar uma maior infec¢cao dos animais alojados (SILVA et al, 2007). Além disso, este
zoologico esta inserido numa Unidade de Conservagdo com a presenga de jaguatiricas
(Leopardus pardalis) de vida livre que chegam muito préximos dos recintos. No CETAS-PE,
de acordo com a sua finalidade, diariamente sdo recebidos animais silvestres em diferentes
habitats e criados como animais de estima¢@o. Os animais de vida livre encaminhados ao
CETAS-PE e que foram positivos para 7. gondii e para anticorpos anti-7. gondii podem ser
considerados animais sentinelas para o estudo deste protozoario.

No geral, o diagndstico de infeccdo por 7. gondii por métodos sorologicos,
biomoleculares e isolamentos em aves silvestres no Brasil ja foi descrito tanto para animais de
cativeiro (SOGORB et al., 1972; SILVA et al., 2001a; LEITE et al., 2007; VITALIANO et
al., 2010), quanto para animais de vida livre (GONDIM et al., 2010; LIMA et al., 2011;
COSTA et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2013; BARROS et al., 2014; VITALIANO et al.,
2014a), mas trabalhos envolvendo o diagndstico por métodos moleculares ainda sdo escassos,
especialmente no Nordeste do pais (GONDIM et al., 2010).

Os resultados encontrados nesta pesquisa (a ocorréncia de toxoplasmose fatal em dois
macacos-pregos-galegos do zooldgico do PEDI; a ocorréncia de anticorpos anti-7. gondii em
52,7% (87/165) em animais silvestres, sendo 47,5% (28/59) em aves ¢ em 55,6% (59/106) em
mamiferos; o isolamento do gendtipo #13 de 7. gondii de um socozinho vida livre procedente
do bairro de Areias, Recife-PE; e a genotipagem de uma amostra primaria de lontra do
zoologico do PEDI obtendo-se o Type Brlll) trazem importantes contribuigdes para o estudo
de T. gondii no estado de Pernambuco.

Os sinais clinicos (anorexia, apatia e hemoptise) apresentados pelo macaco-prego-
galego (n° 32) e a morte subita do macaco-prego-galego do caso (n° 96) sao condizentes com
os achados clinicos de toxoplasmose fatal ja descritos em outras espécies de primatas
neotropicais (EPIPHANIO et al., 2000; EPIPHANIO et al., 2003; CASAGRANDE et al.,
2013). Em ambos os macacos-pregos-galegos as alteragdes anatomopatoldgicas
macroscopicas também foram similares as descritas em outros estudos que identificaram 7.
gondii como agente causal da enfermidade primdaria que levou ao 6bito primatas neotropicais,
de espécies variadas, e oriundos de cativeiro e vida livre (EPIPHANIO et al., 2000;
EPIPHANIO et al., 2003; CASAGRANDE et al., 2013). Como est4 espécie estd inserida em
um programa de conservacdo ex sifu necessita-se de maiores investigacoes da cadeia

epidemiologica da toxoplasmose no zoologico do PEDI visando melhorar os protocolos de
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biosseguranga. O presente estudo vem a contribuir significativamente na melhoria destes
protocolos.

A ocorréncia de anticorpos anti-7. gondii pelo MAT foi alta (52,7%; 87/165) no
presente estudo, sendo a soropositividade mais presente nos ambientes cativos (62,4%:;
78/125) do que na natureza (22,5%; 09/40). A maioria das aves e mamiferos soropositivos
para anticorpos anti-7. gondii em cativeiro em Pernambuco foi procedente do zooldgico do
PEDI (74/87; 85,05%). Os outros 14,95% (13/87) foram procedentes do CETAS Tangara,
sendo nove animais de vida livre (69,2%; 09/13) e quatro animais de cativeiro (30,8%; 04/13).
O fato de a maioria dos animais ser procedente de cativeiro, e mais especificamente do
zoologico do PEDI, possivelmente estd associado a facilitagdo da manuteng¢do do ciclo
epidemiologico da doenga nos ambientes ex situ, devido a presenca muitos dos elos da cadeia
epidemiologica, conforme citado Silva et al. (2007) e Ferreira et al. (2015).

