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Introducao

Atoxoplasmose é uma doenca infecciosa, endémica no Brasil, causada pelo protozoario Toxoplasma
gondii, um parasita intracelular obrigatorio de distribuicao cosmopolita. A transmissao horizontal
ocorre por meio da ingestdo de oocistos (esporozoitas), cistos (bradizoitas) e taquizoitas.
Os oocistos sao eliminados nas fezes de felideos (hospedeiros definitivos), como o gato; e, no
ambiente, sofrem esporulagao, contaminando areia, solo, agua e vegetais. Os cistos teciduais
podem ser ingeridos por meio do consumo de carnes cruas ou malcozidas. Outras vias de
transmissao incluem: ingestao de leite de cabra, transfusao de sangue e transplante de orgaos
(MITSUKA-BREGANO; LOPES-MORI; NAVARRO, 2010).

A transmissao vertical pode ocorrer quando a gestante adquire infeccao primaria durante
a gestacao, os taquizoitas atravessam a barreira placentaria e atingem o feto. Apesar do carater
endémico da toxoplasmose, a notificacao de surtos em humanos é baixa quando comparada
a outras doencas alimentares. Isso ocorre devido ao carater autolimitante da infeccao em
individuos imunocompetentes, com manifestagoes clinicas ausentes ou de pouca expressao.
A sintomatologia pode ser agravada de acordo com a quantidade do indculo, via de transmissao,
imunidade do individuo e viruléncia da cepa, conferindo sinais clinicos mais severos.
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Caracteristicas e impactos de surtos de
toxoplasmose por via hidrica e alimentar

Devido a grande quantidade de oocistos eliminados pelos felideos durante a primo-infeccao
e a alta resisténcia, os oocistos podem atingir muitos hospedeiros. Surtos de toxoplasmose
causados por oocistos sao oriundos da contaminacao do ambiente, da agua e de alimentos.
Em surtos de veiculagao hidrica, o nimero de pessoas afetadas € maior quando comparado aos
de origem alimentar; isso ocorre porque a agua é distribuida a muitos individuos e permanece
como via de transmissao até que seja totalmente utilizada ou consumida e, assim, haja o
esgotamento de oocistos na fonte. Em relagao aos alimentos, a contaminacao geralmente ocorre
em lotes, limitando o nimero de casos. Todavia, a contaminacao de grandes lotes distribuidos
em diferentes regides pode levar a casos dispersos em uma grande area geografica (CHOI
et al., 1997; PINTO-FERREIRA et al., 2019).

Importancia de confirmacao de surtos

Durante a ocorréncia de surtos de veiculacao hidrica e alimentar, a identificacao da via de
transmissao é de grande importancia para interromper a cadeia de transmissao. A interrupcao
precoce reduz o nimero de casos. Um estudo epidemiologico é de extrema importancia na sele¢ao
das possiveis fontes de infeccao e vias de transmissao a serem investigadas. A confirmacao
destas ocorre por meio do diagnostico laboratorial/isolamento direto do protozoario, associado
as evidéncias epidemiologicas resultantes de estudos observacionais (e.g.: caso-controle).

Dificuldade e limitacoes

A conclusao dos surtos de toxoplasmose geralmente se baseia em resultados epidemiologicos,
visto que o isolamento do parasita € raro. O aparecimento dos sinais clinicos e as notificacoes,
em sua maioria, sao tardios, e essa demora prejudica a confirmacao laboratorial, pois amostras
ambientais, como a agua, renovam-se rapidamente, nao restando material representativo do
periodo do evento. Outra dificuldade inerente a esse tipo de amostra é a presenca de inibidores
naturais de amplificagdo do acido desoxirribonucleico (DNA) em diagnostico molecular - os
acidos himicos, produto da degradacao de compostos organicos, sao 0s mais comuns. Para
superar essa dificuldade, devem-se usar kits de extracao de DNA e protocolos especificos
capazes de remover inibidores.
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Importancia do isolamento e genotipagem

Oocistos de T. gondii podem ser encontrados no ambiente em situagoes comuns, ou seja, sem
que haja existéncia de um surto. Por esse motivo, &€ importante utilizar ferramentas moleculares
capazes de diferenciar os genotipos de T. gondii. As amostras ambientais positivas devem ser
comparadas aos isolados de amostras clinicas da populacao atingida, o que permitira apontar
associagoes plausiveis. Sempre que possivel, essa abordagem devera ser utilizada para se evitar
erros: na determinagao das fontes de infeccao, nas vias de transmissao e, consequentemente,
na resolugao final do surto.
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Breve historico

O primeiro surto de toxoplasmose no mundo, descrito na literatura, ocorreu em 1965 em um
seminario em Braganca Paulista, Sao Paulo, Brasil, afetando nove internos (MAGALDI et al., 1967).
Na época, o ciclo do parasita ainda nao havia sido completamente elucidado e os autores
suspeitaram de inimeras formas de infeccao. Apos essa primeira descricdo, varios outros surtos
foram relatados em todos os continentes, sendo as principais vias de transmissao envolvidas:
carne de animais domeésticos e de caca; geofagia; leite de cabra ndao pasteurizado; vegetais de
consumo cru; frutas e agua. A agua, por sua vez, foi a causa dos surtos de maior expressao no
mundo, ocorridos em Santa Isabel do lvai, no estado do Parana, entre 2001 e 2002, com um
total de 426 afetados, e em Santa Maria (MOURA et al., 2006), no Rio Grande do Sul, em 2018,
com mais de 900 casos (MINUZZI et al., 2020). A Tabela 1 lista os principais surtos ocorridos no
Brasil desde 1965.
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TABELA 1« Principais surtos de toxoplasmose no Brasil

Ano Local Casos (n) Via de Transmissao Suspeita
1965 SP 09 Carne bovina

1967 SP 99 Carne bovina

1984 MG 03 Leite de cabra

1993 PR 17 Carne de cordeiro

2000 SP 113 Agua

2001 PR 426 Agua

2004 RS 40 Contato com areia e solo
2005 PA 10 Embutidos (carne suina)
2006 GO 61 Carne de cordeiro

2006 GO M Carne de cordeiro

2006 SP 06 Carne bovina

2009 SP M Vegetais

2010 RJ 31 Contato com areia e solo
2010 RN m Vegetais

2011 RO 141 Vegetais

2011 MT 53 Vegetais

2013 PA 73 Vegetais

2014 PA 45 Vegetais

2015 PR 46 Vegetais

2015 MG 50 Agua

2015 RS 88 Carne bovina

2016 PR 22 Vegetais

2017 GO 78 Queijo

2017 ES 20 Vegetais

2017 PR 56 Vegetais

2018 RS 902 Agua

Fonte: (PINTO-FERREIRA et al., 2019).
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Etapas analiticas

Durante a infeccao pelo T. gondii em felinos, oocistos sao eliminados em grandes quantidades,
podendo chegar a 10° oocistos por grama de fezes na fase aguda. Mesmo com tamanha
eliminacao, quando esses oocistos alcancam o ambiente, sao diluidos no meio; portanto, nas
amostras ambientais sao encontrados em concentragao menor do que em amostras clinicas.
A diferenca desses dois tipos de amostras inviabiliza a utilizagao de alguns métodos amplamente
validados e empregados as amostras clinicas no diagnostico ambiental. Os métodos utilizados
em amostras ambientais e de alimentos incluem trés etapas principais:

Concentragao

A diluicao dos oocistos na matrizambiental pode levar a uma concentracao de oocistos abaixo do
limite de deteccao. O objetivo desta etapa & concentrar um volume maior de oocistos para que as
técnicas de detecgao sejam capazes de detectar oocistos em amostras com baixa concentracao.

