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RESUMO

Toxoplasma gondii € um coccideo intracelular obrigatério formador de cistos teciduais,
responsavel pela toxoplasmose, zoonose de grande impacto na saude plblica. E capaz de
infectar a maioria dos animais homeotérmicos, incluindo humanos. Os felideos sdo os Unicos
hospedeiros definitivos, apresentando grande importancia na epidemiologia da toxoplasmose
pela capacidade de eliminar oocistos nas fezes, contaminando o ambiente. Este estudo teve
como objetivo isolar e genotipar T. gondii em gatos ferais (Felis catus) do Arquipélago de
Fernando de Noronha, Estado de Pernambuco, Brasil. Durante o periodo de um ano, gatos
ferais fracos foram capturados pelo Centro de Vigilancia Animal do Arquipélago. Apos
contencéo quimica (quetamina 10% e xilazina 1%) foram coletadas amostras de sangue de 31
felinos ferais de diferentes localidades da Ilha. Esses animais doentes, posteriormente, vieram
a oObito e fragmentos de encéfalo, coracdo, pulmdo, diafragma e figado foram coletados. As
amostras de sangue foram destinadas a sorologia por meio da Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIF1) para pesquisa de anticorpos (IgG) anti-T.gondii e os fragmentos de tecido deos
felinos positivos na RIFI foram submetidos ao bioensaio em camundongos para isolamento do
protozoario. Anticorpos anti-Toxoplasma gondii foram detectados em 18/31 (58%) felinos.
Sete animais tiveram seus tecidos submetidos ao bioensaio, obtendo-se dois isolados de T.
gondii ndo patogénicos para camundongos. A genotipagem foi realizada por meio da PCR-
RFLP multilocus, utilizando 10 marcadores genéticos (SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG,
€22-8, ¢29-2, L358, PK1 e Apico). Uma cepa atipica de T. gondii (ToxoDB #146) foi
identificada, sendo este o primeiro relato deste gendtipo em gatos ferais no mundo. Os
resultados obtidos neste trabalho contribuem para o estudo da epidemiologia molecular deste
agente e permitem concluir que a infeccdo por T. gondii ocorre na populacdo de felinos do
Arquipélago. Medidas de controle baseadas na educacdo sanitaria devem ser reforcadas para
prevenir a infeccdo dos felinos e reduzir as fontes de infeccdo para outros hospedeiros

intermediarios, sobretudo para a popula¢do humana desta Ilha.

Palavras-chave: Felis catus; Genotipagem; Bioensaio em camundongos; Toxoplasmose



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular coccidian, tissue cyst forming, which causes
toxoplasmosis, zoonotic disease of great impact in public health. T. gondii is able to infect
most of warm-blooded animals, including humans. Felids are recognized as the only
definitive hosts and are important in toxoplasmosis epidemiology, shedding oocysts in feces,
contaminating environment. The purpose of this study was to isolate and genotyping T. gondii
in feral cats (Felis catus) from the Fernando de Noronha Archipelago, Pernambuco state,
Brazil. During one year sick feral cats were caught by Archipelago Animal Vigilance Center.
After chemical restraint (ketamine 10% and xylazine 1%) blood samples of 31 feral cats from
different locations on the island were collected. These weak animals posteriorly died and
fragments of brain, heart, lung, diaphragm, and liver were collected. Blood samples were
intended to serology by Indirect Immunofluorescence Assay (IFA) for 1gG antibody detection
and tissue fragments were submitted to mouse bioassay for T. gondii isolation. Anti-T.gondii
antibodies were detected in 18/31 (58%) felines. Tissues from seven animals were submitted
to bioassay, obtaining two T. gondii isolates non-pathogenic for mouse. Genotyping was
performed by PCR-RFLP using 10 molecular markers (SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6,
€22-8, ¢29-2, L358, PK1 e Apico), identifying an atypical strain of T. gondii (ToxoDB #146).
This is the first report of this genotype in feral cats worldwide. The results obtained contribute
to molecular epidemiology studies of this pathogen and show/demonstrate T. gondii infection
in feline population of the Archipelago. Control measures based on health education should
be reinforced to prevent the cat infection and to reduce infection sources for definitive and

intermediate hosts, especially to human population of this island.