A ocorréncia de anticorpos anti-7. gondii em mamiferos silvestres mantidos em
cativeiro no estado de Pernambuco (68,29%; 56/82) obtida neste estudo foi similar a
encontrada em estudos em 13 zoologicos do Brasil (SILVA et al., 2001b), nos estados de Sao
Paulo (SOGORB et al., 1972; VITALIANO et al., 2004; ANDRE et al., 2010); Minas Gerais
(VITALIANO et al., 2004; RIVETTI JUNIOR et al., 2008), Distrito Federal (VITALIANO et
al., 2004; ANDRE et al., 2010) ¢ Mato Grosso (ANDRE et al., 2010). Ja com relagio as em
aves silvestres mantidas em cativeiro no estado de Pernambuco, a ocorréncia de anticorpos
anti-7. gondii (51,16%; 22/43) neste estudo foi menor do que a encontrada por Leite et al.
(2007), que pesquisaram aves da familia Cracidae (mutuns, urumutuns, jacus e jacutingas) no
mesmo estado e obtiveram o percentual de 84,92% (214/252); e maior do que a encontrada
por Sogorb et al. (1972) e Minervino et al. (2010) que ndo encontram nenhuma ave
soropositiva nos estados de Sao Paulo, Parand e Rio Grande do Norte.

Com relacdo aos mamiferos soropositivos para anticorpos anti-7. gondii em vida livre,
os resultados do presente estudo (12,5%; 03/24) também corroboraram com os encontrados
em outras pesquisas realizadas nos estados de Goids (FERREIRA et al., 1997), Sdo Paulo
(FERREIRA et al., 1997; GENNARI et al., 2004; VITALIANO et al.,, 2014a), Parana
(GENNARI et al., 2004; GARCIA et al., 2005; TRUPPEL et al., 2010), Paraiba (GENNARI
et al., 2004), Rio Grande do Sul (GENNARI et al., 2004); Amazonas (SANTOS et al., 2011)
e Pernambuco (COSTA et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2013). Ja em se tratando de aves
silvestres de vida livre, a ocorréncia de anticorpos anti-7. gondii neste estudo (37,5%; 6/16)

foi maior do que todos os relatos encontrados em literatura especifica (GONDIM et al., 2010;
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LIMA et al., 2011; COSTA et al., 2012; BARROS et al., 2014; VITALIANO et al., 2014b;
ANDRADE et al., 2016).

E possivel que a diferenca encontrada nos resultados sorolégicos deste estudo, quando
comparados outros estudos com aves e mamiferos silvestres de vida livre no Brasil, seja
explicada pelo tipo de amostragem utilizada. Apenas no estudo realizado por Vitaliano et al.
(2014a) no estado de Sao Paulo utilizou-se amostragem similar a do presente estudo,
utilizando multiplas espécies de aves e mamiferos de vida livre e de cativeiro, com
amostragem por conveniéncia. Os demais artigos publicados que foram usados como
referéncia para a comparacdo de resultados, focam em um grupo especifico de animais
(FERREIRA et al., 1997; GENNARI et al., 2004; GARCIA et al., 2005; SIQUEIRA et al.,
2013; ANDRADE et al., 2016) ou em uma unica espécie animal (GONDIM et al., 2010;
TRUPPEL et al., 2010; LIMA et al., 2011; SANTOS et al., 2011; COSTA et al., 2012;
BARROS et al., 2014). Além disso, nem todos os trabalhos utilizaram o MAT como técnica
para diagnostico de animais soropositivos.

Dentre os animais silvestres que apresentaram 100% de soropositividade neste estudo,
em 16 espécies possuem habitos carnivoros (carcara, gato-mourisco, harpia, jaguatirica,
lontra, maguari e tigre-siberiano) ou onivoros (babuino-verde, babuino-sagrado, cangamba,
cateto, guaxinim, mutum-de-penacho, ema, furdo, macaco-grivet e tatu-peba), e
possivelmente se infectaram pela ingestdo de cistos teciduais de 7. gondii por canivorismo,
conforme citam Silva et al. (2007) e Dubey (2010). Entretanto, cinco espécies herbivoras
também apresentaram 100% de soropositividade para anticorpos anti-7. gondii neste estudo
(arara-canindé, camelo, cervo-nobre, macaco-aranha-da-cara-vermelha e macaco-aranha-da-
testa-branca), sendo todas elas do zoolégico do PEDI. Tal fato pode ser explicado pelo fato de
que, neste zoologico, segundo relatos dos técnicos responsaveis pelos animais em questdo,
todos costumam forragear no chao dos recintos durante muito tempo, o que pode aumentar as
chances de infeccdo por ingestdo de itens da ambientagdo dos recintos ou areia do solo
contaminados por oocistos carreados por insetos rasteiros, conforme possibilidade levantada
por Silva et al. (2007), Pimentel et al. (2009) e Ferreira et al. (2015).