Purificacao

Durante a etapa de concentragao, sao concentrados diversos organismos e compostos ambientais,
além dos oocistos; portanto, esta etapa tem por objetivo retirar o maximo de componentes que
possam interferir na detecgao.

Deteccao

Na etapa de deteccao, ha a visualizacao direta do parasita, seja por meio da sua estrutura
morfologica completa, como no caso da microscopia optica, ou por parte dela, como o DNA
observado durante as metodologias moleculares.

A confiabilidade dos resultados das analises depende, em grande parte, da adocgao de
procedimentos adequados para a coleta e o transporte das amostras. Apos a coleta da amostra,
é imprescindivel que esta seja adequadamente identificada, com data, tipo de material, local
coletado e responsavel pela coleta.

O material deve ser acondicionado em embalagem vedada, de forma que o contelido interno
nao tenha contato com o externo. Além disso, precisa ser colocado sob refrigeracao em caixa
isotérmica contendo gelo para transporte até o local de processamento. Caso as amostras
nao sejam processadas no mesmo municipio, elas devem ser encaminhadas e entregues ao
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laboratorio de processamento em um prazo maximo de 48 horas, para que nao haja degradacao
do material. Durante o transporte, deve-se evitar que as amostras fiquem soltas no interior
da caixa; para isso, recomenda-se que seja utilizado algum material que as imobilize (e.g.

papel, isopor).

Protocolos para investigacao de Toxoplasma gondii em amostras ambientais e alimentares
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Deteccao de oocistos de Toxoplasma
gondii em amostras de agua’

Definicao de amostra
» Agua tratada: agua submetida a processos fisicos, quimicos ou combinacéo destes, visando

atender ao padrao de potabilidade.

= Agua bruta: agua de mananciais, superficiais ou subterraneos, captada para ser tratada
e distribuida.

= Agua de pogo: agua subterrinea captada por meio de escavacio/perfuracdo em solo ou
rochas com o objetivo de produzir um furo vertical.

= Agua de mina: agua proveniente de ponto onde a agua aflora a superficie do solo.

Indicacao

Este protocolo é indicado para a concentracao de amostras de agua tratada e agua bruta. Altos
valores de turbidez (>50 UT) diminuem a eficiéncia da técnica.

Material

= Bombona plastica de primeiro uso.

= Tween 80 (Polisorbato 80).

= Bomba a vacuo (recomenda-se: TECNAL TE-058).

= Mangueira de silicone.

= Kitasato 4 litros.

= Sistema de filtro em vidro do tipo Pyrex.

= Membrana de éster de celulose de no maximo 5 ym de porosidade e 47 mm.
= Placas de Petri.

= Alca plastica calibrada.

= Pipetas de Pasteur descartavel.

= Tubos para centrifugacao de fundo conico (50 mL).

= Centrifuga.

"Protocolo adaptado de Franco et al. (2012).
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Coleta

A coleta deve ser realizada por meio de bombonas de plastico, tanto em torneiras quanto
diretamente no reservatorio ou manancial (nesse caso, deve-se prevenir que o ato de coleta
ndo revolva o sedimento). O volume a ser coletado deve ser superior ao volume necessario
para a filtracdao descrito a seguir:

» Agua bruta de mananciais superficiais: minimo 3 litros.
= Agua tratada: 100 litros.

= Agua de minas e pocos: 100 litros.

Concentragao

Filtracao

1. Conectar a bomba a vacuo, por meio de uma mangueira de silicone, ao sistema.

2. Conectar o sistema de filtro ao Kitasato, assegurando a pressao da sucgao a vacuo.
3. Posicionar a membrana disponivel na superficie do sistema de filtro em vidro Pyrex.
4. Ligar a bomba a vacuo.

5. Enxaguar o sistema de filtro com Tween® 80 (0,1%).

6. Colocar a amostra de agua dentro do coletor do sistema de filtro em vidro Pyrex.

7. Nao exceder a velocidade de filtracao de 4 L/min.

8. Sempre que a velocidade da filtracao diminuir drasticamente, efetuar a troca, pois houve
a saturacao da membrana filtrante (a frequéncia da troca de membranas dependera da turbidez
da amostra de agua).

9. Ficar atento a temperatura da bomba a vacuo e, se necessario, desligar em intervalos para
evitar queima do aparelho.

A eluicao das membranas contendo o concentrado podera ocorrer posteriormente. Caso
a opcao seja envia-las a outro laboratorio, recomendamos:

= Acondicionar as membranas utilizadas em sacos plasticos estéreis do tipo ziplock, contendo
solugao de Tween 80 (0,1%).

= Para assegurar a vedagao completa, utilizar fita adesiva, garantindo que nao haja perda do
contetdo.

Obs.: entende-se por embalagem vedada aquela em que nao ha contato do conteido interno
com o externo, nem do externo com o interno.

= |dentificar a procedéncia das membranas (ponto de coleta, cidade, estado).
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Refrigerar e enviar em caixa isotérmica com gelo reciclavel.

Enviar as membranas para analise em até 24 horas apos a filtragem.

Eluicao das membranas

1.

8.

Remover cuidadosamente a membrana do saco plastico, colocar em placa de Petri (estéril)
e umedecer com solucgao de eluicao (Tween 80 a 0,1%).

. Realizar a extracao mecanica da membrana com auxilio de al¢a plastica calibrada durante

20 minutos, obtendo-se o eluido.

. Centrifugar o eluido juntamente a solucao de dentro do saco plastico a 2100 x g, durante

10 minutos.

. Retirar o sobrenadante cuidadosamente, com auxilio da pipeta Pasteur.

. Ressuspender o pellet com solucao de eluicao (Tween 80 a 0,1%).

a. Se, na etapa 3, for necessario mais de um tubo, transferir o pellet de todos os tubos para
um Unico.

. Centrifugar a 2100 x g durante 10 minutos.

Retirar o sobrenadante cuidadosamente, com auxilio da pipeta Pasteur, deixando o necessario
de solucao para ressuspender o sedimento.

Acondicionar em microtubo estéril e armazenar sob refrigeracao (4°C).

Quando o sedimento final for maior que 500 pL, deve-se realizar a purificagao antes da deteccao.

Purificacao

1.

2.