Keywords: Felis catus; Genotyping, Mouse bioassay; Toxoplasmosis
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um parasito de distribuicdo mundial capaz de infectar animais
homeotérmicos e causar a toxoplasmose. Esta zoonose caracteriza-se por infeccdo congénita,
disturbios reprodutivos e problemas oculares nos hospedeiros intermediarios (DUBEY, 2004).
Os felideos sdo os unicos hospedeiros definitivos e apresentam um importante papel na
epidemiologia da doenca pela capacidade de eliminar oocistos nas fezes contaminando o
ambiente (DUBEY & BEATTIE, 1988).

O estudo da diversidade genética de T. gondii € importante para o conhecimento dos
aspectos biologicos, genéticos e epidemioldgicos, possibilitando a associacdo das
caracteristicas fenotipicas e genéticas, distribuicdo epidemiologica nos hospedeiros,
associacdo com as manifestacdes clinicas da doenca, aperfeicoamento e implementacdo de
medidas de diagndstico, além do controle e tratamento da toxoplasmose (SU et al., 2006; SU
etal, 2010).

Estudos observaram que isolados de T. gondii de humanos e animais na Ameérica do
Norte e Europa apresentavam baixa diversidade genética e estrutura populacional
predominantemente clonal (DUBEY & BEATTIE, 1988; HOWE & SIBLEY, 1995). Porém,
estudos desenvolvidos na América do Sul, principalmente no Brasil, observaram uma alta
diversidade genética, com predominancia de genétipos atipicos, em decorréncia da
recombinagdo sexual do parasito, favorecida pela grande biodiversidade presente na regido
(AJZENBERG et al., 2004; SU et al., 2006).

Localizado no Oceano Atlantico, no territorio do Estado de Pernambuco, o
Arquipélago de Fernando de Noronha compreende a ilha principal e outras 21 ilhas
secundarias, abrangendo um territério total de 26 km? (SCHULZ-NETO, 2004). O
Arquipélago de Fernando de Noronha apresenta uma grande biodiversidade, que inclui
animais silvestres, sinantropicos, animais de producdo e de companhia, sendo declarado
Patrimdnio Natural da Humanidade pela Organizagdo das Nacgdes Unidas para a Educacéo, a
Ciéncia e a Cultura - UNESCO (UNESCO, 2001).

S0 poucos os estudos sobre a presenca de agentes infecciosos no Arquipélago,
especialmente o T. gondii, mas estudos previos evidenciaram a ampla distribuicdo de
anticorpos contra este coccideo em espécies domeésticas e selvagens desta ilha (DUBEY et al.,

2010; COSTA et al., 2012). Na regido Nordeste do Brasil, especialmente em Pernambuco e
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Fernando de Noronha sdo escassos 0s estudos sobre a caracterizacdo genética de isolados de
T. gondii.
Dessa forma, 0 objetivo deste estudo foi investigar a epidemiologia molecular de T.

gondii em gatos ferais do Arquipélago de Fernando de Noronha, Pernambuco, Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar a epidemiologia molecular de Toxoplasma gondii em gatos ferais do

Arquipélago de Fernando de Noronha, Pernambuco, Brasil.

2.2 Especificos

Detectar a presenca de anticorpos (IgG) anti-T.gondii em gatos ferais por meio da
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI);

Isolar T. gondii em amostras de tecidos de gatos ferais soropositivos para T. gondii por

meio da técnica de bioensaio em camundongos;
Detectar 0o DNA de T. gondii em tecidos de gatos ferais por meio da PCR nested:;
Caracterizar genotipicamente os isolados de T. gondii por meio da analise de
Polimorfismo por Tamanho de Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP multilocus), utilizando
10 marcadores genéticos especificos (SAGL, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2,

L358, PK1, Apico);

Realizar a analise filogenética dos genotipos obtidos e correlacionar com as

caracteristicas de gen6tipos de T. gondii descritos na literatura.