Algumas espécies de animais silvestres incluidas neste estudo tiveram 100% de
soronegativos para anticorpos anti-7. gondii (cervo-sambar, coruja-murucututu, coruja-
suindara, hipop6tamo, macaco-barrigudo e tamandua-mirim). As corujas vieram do CETAS
Tangard, e apesar de ambas possuirem habitos carnivoros, ao que tudo indica, ndo entraram
em contato com o agente. As outras espécies animais sdo todas pertencentes ao plantel do

zoologico do PEDI, ndo possuem habitos carnivoros (exceto o tamandud-mirim), e segundo
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os técnicos responsaveis ndo costumam ser vistas forrageando no chdo com frequéncia. No
caso o exemplar de tamandua-mirim, apesar do habito insetivoro mais voltado para o
consumo de cupins, ¢ possivel que ndo tenha se infectado por conta de a dieta oferecida no
zooldgico incluir basicamente papa preparada com ingredientes selecionados e passar por
cozimento, o que reduz significativamente o risco de infec¢do por 7. gondii. Além disso,
quando se oferece cupinzeiros aos animais, sdo oferecidas colonias arboricolas, o que também
reduz a possibilidade de estarem contaminadas com oocistos de 7. gondii.

O restante das espécies de animais silvestres inclusos neste estudo que apresentaram
anticorpos anti-7. gondii (Tabela 3), tiveram percentuais de soropositividade que variaram de
33,3 a 66,7%. Tais resultados sdo similares aos encontrados em estudos realizados em outros
zoologicos e instituigdes que trabalham com manejo de fauna silvestre ex situ no Brasil
(SOGORB et al., 1972; SILVA et al., 2001a e b; VITALIANO et al., 2004; LEITE et al.,
2007; MATTOS et al., 2008; PIMENTEL et al., 2009; ANDRE et al., 2010; CATENACCI et
al., 2010; MINERVINO et al., 2010; ULLMANN et al.,, 2010; FERREIRA et al., 2015;
ATTADEMO et al., 2016), porém as diferengas metodologicas no tocante as espécies animais
envolvidas, tipo de exame diagnoéstico realizado, e protocolos internos de manejo diario e
medicina veterindria preventiva de cada instituicdo, certamente influenciam na diferenca entre
os resultados.

Todos os primatas de vida livre foram da espécie sagui-de-tufo-branco (Callithrix
jacchus) e foram 100% soronegativos, corroborando com informacao disponivel na literatura,
de que estes animais sao altamente sensiveis ao 6bito agudo por toxoplasmose (SILVA, 2007;
DUBEY, 2010), o que explicaria o percentual encontrado neste estudo, uma vez que os
animais morrem antes que possam criar anticorpos anti-7. gondii. Da mesma forma, todos os
Pilosa foram 100% soronegativos, o que pode ser explicado pelos habitos arboricolas das
espécies incluidas neste estudo (Preguica-comum e Tamandud-mirim), que dificulta o contato
com oocistos (MIRANDA, 2014).

Outro fato interessante observado no presente estudo ¢ que todos os primatas oriundos
de cativeiro foram do zoolégico do PEDI, e possuem alto percentual de animais soropositivos
(65,5%; 19/29). Das nove espécies inclusas no estudo (macaco-aranha-da-cara-preta, macaco-
aranha-da-cara-vermelha, macaco-aranha-da-testa-branca, macaco-barrigudo, macaco-prego,
macaco-prego-galego, macaco-grivet, babuino-verde e babuino-sagrado), apenas trés ndo sao
neotropicais (macaco-grivet, babuino-verde e babuino-sagrado). Dentre os primatas
neotropicais supracitados, houve apenas dois casos de Obito por toxoplasmose em dois

exemplares de macaco-prego-galego, com indices altos de soropositivos vivos e clinicamente
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saudaveis entre os géneros Ateles sp. € Sapajus sp., 0 que contradiz os relatos da literatura
sobre a sensibilidade dos primatas neotropicais a toxoplasmose (SILVA, 2007; DUBEY,
2010). Este fato pode ser explicado por provavel infeccao por cepas de baixa viruléncia, além
do fato de os animais estarem em cativeiro sob excelentes condi¢Oes nutricionais € com
cuidados médicos veterinarios constantes, reduzindo a taxa de obitos. Entretanto, tal fato
alerta para a necessidade de monitoramento constante dos primatas soropositivos, a fim de
continuar mantendo seu estado de higidez clinica.

Com relacdao ao resultado da prova do bioensaio em camundongos, o socozinho
positivo para 7. gondii foi oriundo de vida livre do bairro de Areias, em Recife-PE. Esta ave
geralmente vive nas proximidades de cursos d’agua em dareas densamente povoadas por
humanos, e tal habito associado ao fato desta espécie ter dieta composta por peixes e outros
organismos aquaticos (GWYNNE et al., 2010), leva a crer que a provavel via de transmissao
tenha sido a ingestdo de oocistos nas aguas contaminadas por esgotos domésticos. Estes
resultados indicaram que esta espécie ¢ um hospedeiro intermediario e pode ser utilizada
como um bioindicador da infec¢ao por 7. gondii dentre a fauna silvestre sinantropica.