Ressuspender a amostra concentrada (2-5 mL) em 40 mL de solu¢do de sacarose (g.sp.=1,208 g/mL).

Centrifugar a 1.250 x g por 10 minutos.

. Coletar os 5 mL do menisco superficial do material centrifugado com auxilio da pipeta Pasteur

e transferir para um tubo de centrifugacao de fundo conico de 50 mL novo.

. Adicionar 40 mL de agua destilada e homogeneizar.
. Centrifugar a 2100 x g durante 10 minutos.

. Descartar cuidadosamente o sobrenadante com auxilio da pipeta Pasteur e ressuspender

o sedimento formado com 0,5 mL - 1,5 mL de agua destilada (deve ser utilizado o volume
suficiente para ressuspender o sedimento e formar uma mistura de aparéncia homogénea).

Acondicionar, em microtubo estéril, o material purificado e armazenar sob refrigeracao (4°C)
até o momento da deteccao por exame direto ou extracao de DNA.

» NOTA: a densidade de oocistos de Toxoplasma gondii é de 111~114 g/mL.
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PREPARAGAO DA SOLUGAO DE SACAROSE:

Densidade 1.275 g/mL: Solucao A
Pesar 128 g de aclcar cristal
100 ml de agua destilada

(0,8% de fenol para conservar)

Densidade 1.208g/mL: Solu¢ao B
3 partes da solucao A

1 parte de agua destilada

Deteccao
1. Realizar a montagem de 20 uL do concentrado/purificado em lamina e laminula.

2. Realizar a leitura em microscopia 6tica, contraste de fase ou microscopia de luz UV com excitagao
de 330 a 380 nm e barreira de 400 nm na objetiva de 40X.

3. Quando positiva, a amostra apresentara oocistos de aproximadamente 12 um; quando nao
esporulados, caracterizados pelo formato esférico com o interior morulado; e, quando
esporulados, formato esférico a eliptico contendo dois esporocistos com quatro esporozoitas
em seu interior.

4, Armazenar em 4°C até o momento da extracao de DNA (vide observagdes na pagina 35).

Protocolos para investigacao de Toxoplasma gondii em amostras ambientais e alimentares
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Deteccao de oocistos de Toxoplasma gondii

em amostras de lodo e agua de retrolavagem
de filtros:

Definicao de amostra
= Lodo de decantagao: lodo resultante da decantagao apos etapas de coagulagao/floculacao
em esta¢ao de tratamento de agua.

= Agua de retrolavagem de filtros: efluente resultante da limpeza/lavagem dos filtros da
Estacdo de Tratamento de Agua.

= Lodo de caixa-d’agua e reservatorios: sedimento acumulado no fundo de caixas de agua
residenciais e reservatorios, resultante da decantacao durante a reservagao.

Indicagao

Este protocolo é indicado para deteccao de oocistos de T. gondii em amostras de lodo de
decantacao, lodo de caixa-d’agua e agua de retrolavagem de filtros. Amostras de lodo de
decantacao representam grande desafio analitico, devido ao seu aspecto de lama, sao
consideradas extremamente complexas e de dificil concentragao, durante o processamento,
um grande volume de concentrado é gerado e dificulta a deteccao.

Material

= Bombona plastica de primeiro uso.

= Tween 80 (polisorbato 80).

= Pipetas Pasteur descartavel.

= Tubos de centrifugacdo de fundo conico (50 mL).
= Centrifuga.

= Microtubos.

2Protocolo adaptado de Ladeia et al. (2018).
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Coleta

Lodo de decantacao: utilizando bombonas de plastico, coletar a amostra por meio de
amostrador na descarga do lodo no decantador ou no reservatorio de armazenamento.

Agua de retrolavagem de filtros: coletar o residuo por meio de amostrador durante o
processo de retrolavagem do filtro, utilizando bombonas de plastico.

Lodo de caixa-d’agua: esvaziar reservatorio até restar apenas o volume morto (cerca de
5-10 cm de agua) do reservatorio com cuidado para que a vazao nao revolva o sedimento,
apos o esvaziamento revolver o lodo com o volume morto e coletar com auxilio de bom-
bonas de plastico.

Obs.: Nos trés tipos de amostras deve-se coletar 3 litros.

Procedimento para o envio das amostras:

Caso as amostras nao sejam processadas no mesmo municipio, devem ser encaminhadas
em caixa isotérmica com gelo reciclavel para o local de processamento.

Evitar que as amostras fiquem soltas no interior da caixa, para isso, recomenda-se que seja
utilizado algum material que as imobilize (e.g. papel; isopor).

Concentragao

1.

2.

O volume a ser concentrado é de 500 mL.

Adicionar as amostras Tween 80® (1%) na propor¢ao de 10% do volume total de amostra
(e.g. para 500 mL, adicionar 50 mL de Tween 80 1%).

. Distribuir a amostra em tubos de centrifugacao de fundo conico de 50 mL e centrifugar a

2100 x g durante 10 minutos.

. Descartar o sobrenadante cuidadosamente, com auxilio da pipeta Pasteur, e ressuspender

o sedimento.

. Transferir o sedimento para um @nico tubo.

. Centrifugar a 2100 x g durante 10 minutos.

Descartar o sobrenadante cuidadosamente e ressuspender o sedimento.

. Acondicionar em microtubo sob refrigeracao (4°C) até o momento da purificacdo, caso a

purificacdo seja realizada imediatamente ndo é necessario o acondicionamento em microtubo.
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Purificacao

1.

Ressuspender a amostra concentrada (2-5 mL) em 40 mL de solugdo de sacarose (g.sp.=
1,208 g/mL).

. Centrifugar a 1.250 x g por 10 minutos.

. Coletar os 5 mL do menisco superficial do material centrifugado com auxilio da pipeta Pasteur,

e transferir para um tubo de centrifugacao de fundo conico de 50 mL.

. Adicionar 40 mL de agua destilada e homogeneizar.
. Centrifugar a 2100 x g durante 10 minutos.

. Descartar cuidadosamente o sobrenadante com auxilio da pipeta Pasteur e ressuspender

o sedimento formado com 0,5 - 1,5 mL de agua destilada (deve ser utilizado o volume suficiente
para a ressuspender o sedimento e formar uma mistura de aparéncia homogénea).

Acondicionar em microtubo estéril o material purificado e armazenar sob refrigeragao (4°C)
até o momento da deteccao.

» NOTA: densidade de oocistos de T. gondii é de 1,11~1,14 g/mL.

Deteccao

1.

2.

3.

Realizar a montagem de 20 uL do concentrado/purificado em lamina e laminula.

Realizar a leitura em microscopia 6tica, contraste de fase ou microscopia de luz UV com excitagao
de 330 a 380 nm e barreira de 400 nm na objetiva de 40X.

Armazenar em 4°C até o momento da extracao de DNA (vide observagdes na pagina 35).
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Deteccao de oocistos de
Toxoplasma gondii em amostra de solo’

Definicao
Solo arenoso: Esse tipo de solo apresenta textura arenosa que proporciona no maximo 15% de

argila e no minimo 70% de particulas de areia em relacao as particulas totais do solo.