14



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Histdrico

A descoberta de Toxoplasma gondii ocorreu em 1908 por Charles Nicolle e Louis
Manceaux que relataram a descoberta de um parasito intracelular em roedores da espécie
Ctenodactylus gundi, no Instituto Pasteur da Tunisia. O novo parasito foi detectado em grande
quantidade no baco, figado e linfonodos mesentéricos dos roedores, além de ser observado em
menor quantidade nos pulmdes e rins e, ocasionalmente, no coracdo e medula dssea
(NICOLLE & MANCEAUX, 2009). Na mesma época, Splendore reportou a descoberta de
um parasito semelhante a Leishmania em coelhos de laboratério em Sdo Paulo
(SPLENDORE, 2009). Inicialmente, os pesquisadores acreditaram que se tratava de uma
forma particular de Leishmania, sendo entdo denominado de Leishmania gondii.
Posteriormente, em 1909, Nicolle e Manceaux renomearam o protozoario, atribuindo-lhe o
nome de Toxoplasma gondii (do grego toxon = arco; plasma = forma) devido a forma
alongada, encurvada em arco na sua fase de multiplicacdo no interior de macréfagos (REY,
1991).

3.2 Agente Etiologico

Toxoplasma gondii € um coccideo intracelular obrigatorio, pertencente ao Filo
Aplicomplexa, Sub-classe Coccidia, Ordem Eucoccidiida, Sub-ordem Eimeriina, Familia
Sarcocystidae e Subfamilia Toxoplasmatinae, sendo a Unica espécie identificada do género
(LEVINE, 1985). Este protozoario formador de cistos teciduais é capaz de infectar a maioria
dos animais homeotérmicos, incluindo humanos, animais domésticos e silvestres. No entanto,
os felideos sdo os Unicos hospedeiros definitivos (DUBEY & BEATTIE, 1988).

Devido a significativa importancia médica e veterinaria, T. gondii é um dos parasitos
mais estudados em todo 0 mundo (DUBEY, 2010). E responséavel pela toxoplasmose, uma
importante zoonose de distribuicdo mundial, sendo uma das enfermidades parasitarias mais
comuns no homem e em outros animais homeotérmicos (TENTER et al., 2000). Estima-se
que um terco da populacdo humana ja foi exposta a este protozodrio (JACKSON &
HUTCHISON, 1989; DUBEY, 1998).

15



3.3 Aspectos biologicos de Toxoplasma gondii

O ciclo biol6gico de T. gondii é heteroxeno facultativo, pois pode se desenvolver em
mais de um hospedeiro. Possui duas fases distintas: a fase assexuada, que ocorre nos tecidos
dos hospedeiros intermediarios por multiplicacdo rapida (taquizoitos) e multiplicacdo lenta
(bradizoitos) e a fase sexuada que ocorre no epitélio intestinal dos hospedeiros definitivos, os
unicos com potencial de eliminar oocistos no ambiente (Figura 1) (DUBEY et al., 1998).

Trés estagios infectantes sdo observados: taquizoitos, bradizoitos (no interior de cistos
teciduais) e esporozoitos (no interior de oocistos) (DUBEY et al., 1998).

Ak = Infective Stage
= Diagnaostc Stage
A= Dag a

Figura 1 - Ciclo biolégico do Toxoplasma gondii (CDC, 2015).

Os taquizoitos (Figura 2A) caracterizam-se por multiplicacdo rapida, que ocorre em
gualquer célula do hospedeiro intermediario e em células epiteliais ndo intestinais dos
hospedeiros definitivos. Apresentam forma de meia-lua, medindo emtorno de 2 x 6 um com
uma extremidade anterior pontiaguda e outra posterior arredondada. Ultraestruturalmente,
constituem-se por varias organelas e corpos de inclusédo e o nucleo situando-se na area central
da célula (DUBEY et al., 1998). Invadem as células hospedeiras por penetracdo ativa ou por
fagocitose, tornando-se ovoides, sendo envolvidos por um vacuolo que promove a protecdo

contra 0s mecanismos de defesa do hospedeiro (BONHOMME et al, 1992). Apos penetragdo,
16



multiplicam-se assexuadamente causando a ruptura da célula hospedeira (DUBEY, 2004).
Caracteristicas de invasdo e crescimento dessa forma infectante dependem da cepa de T.
gondii e tipo da célula hospedeira. Cepas virulentas para camundongos geralmente crescem
mais rapido em cultura celular do que as cepas menos virulentas (DUBEY, 2010). Apesar da
classificacdo genotipica em trés diferentes linhagens (I, 11 e 1ll), ndo ha diferencas estruturais
entre elas (DUBEY et al., 1998).