As espécies de animais silvestres nas quais ja foram isoladas cepas de 7. gondii por
meio do bioensaio em camundongos foram: capivara (YAI et al., 2009), bugio-de-maos-
ruivas (Alouatta belzebul) (PENA et al., 2011), gambé-de-orelha-branca (Didelphis
albiventris) (PENA et al., 2011), gato-mourisco (Puma yagouaroundi) (PENA et al., 2011),
morcego-beija-flor (Glossophaga soricina) (CABRAL et al., 2013), morcego-de-cauda-livre
(Molossus molossus) (CABRAL et al., 2013), morcego-vampiro (Desmodus rotundus)
(CABRAL et al., 2013) ¢ avoantes (Zenaida auriculata) (BARROS et al., 2014). Nestas
pesquisas, apenas o gato-mourisco ¢ o bugio-de-maos-ruivas foram de cativeiro e foram
procedentes do zooldgico do PEDI, Recife-PE. Desta forma, o isolamento de 7. gondii no
socozinho obtido no presente estudo representou a primeira descricdo em uma ave silvestre de
vida livre do Nordeste do Brasil.

No presente estudo, o percentual de animais silvestres positivos para 7. gondii no
bioensaio em camundongos foi de 1,8% (1/32). Estes resultados percentuais foram similares
aos encontrados por Vitaliano et al. (2014b), 6,6% (15/226), cuja amostragem também foi por
conveniéncia, com colheita de tecidos de diferentes espécies animais. O fato de a maioria das
amostras encaminhadas para bioensaio em camundongos ndo ter passado por triagem
soroldgica prévia devido ao animal ter morrido antes que se pudesse proceder colheita do

sangue, pode ter influenciado no percentual de isolamentos encontrado no presente estudo.
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Considerando os resultados positivos para infeccdo por 7. gondii obtidos por PCR
simples a partir de amostras primarias de tecidos de aves e mamiferos silvestres de
Pernambuco, o presente estudo obteve um percentual de 9,6% (7/73). Este resultado
corroborou com os resultados encontrados por Gondim et al. (2010), Truppel et al. (2010),
Cafon-Franco et al. (2013) e Vitaliano et al. (2014b). No presente estudo, dois macacos-
pregos-galegos, duas lontras (Lontra longicaudis), uma coruja-murucututu (Pulsatrix
perspicillata), um gaviao quiri-quiri (Falco sparverius) € um socozinho foram positivos para
T. gondii por PCR simples a partir de amostras primarias, sendo estes os primeiros relatos de
diagnostico de 7. gondii nestas espécies por PCR simples a partir de amostras primarias no
Brasil.

As espécies positivas por PCR no presente estudo foram todas carnivoras, com
excecao dos dois macacos-pregos-galegos que sdo onivoros, o que justifica a facilidade de
exposicdo ao 7. gondii por todas as formas infectantes. Além disso, as duas lontras e os dois
macacos-pregos-galegos foram oriundos do zoologico do PEDI, e outros trés animais (coruja-
murucututu, gavido quiri-quiri € socozinho) foram oriundos do CETAS Tangara, sendo os
apenas a coruja-murucututu classificada como proveniente de cativeiro. No caso dos
macacos-pregos-galegos, espécie criticamente ameacada de extingdo e que necessita de
programa de conservagdo ex situ (ALFARO et al., 2014; FERREIRA et al., 2015; TUCN,
2016), a deteccao deste agente tem importincia ainda maior, pois somado aos achados
clinicos e de necropsia, e aos resultados dos exames soroldgicos positivos nos mesmos
individuos descritos anteriormente, traz indicios contundentes de obito por toxoplasmose. Isto
implica na necessidade de aumentar acdes em medicina veterinaria preventiva e avaliar
possivel tratamento dos animais positivos vivos, para que possam contribuir de maneira mais
efetiva com o programa de reproducao para conservagdo ex situ desta espécie no zooldgico do
PEDL

O isolado obtido neste estudo a partir de pool tecidos de um socozinho de vida livre, e
submetido a técnica de PCR-RFLP foi caracterizado como pertencente ao genotipo #13. Este
genotipo também foi encontrado em galinhas, caprinos, ovinos, suinos, bugio-de-maos-ruivas
no Nordeste do Brasil, apontando uma similaridade entre as cepas isoladas (DUBEY et al.,
2008; RAGOZO et al., 2010; PENA et al., 2011; CLEMENTINO ANDRADE et al., 2013).
No presente estudo, obteve-se a primeira descri¢do do gendtipo #13 em aves silvestres e na
espécie Butorides striata (socozinho) no Brasil. O fato deste individuo ter sido resgatado pelo
orgdo ambiental do estado de Pernambuco poucos dias antes do dbito, apontou que a infecg¢ao

foi adquirida na natureza, levando a crer que haja uma similaridade entre os gendtipos
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isolados de animais silvestres de vida livre com os isolados de animais domésticos e do
bugio-de-maos-ruivas oriundo do zooldgico do PEDI, Recife-PE.