Solos argiloso: Esse tipo de solo apresenta textura argilosa e muito argilosa, tendo na composicao
granulométrica de 35% a 60% de particulas do tamanho argila que confere alta capacidade de
retencao de agua.

Indicacao

Este protocolo é indicado para a deteccao de oocistos de T. gondii em amostras de solo. Amostras
de solos argilosos sao consideradas extremamente complexas por terem aspecto de argila,
assim sao de dificil concentracao. Um grande volume de concentrado é gerado e dificulta a
deteccao, a fim de superar esse problema a quantidade de amostra de solo argiloso & menor
em relacao a solo arenoso.

Material

= Embalagem plasticas de primeiro uso (ex.: frascos para coleta de material biologico).
= Colher descartavel de primeiro uso.

= Balanca analitica.

= Pipetas de Pasteur descartavel.

= Tubos de centrifugacdo de fundo cénico (50 mL).

= Centrifuga.

= Microtubos

3Protocolo adaptado de Oliveira (2012).
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Coleta

Dividir a area de interesse em quadrantes de aproximadamente 1 m2.

Coletar aproximadamente 10 a 20 gramas de solo superficial (até 5 cm de profundidade) em
cinco pontos dentro do quadrante, acondicionando-as em uma Gnica embalagem plastica
de primeiro uso, totalizando de 50 a 100 gramas de solo.

Identifique a amostra quanto ao local e a data de coleta.

Assegure que a embalagem com a amostra esteja completamente vedada.

Procedimento para o envio das amostras:

Caso as amostras nao sejam processadas no mesmo municipio, essas devem ser encami-
nhadas em caixa isotérmica com gelo reciclavel para o local de processamento.

Evitar que as amostras fiquem soltas no interior da caixa, recomenda-se que seja utilizado
algum material que as imobilize (e.g. papel; isopor).

Concentragao

Para solo argiloso:

1.

Separar a amostra a ser analisada em aliquotas de 10 gramas em um tubo de centrifugacao
de fundo conico de 50 mL.

. Completar o tubo com glicina 1M até 40 mL.
. Homogeneizar em agitador de mesa rotativa por 30 min a 20 rpm.
. Completar com glicina 1M e repousar por 5 minutos.

. Passar o sobrenadante para outro tubo com auxilio de pipeta Pasteur, restando no fundo apenas

particulas grosseiras de solo.

. Centrifugar o sobrenadante a 2100 x g por 10 minutos.

Descartar o sobrenadante cuidadosamente, até restar solucao suficiente para ressuspender
o sedimento.

. Acondicionar em microtubo sob refrigeracao (4°C) até o momento da purificacao, caso a

purificacdo seja realizada imediatamente ndo é necessario o acondicionamento em microtubo.

Para solo arenoso:

1.

2.

Separar a amostra a ser analisada em aliquotas de 30 gramas tubo de centrifugacao de fundo
conico de 50 mL.

Completar o tubo com glicina 1M até 40 mL.
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3. Homogeneizar em agitador de mesa rotativa por 30 min a 20 rpm.
4, Completar com glicina 1M e repousar por 5 minutos.

5. Passar o sobrenadante para outro tubo com auxilio de pipeta Pasteur, restando no fundo apenas
particulas grosseiras de solo.

6. Centrifugar o sobrenadante a 2100 x g por 10 minutos.

7. Descartar o sobrenadante cuidadosamente, até restar solucao suficiente para ressuspender o
sedimento.

8. Acondicionar em microtubo sob refrigeracao (4°C) até o momento da purificacao, caso a
purificacdo seja realizada imediatamente ndo & necessario o acondicionamento em microtubo.

Purificacao

1. Ressuspender a amostra concentrada (2 mL a 5 mL) em 40 mL de solugdo de sacarose
(g.s.p.=1,208 g/mL).

2. Centrifugar a 1.250 x g por 10 minutos.

3. Coletar os 5 mL do menisco superficial do material centrifugado com auxilio da pipeta Pasteur,
e transferir para um tubo de centrifugacao de fundo conico de 50 mL novo.

4, Adicionar 40 mL de agua destilada e homogeneizar.
5. Centrifugar a 2100 x g durante 10 minutos.

6. Descartar cuidadosamente o sobrenadante com auxilio da pipeta Pasteur e ressuspender
o sedimento formado com 0,5 mL a 1,5 mL de agua destilada (deve ser utilizado o volume
suficiente para a ressuspender o sedimento e formar uma mistura de aparéncia homogénea).

7. Acondicionar em microtubo estéril o material purificado e armazenar sob refrigeragao (4°C)
até o momento da detecgao.

» NOTA: densidade de oocistos de Toxoplasma gondii é de 1,11~14 g/mL.

Deteccao
1. Realizar a montagem de 20 ulL do concentrado/purificado em [dmina e laminula.

2. Realizar a leitura em microscopia 6tica, contraste de fase ou microscopia de luz UV com excitagao
de 330 a 380 nm e barreira de 400 nm na objetiva de 40X.

3. Armazenar em 4°C até o momento da extragao de DNA (vide observagoes na pagina 35).
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Deteccao de oocistos de Toxoplasma
gondii em amostras hortalicas folhosas*

Definicao de Amostra

Denomina-se de hortalicas folhosas todo e qualquer alimento cultivado em hortas, que tem
como parte comestivel as folhas, tais como a rlcula, alface, espinafre e couve.

Indicacao

Este protocolo é indicado para detecgao de oocistos de Toxoplasma gondii em amostras de
hortalicas folhosas.

Material

Embalagem plasticas de primeiro uso.
= Luvas.
= Caneta para identificacao de amostras.

= Caixa isotérmica com gelo reciclavel.

Tubos de centrifugacao de fundo coénico de 50 mL.

= Balanca.

Centrifuga.

Coleta

= Em hortas, coletar uma touceira de vegetal, aleatoriamente, a cada 100 m? de area cultivada.
= Descartar folhas em decomposicao e excesso de solo.

= Em mercados, feiras e sacoldes, coletar duas touceiras de vegetal.

Colocar em saco plastico de primeiro uso e identificar a amostra quanto ao local e a data
de coleta.

= Assegurar-se de que a embalagem com a amostra esteja completamente vedada.

= Acondicionar em caixa isotérmica refrigerada até o local de processamento.

“Protocolo adaptado de Ferreira et al. (2018).
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Procedimento para o envio das amostras

Caso as amostras nao sejam processadas no mesmo municipio, devem ser encaminhadas
em caixa isotérmica com gelo reciclavel para o local de processamento.

Evitar que as amostras fiquem soltas no interior da caixa, para que as folhas nao sejam
danificadas. Para isso, recomenda-se que seja utilizado algum material que as imobilize
(e.g. papel; isopor).

Concentragao

1.

Pesar 50 g de folhas de hortalicas em um saco plastico de primeiro uso, descartando as folhas
degradadas, se houver.