Dentre as sete amostras submetidas a diagndstico biomolecular direto por PCR
simples, todas foram submetidas a técnica de PCR-RFLP para genotipagem, porém em apenas
uma se conseguiu amplificagdo de todos os 12 locus, sendo esta caracterizada como genotipo
Type Brlll. Tal amostra foi proveniente de uma lontra mantida em cativeiro no zoologico do
PEDI, e estudos prévios apontam ampla circulacao deste genotipo no Brasil, com descrigao
em variadas espécies: caes, gatos, ovinos, capivaras e galinhas (DUBEY et al., 2008; PENA et
al., 2008; YAI et al., 2009; RAGOZO et al., 2010). Entretanto, esta ¢ a primeira descri¢ao
deste gendtipo em lontra e a primeira descricdo deste gen6tipo na regido Nordeste do Brasil.
Mais uma vez, o resultado obtido do presente estudo sugere uma provavel similaridade entre
0os genotipos circulantes entre animais de companhia, animais de producdo, e animais
silvestres de vida livre e de cativeiro.

No presente estudo, comparando-se os resultados obtidos nos exames soroldgicos com
os obtidos no bioensaio em camundongos e diagndstico biomolecular a partir de amostras
primarias, observou-se que 10 animais apresentaram anticorpos anti-7. gondii, mas tiveram
bioensaios e/ou PCR negativos, conforme pode ser observado na Tabela 6. O oposto nao
ocorreu em nenhum caso. Tal fato sugeriu que possa ter havido soroconversdo sem
encistamento de 7. gondii nos 6rgdos de eleicdo para isolamento do agente, podendo o
encistamento de bradizoitos ter ocorrido em 6rgdos nao utilizados neste estudo, ou mesmo
nao ter existido devido a infeccdo por cepas nao cistogénicas (DUBEY, 2010). Outra
explicagdo possivel é que, no caso dos diagndsticos biomoleculares, quando feitos a partir de
amostras primarias (sem passagem em camundongos — prova biologica), pode haver uma
quantidade de cistos tdo pequena, que inviabiliza a amplificagdo do material genético, levando
a resultados falso-negativos na PCR (DUBEY, 2010).

A confirmac¢do dos dois gendtipos identificados neste estudo (gendtipo #13 e Type
Brlll) reforga a hipdtese da alta diversidade genética do 7. gondii no Brasil, e que o seu ciclo
silvestre tem grande importancia nesta diversidade. Estes achados proporcionam novas
perspectivas para o estudo dos isolados de animais silvestres do estado de Pernambuco e
reforcam a importancia deste importante agente zoondtico para a populagdo humana,
principalmente mulheres gestantes e pessoas imunossuprimidas, visando a Promog¢do de
Satde de acordo com a nova filosofia de “satide tnica”.

Apesar do nimero reduzido de estudos feitos com caracterizagdo génica de cepas de T.

gondii em animais silvestres no Brasil, os resultados obtidos j& trazem importantes
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informagdes sobre as caracteristicas genotipicas e de viruléncia das cepas deste agente que
circulam tanto em meio silvestre, quanto em meio urbano ou rural em nosso pais. O
aprofundamento das pesquisas neste campo no estado de Pernambuco, utilizando a fauna
silvestre brasileira, ¢ de extrema importancia para responder questdes ndo s6 do ponto de vista
da satde coletiva, como também da conservagdo da vida silvestre, auxiliando em estratégias

para prevengao desta zoonose.

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos conclui-se que:

e O estudo refor¢cou a necessidade dos aprimoramentos dos programas de satde animal,
medicina veterinaria preventiva e biosseguranca, visando o controle da toxoplasmose
em zooldgicos e Centros de Triagens de Animais Silvestres, especialmente os que
possuem espécies ameagadas de extingdo como os macacos-pregos-galegos.

e A ocorréncia de anticorpos anti-7Toxoplasma gondii em aves e mamiferos silvestres em
vida livre e cativeiro no estado de Pernambuco foi alta (52,7%, 87/165), com maiores
percentuais encontrados em animais de cativeiro (62,4%, 78/125) do que em animais
de vida livre (22,5%, 09/40).

e O genotipo #13 de T. gondii isolado do socozinho (Butorides striata) do entorno da
Mata Atlantica de Recife corrobora com a existéncia de maior variabilidade genética
deste protozoario no Brasil, reforcando a necessidade de aprofundamento de pesquisas
neste campo.

e Pela primeira vez na literatura foi realizado o diagnostico biomolecular de 7. gondii a
partir de amostras primarias de coruja-murucututu (Pulsatrix perspicillata), gaviao
quiri-quiri (Falco sparverius), lontra (Lontra longicaudis), macaco-prego-galego
(Sapajus flavius) e socozinho (Butorides striata).

e A obtencdo do genotipo de T. gondii a partir de amostras primarias de tecidos de
animais silvestres foi possivel, entretanto apresenta menor eficacia quando comparada
as amostras originadas de bioensaio em camundongos.

o O genoétipo Type Brlll de T. gondii foi pela primeira vez identificado em uma lontra

(Lontra longicaudis) e na Regido Nordeste do Brasil.
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ANEXO A — Autorizacao do Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade (SISBIO)

do Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) — Pagina 1

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica
Numero: 37855-1 [ Data da Emissao: 03/09/2013 15:53 Data para Revalidagao*: 03/10/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss3o.

Dados do titular
Nome: Marcio André da Silva L CPF: 032.810.424-81

Titulo do Projeto: CaracterizagZo biolégica e genotipica de Toxcplasma gondii de mamiferos e aves silvestres de Pernambuco, Brasil.

Nome da Instituigdo : universidade federal rural de PE CNPJ: 24.416.174/0001-06

Cronograma de atividades

[#FT Descricao da atividade | Tnicio (m&sfano) | Fim (mésfano) |
[1_[Colhetta, Transporte e Pro ito Laboratorial de Fragmentos de Orgaos de Animais Silvestres | 0972013 ] 0372016

Observacgdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o termino nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, & difuséo ou a pesquisa, estao sujeitas a autorizagao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autarizaggo NAO exime o pesquisador fitular & os membros de sua equipe da necessidade de obter as anUEncias previstas em outros instrumentos legais, bem
5 |como do consentimento do responsével pela area, piblica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de &rea dentro dos limites de unidade de conservacao
federal cujo processo de regularizagdo fundidria encontra-se em curso. .
Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrugao Normativa IGMBio n° 10/2010, ro que
3 | especifica esta Autorizagao, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

4 A autorizagéo para envio ao exterior de material biolégico néo consignado deverd ser requerida por meio do enderego eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenga para importacdo ou exportacao de flora e fauna - CITES e n3o CITES).

Qtitular de licenga ou autorizagdo e os membros da sua equipe dever&o optar por métodos de coleta e instrumentos de capiura direcionados, sempre que possivel,

S |20 grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

Otitular de autorizagao ou de licenca permanente, assim como os membros de sUa equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequag&o,

6 |omissao ou falsa descricao de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicao do ato, podera, mediante decisao motivada, ter a autorizago ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislac&o brasileira em vigor.

Este documento n&o dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no terrtério nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ae conhecimento tradicional associado ac patriménio genético, para fins de pesquisa cientffica,
bioprospecgao e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov. brfcgen

8 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador fitular desta atitorizagao devera contactar @ adminisiragao da unidade a im de CONFIRMAR

AS DATAS das expedicdes, as condigdes para realizagao das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
Equipe
# Nome Funcéo CPF Doc. i i
1 | Jean Carlos Ramos da Silva Coordenador 623.280.644-00 3.429.942 SSP-PE Brasileira
2 | Maria Fernanda Vianna Marvulo Colaboradora 267.650.458-48 26814689-5 SSP-SP Brasileira

Locais onde as atividades de campo serfo executadas

Municipio UF_[Descricao do local Tipo
1 | RECIFE PE CETAS do IBAMA Fora de UC Federal
2 |[PETROLINA PE CETAS da UNIVASE Fora de UC Federal

Atividades X Taxons
# Atividade Taxons

1| Coletatransporte de amostras biolégicas ex situ g:ﬁ;rgn:@;ag%ﬁ?:amla, Pilosa, Rodentia, Artiodactyla, Lagomorpha, Carnivora,

Este documento (Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugéo Normativa n®154/2007. Através do cédigo
de autenticac@o abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbic).