. Adicionar ao saco plastico 200 mL de solucao extratora glicina 1M e agitar manualmente por

5 minutos.

. Fazer um pequeno corte em uma das extremidades do saco e distribuir o extrato em tubos de

centrifugacao de fundo conico de 50 mL.

. Centrifugar o extrato em velocidade de 2100 x g por 10 minutos.

. Descartar o sobrenadante, agrupar os sedimentos em um nico tubo de centrifugacao de fundo

conico de 15 mL. Caso seja necessario, completar com solucao de glicina 1M.

. Centrifugar a 2.100 x g por 10 minutos, descartar o sobrenadante com auxilio de uma pipeta

Pasteur, mantendo apenas o sedimento.

Purificacao

1.

Ressuspender a amostra concentrada (2 mL a 5 mL) em 40 mL de solucao de sacarose
(g.5p.=1,208 g/mL).

. Centrifugar a 1.250 x g por 10 minutos.

. Coletar os 5 mL do menisco superficial do material centrifugado com auxilio da pipeta Pasteur

e transferir para um tubo de centrifugacao de fundo conico de 50 mL novo.

. Adicionar 40 mL de agua destilada e homogeneizar.
. Centrifugar a 2100 x g durante 10 minutos.

. Descartar cuidadosamente o sobrenadante com auxilio da pipeta Pasteur e ressuspender

o sedimento formado com 0,5 mL a 1,5 mL de agua destilada (deve ser utilizado o volume
suficiente para a ressuspender o sedimento e formar uma mistura de aparéncia homogénea).

Acondicionar, em microtubo estéril, o material purificado e armazenar sob refrigeracao (4°C)
até o momento da deteccao.

» NOTA: densidade de oocistos de Toxoplasma gondii é de 1,11~1,14 g/mL.
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Deteccao
1. Realizar a montagem de 20 ulL do concentrado/purificado em [dmina e laminula.

2. Realizar a leitura em microscopia otica, contraste de fase ou microscopia de luz UV com excitagao
de 330 a 380 nm e barreira de 400 nm na objetiva de 40X.

3. Armazenar em 4°C até o momento da extracao de DNA (vide observacoes na pagina 35).
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Deteccao de Toxoplasma gondii
em amostras de leite

Definicao
Secrecao liquida de coloracgao branca, opaca, produzida por glandulas mamarias de fémeas da
classe dos mamiferos lactantes, com propriedades nutricionais e apta para o consumo humano.

Leite cru € o leite produzido por animais de producao que nao passou por aguecimento maior
que 40°C ou qualquer outro tipo de tratamento.

Indicacao

Este protocolo é indicado para detecgao de taquizoitas de Toxoplasma gondii em amostras
de leite cru. Os animais com suspeita de toxoplasmose com quadro agudo podem eliminar
taquizoitas pelo leite.

Material

= Algodao hidrofilo.

= Caixa isotérmica.

= Centrifuga de bancada para tubos de 50 mL.
= Frasco de coleta estéril.

= Gelo artificial para transporte.

= Luvas.

= Microtubo de 1,5 mL.

= Tubos de centrifugacao de fundo cénico de 50 mL.

SProtocolo adaptado de Ferreira Neto et al. (2018).
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Coleta

1. Para antissepsia dos tetos das fémeas suspeitas de secretarem leite cru com presenca de
T. gondii, deve-se realizar técnica de pré-dipping.

2. Realizar a ejecao dos trés primeiros jatos de leite dos tetos para evitar contaminacao ambiental.

3. Coletar 50 mL de leite de fémeas em lactacao suspeitas por meio de ordenha manual.
Acondicionar o leite coletado em frasco estéril refrigerado a 4°C.

Obs.: antes de proceder com a ordenha manual da amostra de leite, deve-se executar antissepsia
adequada das maos e utilizar luvas de procedimento.

4, Para transporte das amostras de leite cru até o laboratorio, é necessario encaminha-las em
frascos vedados e refrigerados, com gelo artificial, em caixas isotérmicas a uma temperatura
que se mantenha entre 3°C e 7°C.

Obs.: entende-se por frasco vedado aquele em que nao ha contato do conteiido interno com
o0 externo, nem do externo com o interno. O material deve chegar ao laboratorio em até 48 horas
apos a coleta.

Concentragao

O processamento das amostras de leite cru é realizado com o intuito de diminuir elementos que
possam interferir negativamente no processo de extracao e purificagdo do DNA e que possam
inibir a Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR).

1. Transferir a amostra para tubo de centrifugacdo de fundo conico (50 mL).

2. Centrifugar a 1.000 x g por 10 minutos.

3. Remover a camada de gordura do sobrenadante por meio de algodao hidrofilo.

4. Ressuspender o pellet obtido em agua ultrapura até completar o volume de 50 mL.
5. Repetir as trés etapas anteriores por mais duas vezes.

6. Armazenar o pellet da dltima lavagem em microtubos de 1,5 mL a 4°C até o momento da extracao
de DNA.

Deteccao

Para a detec¢do de T. gondii é realizada a PCR. Deve-se extrair e purificar o DNA das amostras,
como consta no item “Extracdo e purificacao de acido desoxirribonucleico - DNA” (p. 35);
e, com o produto obtido, realizar a PCR, como consta no item “Reacao em Cadeia da Polimerase
— PCR” (p. 36).
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Deteccao de Toxoplasma gondii
em amostras de queijo°

Definicao
Queijo € um alimento soélido produzido a partir da coagulacao do leite de vacas, cabras, ovelhas,
bafalas e outros mamiferos.

Indicacao

Este protocolo € indicado para detecgao de oocistos de Toxoplasma gondii em amostras
de queijos.

Material

= Gaze.

= Pinga.

= Bisturi.

= Balanca.

= Embalagem plastica de primeiro uso.

= Luvas.

= Solucado de Tween 80 (0,1%).

= Tubos de centrifugacdo de fundo conico (50 mL).

= Centrifuga.

Concentragao

= Com auxilio de pincas e bisturis, cortar o queijo em fatias.

= Em um saco de primeiro uso, pesar 25 g da amostra colhida de varios pontos (superficie
e profundidade).

= Adicionar 225 mL de Tween 80 a 0,1%, fechar o saco e macerar a amostra manualmente por
2 minutos.

¢Protocolo adaptado de Costa et al. (2020).
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= Filtrar a suspensao em gaze dupla e transferir para tubos de centrifugacao de fundo conico
de 50 mL.

= Centrifugar a 2100 x g por 10 minutos.

= Descartar cuidadosamente o sobrenadante com auxilio da pipeta Pasteur até restar o
volume minimo necessario para ressuspender o sedimento.

= Aliquotar o sedimento em microtubo e armazenar a 4°C até a deteccao.

Deteccao

Para a deteccao de T. gondii, é realizada a PCR. Deve-se extrair e purificar o DNA das amostras,
como consta no item “Extracao e purificacdo de acido desoxirribonucleico - DNA” (p. 35);
e, com o produto obtido, realizar a PCR, como consta no item “Reacao em Cadeia da Polimerase
— PCR” (p. 36).
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Deteccao de Toxoplasma gondii
em amostras de carne’

Definicao
Carne é a massa muscular de diferentes espécies animais, e os demais tecidos que a acompanham
sao reconhecidos como aptos ao consumo humano.

Indicacao

Este protocolo € indicado para a deteccao de cistos de Toxoplasma gondii em amostras de carne
de espécies animais de sangue quente.

Material

= Agitador magnético com aquecimento ou incubadora tipo Shaker de bancada com aqueci-
mento.

» Agua destilada.

= Agulha 25x8 ou 25x7.

= Bisturi estéril.

= Caixa isotérmica.

= Centrifuga de bancada para tubos de 50 mL.

= Embalagem plastica de primeiro uso.

= Estreptomicina injetavel.

= Fita adesiva.

= Gaze.

= |nfraestrutura para atividades de biotério.

= |[amina para microscopio optico.

= Laminula 24 mm x 24 mm.

= Luvas.

= Medidor de pH (pHmetro).

7Protocolo adaptado de Dubey (1998).
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= Microscopio optico biologico binocular com aumento de até 1.000 vezes.
= Microtubo de 1,5 mL.

= Mixer de mao.

= Penicilina injetavel.

= Pepsina 1:10.000 100 g.

= Seringa de 3 mL.

= Tubos para centrifugacao de fundo conico de 50 mL.

Coleta

= QObter, pelo menos, 50 g de carne procedente de espécies de animais de sangue quente
(e.g. carne bovina, suina, de frango, de outras aves, de outros ruminantes e de outros animais
de sangue quente) que tenha sido consumida pelos individuos relacionados ao surto.

Obs.: no caso da impossibilidade de pecas de carne dessa ocasiao, coletar ao menos 50 g de
carne que esta sendo consumida no mesmo local de ocorréncia do surto e que tenha a mesma
procedéncia da carne consumida no periodo suspeito de infeccao dos individuos com T. gondii.

= Acondicionar as pecas obtidas em suas embalagens invioladas ou, se ja desembaladas,
acondicionar em sacos de primeiro uso e vedados com fita adesiva ou outro material que
permita vedacao eficaz.

Obs. 1: entende-se por embalagem vedada aquela em que nao ha contato do conteiido interno
com o externo, nem do externo com o interno.

Obs. 2: caso as embalagens originais das pegas nao apresentem vedacao eficaz, deve-se coloca-
las em embalagens de primeiro uso e vedar como recomendado acima.

= |dentificar as amostras quanto ao corte de carne, a data de fabricacao, a data de coleta e ao
local de coleta.

= Para o transporte, a(s) peca(s) de carne de interesse deve(m) ser enviada(s) nas embalagens
vedadas e refrigeradas, com gelo artificial para transporte, em caixas isotérmicas a uma
temperatura que se mantenha entre 3°C e 7°C.

Obs.: 0 material deve chegar ao laboratorio em até 48 horas apos a coleta.

Concentragao

Para ruptura dos cistos de T. gondii da massa muscular e liberacao dos bradizoitas em solucao
salina, é realizada a técnica de digestdo péptica proposta por Dubey (1998). O principio da
técnica é a replicacao in vitro do processo de digestao gastrica que ocorre naturalmente nos
individuos no momento da infeccao para a liberacao dos bradizoitas, para que possam invadir
0s enterocitos.
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Execucao da técnica de digestao péptica

1. Efetuar limpeza do tecido muscular, retirando outros tecidos associados (e.g. tecido adiposo,
conjuntivo e epitelial), com bisturi estéril.

2. Pesar uma peca de 50 g do tecido muscular e cortar em pedacos de 1 c¢cm a 2 cm, com bisturi
estéril.

3. Em um recipiente tipo béquer (1.000 mL) tampado por papel aluminio, deve-se moer os pedacos
obtidos por meio de mixer de mao por 15 segundos.

4, Adicionar 125 mL de solucdo salina (0,85%) estéril e misturar usando o mixer de mao em alta
velocidade por 30 segundos (Tabela 2).

TABELA 2 « Protocolo de preparo de solucdo salina (0,85%)

Reagente Concentracao Massa/Volume
NaCl PA. 85¢g
Agua destilada - 1.000 mL*

Fonte: (DUBEY, 1998).
*@.s.p.: quantidade suficiente para.

5. Lavar a ponteira do mixer de mao com 125 mL de salina e adicionar o residuo da lavagem no
tecido processado.

6. Adicionar 250 mL de solucdo de pepsina (Tabela 3) a 37°C.

TABELA 3 « Protocolo de preparo de solugao de pepsina

Reagente Concentracao Massa/Volume
Pepsina 1:10.000 100 g 13¢
Nacl PA. 25¢
HCl PA. 3,5 mL
Agua destilada - 250 mL*

Fonte: (DUBEY, 1998).
*g.s.p.: quantidade suficiente para.

7. Incubar a mistura sob agitacao em agitador magnético com aquecimento ou incubadora Shaker
a 37°C por 60 minutos em velocidade moderada.

8. Filtrar a mistura em gaze utilizando duas folhas.
9. Transferir o volume para tubos de centrifugagao de tubo cdnico (50 mL).
10. Centrifugar a 1.200 x g por 10 minutos.

11.Desprezar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 20 mL de tampao PBS (pH 7,2) (Tabela 4).
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TABELA 4 « Protocolo para preparo de tampao PBS 10x[ ] (pH 7,2)

Reagente Concentragao Massa/Volume
NacCl PA. 90,0 g
Na,HPO, PA. 109¢g
NaH,PO, PA. 32¢g
Agua destilada - 1.000 mL*
pH =72

Fonte: (DUBEY, 1998).
*g.s.p.: quantidade suficiente para.

12. Adicionar 15 mL de solucdo de bicarbonato de sodio (1,2%; pH 8,3) (Tabela 5).

TABELA 5 « Protocolo para preparo de solugdo de bicarbonato de sodio (1,2%; pH 8,3)

Reagente Concentragao Massa/Volume
NaHCO, PA. 08¢
Agua destilada - 15 mL*

pH=83

Fonte: (DUBEY, 1998).
*g.s.p.: quantidade suficiente para.

13. Centrifugar a 1.200 x g por 10 minutos.
14. Desprezar o sobrenadante e adicionar 5 mL de solucao salina estéril.

Obs.: os itens seguintes (15 e 16) sdo para a preparagao do inoculo para bioensaio em camun-
dongos suicos.

15. Adicionar 1.000 Ul de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina.
16. Reservar, em microtubo a 4°C, pelo menos 3 mL do produto obtido para a técnica de bioensaio.

Obs.: os itens seguintes (17 a 21) sdo para o preparo da amostra para detec¢ao de DNA de
T. gondii. Portanto, continuar da etapa 14.