Pagina 1/3 |

Cédigo de autenticagdo: 93642168
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
- Sistema de Autorizacéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica
Numero: 37855-1 | Data da Emissdo: 03/09/2013 15:53 I Data para Revalidagao*: 03/10/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacio tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,

mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular
Nome: Marcio André da Silva CPF: 032.810.424-81

Titulo do Projeto: Caracterizag@o biolégica e genotipica de Toxoplasma gondii de mamiferos e aves silvestres de Pernambuco, Brasil.

Nome da Instituicdo : universidade federal rural de PE CNPJ: 24.416.174/0001-06

Material e métodos

1| Amostras biologicas (Aves) Fragmento de tecido/6rgao, Animal encontrado morto ou partes (carcaca)/osso/pele, Sangue
2 | Amostras biolégicas (Outros mamiferos) Animal encontrade morto ou partes (carcaca)k pele, Fragmento de tecido/6rgao, Sangue
3 | Amostras biolégicas (Primatas) Sangue, Fragmento de tecido/érgao, Animal encontrado morto ou partes (carcaca)/ossolpele
4 | Método de captura/coleta (Aves) Outros métodos de captura/coleta(ContenASA£0 QuA-mica), Puga

Captura manual, Lago de Lutz, Lago com cabo de ago, Oufros métodos de
5 | Método de capturalcoleta (Outros mamiferos) S mgﬁ A& Eh on A—gx?maa), Puca
6 | Método de captura/coleta (Primatas) Captura manual, Puga, Cutros métodos de captura/coleta{ContenA§AZo QuA-mica)

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destino Tipo Destino
universidade federal rural de PE

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia USP

[N

Este documento (Auterizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugio Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagéo abaixo, qualquer cidado podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.bri/sisbio).

Codigo de autenticacdo: 93642168 I“"l‘lll ‘”l‘m“‘ m
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
"~ Sistema de Autorizago e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 37855-1 l Data da Emissdo: 03/09/2013 15:53 | Data para Revalidagao*: 03/10/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacé@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado per meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular
Nome: Marcio André da Silva CPF: 032.810.424-81

Titulo do Projeto: Caracterizagao biol6gica e genotipica de Toxoplasma gondii de mamiferos e aves silvestres de Pernambuco, Brasil.

Nome da Instituicdo : universidade federal rural de PE l CNPJ: 24.416.174/0001-06

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato n&o
contemplado na autorizag&o ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasiao da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato deveré ser acompanhado da autorizagéo ou da licenga permanente com a devida
anotacéo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicio cientifica e, depositado,
preferencialmente, em coleg&o bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticacéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticacao: 93642168 ‘|||mﬂ|“||]|m|”||
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ANEXO B - Autorizacio da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)

- %4
% Universidade Federal Rural de Pernambuco
UFRPE Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,

Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

Comissiao de ética no uso de animais - CEUA &

Licen¢a para o uso de animais em experimentacéo e/ou ensino

O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de
Pemambuco, no uso de suas atribui¢des, autoriza a execugio do projeto
descriminado abaixo. O presente projeto também se encontra de acordo com as

normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

Numero da licenga 109/2014

Numero do processo 23082.014319/2013

Data de emissdo da licenca 08 de Setembro de 2014

Titulo do Projeto Caracterizagio bioldgica e genotipica de toxoplasma

gondii de mamiferos e aves silvestres de espécies

cinegéticas em Pernambuco, Brasil.

Finalidade (Ensino, Pesquisa, | Pesquisa

Extenséo)

Responsavel pela execugo do | Jean Carlos Ramos da Silva

projeto

Colaboradores Marcio André da Silva; Rinaldo Aparecido Macedo
de Andrade; Leucio Camara Alves; Solange Maria
Gennari; Hilda Fatima de Jesus Pena.

Tipo de animal € quantidade Ave silvestre; 30, Camundongo isogénico;600,

total autorizada Mamifero silvestre; 30, total de 660 animais

/ : S5 PP D Natleyoe Ao
Prof®. Dra. Marléyhe José Afonso Accioly Lins Amorim B Goordessdora CEU Anm

(Presidente da CEUA-UFRPE)




ANEXO C — Autorizagio da Agéncia Estadual de Meio Ambiente de Pernambuco

(CPRH)
T Agéncia
o Estadual de
O Meio Ambiente
PERNAMBUCO
GOVERNO DO ESTADO
AUTORIZACAO

Fica o Doutorando Marcio André da Silva, da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), autorizado a coletar material bioldgico das aves e dos mamiferos silvestres oriundos
desta Agéncia Estadual de Meio Ambiente (CPRH), que estio em tratamento e depositados no
Parque Dois Irméos, localizado na Praga Farias Neves, s/n, Dois Irmfos — Recife/PE, para o
desenvolvimento do projeto de doutorado intitulado “Caracterizacio Biolégica e Genotipica de
Toxoplasma gondii de Mamiferos e Aves Silvestres em Pernambuco, Brasil®, conforme
solicitagdo protocolada nesta Agéncia sob o n°® 010675/2014. O periodo de coleta de material
biolégico ocorrerd a partir do més de abril/2015 até o més de dezembro/2015. Fica autorizado,

também, o uso de material bioldgico ja coletado para esta Agéncia, antes dessa data.