17.Centrifugar a 10.000 x g por 1 minuto.
18. Retirar o sobrenadante e adicionar 0,5 mL de agua ultrapura.
19. Centrifugar a 10.000 x g por 1 minuto.
20. Retirar o sobrenadante e adicionar 0,3 mL de agua ultrapura.

21. Armazenar a amostra em microtubo de 1,5 mL a -20°C até o momento da extracao e da
purificacao do DNA.
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Deteccao

Para a detec¢ao de T. gondii em amostras de tecido muscular, o bioensaio em camundongos
suicos é utilizado para a obtencao de infectividade, patogenicidade e isolamento do parasita.
Esta técnica so pode ser realizada mediante autorizacado de Comité de Etica para Uso de Animais
e sob supervisao de um médico veterinario habilitado.

Para a deteccao de DNA do parasita, o produto do item 21 da concentracao deste protocolo deve
ser submetido a extracao e a purificacao de DNA, como consta no item “Extracao e purificagao
de acido desoxirribonucleico - DNA” (p. 35); e, com o produto obtido, realizar a PCR, como consta
no item “Reagao em Cadeia da Polimerase — PCR” (p. 36 ).

Técnica de bioensaio em camundongos suicos

Esta técnica pode ser utilizada para analise de viabilidade do

Toxoplasma gondii proveniente de qualquer tipo de amostra.

1. Aquecer o produto obtido da digestao péptica em solucao salina e antibioticos a temperatura
de 37°C.

2. Inocular 1 mL via intraperitoneal em trés camundongos suicos.

3. Observar os animais 2 vezes ao dia por 42 dias, observando mudangas de comportamento
e sinais clinicos como: apatia, fotofobia, paresia, piloerecao, distensao abdominal e fezes
ressecadas.

Obs.: se 0s animais apresentarem quadro de debilidade e sofrimento excedente, eles devem
ser eutanasiados antes do periodo de 42 dias.

4. ApOs o Obito ou a eutanasia dos animais, deve-se retirar o exsudato peritoneal.

5. Aplicar uma gota do exsudato em lamina de microscopio optico, cobrir com laminula (24 mm
X 24 mm) e observar em microscopio 6ptico em aumento de 400 vezes.

Obs.: 0 bioensaio sera considerado positivo se as formas de taquizoita dos parasitas forem
observadas no exsudato. Os taquizoitas apresentam forma de bastao com afinamento na porcao
apical, medem 3x6 um e possuem alta motilidade.

6. Caso o exsudato peritoneal seja negativo para presenca de T. gondii, deve-se colher o encéfalo
do camundongo no qual o exsudato foi observado.

7. Realizar corte transversal na porgdo média do encéfalo (espessura <1 mm), coloca-lo em ldmina
para microscopio e pressionar laminula (24 mm x 50 mm) contra o corte.

8. Observar em microscopio 6ptico em aumento de 100 vezes para a pesquisa de cistos de
T. gondii.
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Obs.: serao considerados positivos os animais que apresentarem cistos de T. gondii no corte do
encéfalo. Os cistos possuem de 5 pm a 50 um de diametro e contém estruturas em forma de
bastdo envoltas por sua parede com dimensoes de 2x6-8 pm. Os animais que ndo apresentarem
cistos nao sdo considerados negativos, e sera realizada uma segunda inoculacao.

9. Realizar um macerado do encéfalo com 2 mL de salina por meio de agulha 40x12 e seringa
de 3 mL.

10. Inocular, via intraperitoneal, 0,5 mL do macerado em camundongo suico.

11. Observar o camundongo duas vezes por dia para verificacao de sinais clinicos e condi¢ao
de salde.

12. Observar por um periodo de até trés meses. Ao final do periodo, realizar eutanasia dos animais.
13. Colher o encéfalo do camundongo.

14. Realizar pesquisa de cistos de T. gondii como descrito nos itens 7 e 8.
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Biologia molecular

Analises moleculares detectam moléculas relacionadas a processos metabolicos dos seres vivos
pesquisados. Entre as moléculas, podem-se citar: DNA, acido ribonucleico (RNA) e proteinas.
Esses métodos apresentam boa especificidade em comparagao a métodos morfologicos e boa
sensibilidade pelo potencial de detectarem pequenas porgoes dessas moléculas.

Para deteccao de Toxoplasma gondii, recomenda-se a Reacdao em Cadeia da Polimerase (PCR).
Detecta-se o DNA do parasita por meio de amplificagdes in vitro de fragmento com 529 pares
de bases (pb) que se repetem no genoma do protozoario. Para execucao da amplificagdo do
DNA in vitro, a liberacdo do DNA do parasita para o meio (Extracao) e a eliminacao de outras
moléculas ou particulas que possam inibir a reacao de replicacao gerada pela enzima polimerase
(Purificacdo) sao necessarias.

Extracao e Purificacdo de Acido Desoxirribonucleico - DNA

Para obtencao de resultados mais acurados na Reacao em Cadeia da Polimerase, sugere-se
a extracao de DNA por Rits comerciais. Os Rits comerciais que possuem etapas de extragao e
purificacao de DNA mais eficientes sao os que apresentam indicacao para extracao de acidos
nucleicos de fezes e amostras ambientais (e.g. solo, para agua, solo e plantas; agua, para agua
de consumo, mananciais e agua residual). Os kits com indicagao para extracao de DNA em
fezes apresentam aproveitamento satisfatorio em amostras teciduais e ambientais e maior
acessibilidade financeira em relagao aos especificos de amostras ambientais.

A necessidade de adicao de etapas otimizadoras, nas fases de extracao e purificacao para
melhor recuperagao do DNA e disponibilidade para analises moleculares, varia de acordo com
caracteristicas das amostras e potencial de extracao e purificacao do kit. Para amostras com
sedimento abundante e alto teor de matéria organica e inorganica, como fezes, mananciais de
agua, aguas residuais e solo, &€ recomendada a adicao dessas etapas.

Na fase de extracdo do DNA, a etapa de congelamento (-80°C) e descongelamento (56°C) das
amostras é utilizada para aprimorar a ruptura dos oocistos. Na fase de purificacao, kits que
utilizem colunas com propriedade ligante ao DNA podem necessitar de centrifugagao posterior
a extracao e anterior a precipitacao do DNA para evitar obstrucao de colunas.

Os protocolos de extragao e purificagao sao realizados de acordo com protocolo do fabricante,
com adi¢ao das etapas otimizadoras quando necessario.
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Reacao em Cadeia da Polimerase - PCR

Para a deteccao de Toxoplasma gondii, realiza-se PCR, que possui como alvo o fragmento nao
codificante de 529 pb repetido no genoma do parasita. De acordo com a literatura, a técnica
apresentou sensibilidade de 89% e especificidade de 91%, o que denota bom uso como teste
confirmatorio de presenca ou auséncia. As sequéncias dos primers descritos por Homan et al.
(2000) estao relacionadas no Quadro 1.

QUADRO 1+ Primers descritos por Homan et al. (2000) para amplificacao do fragmento de
529 pb do T. gondii

Primer Sequéncia Referéncia
Fragmento ndo Tox4 5-CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG-3' oA et ol 2000)
codificante de 529 pb* 1,5 5'-CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT-3' '

Fonte: (HOMAN et al., 2000).
*pb: pares de bases.

Execuc¢ao da técnica de PCR

1. Agrupar os componentes da reagao (tabelas 6 e 7) em microtubo (200 pL) identificado ou em
cada cavidade de microplaca para PCR determinada para a amostra.

TABELA 6 - Componentes, concentragoes e volumes em uso no Laboratorio de Protozoologia
Veterinaria da Universidade Estadual de Londrina (UEL) para PCR para detecgao de fragmento

529 pb de Toxoplasma gondii

Componente Concentracao de uso Volume
Agua ultrapura - 8,25 L
mgCl, 50 mM 1,25 uL
Tampao para PCR 10X 2,50 pL
dNTP* 10 mM 0,50 pL
Tox4 20 pmol/pL 1,00 uL
Tox5 20 pmol/pL 1,00 uL
Taq DNA polimerase 5U/pL 0,25 uL
DNA (amostra) - 2,00 uL

Fonte: (HOMAN et al., 2000).
*dNTP: desoxirribonucleico fosfatado.
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TABELA 7 - Protocolo para preparagdo de dNTP (10 mM)

Reagentes Concentragao Volume

Nucleotideos:

A 100 mM 10pL
T 100 mM 10pL
C 100 mM 10pL
G 100 mM 10pL
Agua ultrapura - 60pL

Fonte: (GREEN; SAMBROOK, 2012).

2. Centrifugar (spin) as reagdes em microcentrifuga para microplaca de PCR.
3. Alocar as amostras em termociclador.

4, Configurar o programa da PCR para realizacao dos ciclos da PCR para amplificacao da sequéncia
alvo de 529 pb. A relacao a seguir apresenta as configuracoes executadas no Laboratorio de
Protozoologia Veterinaria da UEL (Tabela 8).

Obs.: 0s ciclos sdo: desnaturacgao, para quebra das ligagoes de hidrogénio entre as duas fitas de
DNA; anelamento, para ligacao dos primers a porcao inicial (Tox4) e final (Tox5) da sequéncia de
529 pb do DNA; e extensao, para que a TagPolimerase possa executar a replicacao dos fragmentos
de 529 pb. As temperaturas diferentes nos ciclos fornecem a energia ideal para cada uma das
etapas, e os segundos fornecem o tempo necessario para que cada uma ocorra.

TABELA 8 ¢ Protocolo de PCR utilizado no Laboratorio de Protozoologia Veterinaria da
Universidade Estadual de Londrina para deteccao de fragmento 529 pb de Toxoplasma gondii

Etapas Temperatura Tempo (s) N2 de ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 300 1
Desnaturacao 95°C 30
Anelamento 63°C 30 35
Extensao 72°C 60
Extensao final 72°C 300 1

Fonte: Elaboragdo propria.

Eletroforese em gel de agarose

Avisualizacao do tamanho da sequéncia-alvo obtida apos as etapas de amplificacao é realizada
por meio da técnica de eletroforese em gel de agarose. Sao consideradas positivas as amostras
que apresentarem banda de DNA na altura de 529 pb.
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Execucdo da técnica de eletroforese em gel de agarose

1. Preparar gel de agarose de 1,5% (m/v) (tabelas 9 e 10) e aguardar gelificar.

TABELA 9 « Protocolo de preparo do tampao Tris/EDTA/Acido bérico — TEB (10x[ ])

Reagentes Concentragao Massa/Volume
Tris PA. 107,78 g
Acido bérico PA. 55,03 g
EDTA PA. 745 ¢
Agua destilada - 1.000 mL*
pH =84

Fonte: (GREEN; SAMBROOK, 2012).
*q.s.p.: quantidade suficiente para.

TABELA 10 « Protocolo para preparo de gel de agarose (1,5% - m/v)

Reagentes Concentragao Massa/Volume
Agarose PA. 0,0150 g
TEB X[ ] 1,0000 mL
SYBR™ Safe 10.000x[ ] 0,0333 L

Fonte: (GREEN; SAMBROOK, 2012).

2. Adicionar duas partes de azul de bromofenol (1:800) a cinco partes do produto da reacdo de
PCR. Homogeneizar até formar mistura homogénea (Tabela 11).

Obs.: azul de bromofenol tem fun¢ao de pigmentar e dar peso ao produto da reacao.

TABELA 11« Protocolo para preparo de azul de bromofenol (1:800)

Reagentes Concentragao Massa/Volume
Azul de bromofenol PA. 0,0125¢g
Ficoll® PA. 125¢
TEB 5[ ] 10 mL*

Fonte: (GREEN; SAMBROOK, 2012).
*q.s.p.: quantidade suficiente para.

3. Colocar o gel de agarose em uma cuba acoplada a fonte elétrica, em sentido da carga negativa
(cavidades do gel) para carga positiva (porcao final do gel).

4, Submergir o gel de agarose em TEB 1x[ ].

5. Transferir 7 uL da mistura obtida de cada amostra para cavidade de gel de agarose a 1,5% (m/v).
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6. Configurar a fonte para a voltagem desejada de acordo com o volume da cuba, e o tempo
de distribuicao de corrente elétrica de acordo com a concentracao do gel e o tamanho do
fragmento.

Obs.: nesse caso, recomenda-se regulacao da voltagem para aproximadamente 1V : 33 cm3 da
cuba e tempo de 30 min.

7. Submeter o gel a luz ultravioleta (A = 254 a 300 nm) para observacao do tamanho dos frag-
mentos gerados.
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Observacoes finais

Na microscopia otica, oocistos de T. gondii sao indistinguiveis dos de Neospora e Hammondia.
Oocistos de coccideos, quando expostos a luz UV, emitem fluorescéncia em cor azul, facilitando
a sua visualizacao em amostras mais complexas.

Quando positiva, a amostra apresentara oocistos de aproximadamente 12 um; quando nao
esporulados, caracterizados pelo formato esférico com o interior morulado; e, quando
esporulados, formato esférico a eliptico contendo dois esporocistos com quatro esporozoitas.
Devido a dificuldade da detecgao por microscopia causada por: baixo volume final de amostra
analisada, presenca de estruturas de confundimento e a nao diferenciagao entre oocistos
de Neospora e Hammondia e Toxoplasma gondii, recomenda-se a utilizacao concomitante dos
métodos moleculares descritos nas paginas 35 e 36.

Os resultados laboratoriais devem ser avaliados em conjunto as analises epidemiologicas
conduzidas, uma vez que a negatividade nao exclui a possibilidade da presenca de oocistos
de T. gondii. Deve-se considerar que as técnicas de diagnostico para amostras ambientais
apresentam baixa sensibilidade, entre outras causas pela dificuldade em se coletar e/ou
concentrar grandes volumes.
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