¢ B Recife, 13 de abril de 2015.
/-K)o}r aca £ Tavssgn
=L Patricia Ferreira Tavares

E Gerente da Unidade de Gestdo de Fauna
UGF/DRFB

Matricula 278.558-7
ASSINATURA E CARIMBO DA AUTORIDADE EXPEDIDORA

OBSERVACOES

Esta Autorizag8o ndo permite a captura e nem o transporte de animais silvestres;

Os métodos empregados na coleta de material bioldgico devem gerar estresse minimo aos animais;
Em caso de modificagdes no presente cronograma, a CPRH devera ser comunicada oficialmente
‘com antecedéncia;

Ao final da pesquisa, o doutorando devera apresentar a esta Agéncia relatério final dos
procedimentos adotados, inclusive com registro fotografico, e resultados da pesquisa;

Valida somente sem emendas e/ou rasuras; :

R

ia Santana, 367, Casa Forte Recife - PE CEP 52060-460 CNPJ: 06.052.204/0001-52 Tel.: 81 3182.8800 Site: www.cprh.pe.gov.br
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ANEXO D — Autorizacao do Parque Estadual Dois Irmaos (PEDI)

R PERHAMBUEU

RRERNNG £ 2

o PARECER TECNICO

Recife, 24 de abril de 2014.-

Projeto: “Caracterizacdo Biolégica e Genotipica de
: Toxoplasma gondii de Mamifero e Aves
Silvestres em Pernambuco, Brasil.

Acervo Bibliogréfico PEDI: n. 216, ano 2014

- Pesquisadores: Prof. Dr. Jean Carlos Ramos da Silva
Instituicdo proponente: Universidade Federal Rural de Pernambuco

REVISOR: 1

Autorizado o desenvolvimento com a seguinte ressalva:

1. Devera ser observada a necessidade da coleta do material pela equipe técnica do Zod
reforcando o primeiro paragrafo, linhas 7 a 11 da pag. 10;

2. Os animais caracterizados como “Vida Livre” Sio de responsabilidade do CETAS em
acordancia entre o IBAMA e o CPRH, portanto cabe a tais 6rgios autorlzar tal pesquisa
nos animais apreendidos, mesmo que estejam sob nossa custodia.

arreto de Siqueira :
denado:(}e’en&hco o

ual de Dois Imaos

8'6\/\' \powﬂc\ U %\MJ\ \\i:\?

o de Siqueira Silvana PauIa Valdevino da Silva q\'\@ ‘o'-‘\
PEDI: Gerente Executiva - PEDI Q% Q«.\‘\ 5
5\\\‘!" \i"‘,Q o

PRACA FARIA NEVES, S/N - DOIS IRMAOS - RECIFE/PE
52171-011 - FONE: (81)31847754 / 31847750
www.parqueestadualdoisirmaos.pe.gov.br




92

ANEXO E — Autorizacio da Comissao de Bioética da Universidade de Sao Paulo (USP)

UNIVERSIDADE DE SAQ PAULQ a

FACULDADF DE MEDICINA VLIERINARIA| L ZOOTECNIA S

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado: “Isolamento e caracterizagio biologica e
genotipica de toxoplasme goridii em animais selvagens o Brasil”, protocolado sob
o N°1588/2008, utilizando 100 (cem) espécies variaday de mamileros ¢ aves, sob &
responsabilidade da Profa. Dra. Solange Marin Gennari, estd de acordo com 0é
principlos étcos de experimentagfio animal da Comissdo ce Bioélica da
Faculdade de Medicina Veterindria ¢ Zootecnia da Universidade de Sao Paulo »

foi aprovado em reunido de 11/02/09.

(We certify that the Rescarch “lsolation and biological a?"ld genotipical
characterization of toxoplasma gondii from Brazilian wild animals”, protecol
number 1388/2008, utilizing 100 (one hundred} mammals and !alrds, under the
responstbility Profa. Dra. Solange Maria Gennari, agree with Ethical Principles in
Animal Research adopted by Bioethic Commission of the School of Veterinary
Med:cine and Zootechny of University of So Paulo and was aaproved in the
meeting of day 02/ 11/09).

Sao Pdulo, 12 de fpvereiro du 2009
1 ~