Posteriormente, apds inimeras divisdes, 0s taquizoitos ddo origem aos cistos teciduais,
que crescem e permanecem localizados intracelularmente, abrigando os bradizoitos (Figura
2B), os quais medem aproximadamente 7 um x 1,5 um (DUBEY, 2004). A parede dos cistos
caracteriza-se por ser elastica, fina, composta pela célula hospedeira e material do parasita. O
tamanho e formato dos cistos podem variar de acordo com sua idade e localizagdo. Cistos
jovens sdo menores e contém apenas dois bradizoitos, enquanto que os cistos mais velhos
podem conter centenas deles. Os cistos localizados no cérebro geralmente apresentam forma
esferoidal e medem até 70 um de didmetro, enquanto que os cistos intramusculares sdo
alongados e medem em torno de 100 pm (DUBEY et al., 1998). Sdo encontrados
principalmente no tecido muscular e nervoso, incluindo encéfalo, olhos, musculatura
esquelética e cardiaca. Também podem ser observados em 6rgaos como pulméo, figado e rins
(DUBEY, 2010). Os cistos podem permanecer por toda a vida do hospedeiro, de forma
latente, sem causar resposta inflamatéria (DUBEY et al., 1998).

Pequenas diferencas ultraestruturais sdo descritas entre as duas formas infectantes dos
hospedeiros intermediarios. Os bradizoitos apresentam nlcleo localizado na extremidade
posterior, sdo mais delgados e menos suscetiveis a enzimas proteoliticas que os taquizoitos,
caracteristicas estas que os diferenciam (DUBEY et al., 1998).

Os oocistos (Figura 2C) sdo formados exclusivamente pelos hospedeiros definitivos,
os felideos domésticos e selvagens, os quais podem eliminar oocistos ap0Os ingestdao de
qualquer das trés formas infecciosas do agente (FRENKEL et al., 1970). Entretanto, o periodo
pré-patente (periodo entre a infec¢do inicial e a eliminacdo de oocistos) e a frequéncia de
eliminacdo variam de acordo com a forma infectante ingerida, sendo observada que a ingestdo
de cistos teciduais representa a principal causa de elimina¢do dos oocistos pelos felideos
(DUBEY, 2001).

Uma vez ingerido pelo hospedeiro definitivo, os cistos teciduais tém sua parede
digerida por enzimas proteoliticas presentes no estbmago e intestino, ocorrendo liberacdo dos

bradizoitos. Esses podem penetrar no intestino e se multiplicar como taquizoitos,
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disseminando-se para os teciduais extra intestinais, sangue e linfa, ou penetrar nas células
epiteliais do intestino e desenvolver formas sexuadas do agente, com posterior formacéo dos
oocistos (DUBEY, 2009a). Quando os oocistos se apresentam maduros, ocorre a ruptura das
células epiteliais que os abrigam, sendo entdo liberados no limen intestinal, onde sdo
eliminados juntamente com as fezes desses animais (DUBEY, 2004).

Os oocistos ndo esporulados apresentam forma subesférica a esférica e medem de 10
pm a 12 pum de didmetro. A esporulacdo pode ocorrer de 1 a 5 dias apos a eliminagédo de
acordo com as condigdes ambientais, do ar e temperatura. ApoOs esporulacdo, 0s oocistos
apresentam forma subesférica a elipsoidal, aumentam cerca de 1 pm e contém dois
esporocistos elipsoidais, cada um apresentando quatro esporozoitos em seu interior (DUBEY
etal., 1998).

Os oocistos podem contaminar o ambiente e servir como fonte de infeccdo para os
hospedeiros intermediarios. Uma vez esporulados podem sobreviver por longos periodos de
tempo sob determinadas condi¢fes ambientais, sendo observada sua viabilidade em solo
umido por meses a anos (DUBEY & BEATTIE, 1988). Também podem sobreviver em frutas
e vegetais, onde se observou viabilidade por pelo menos oito semanas sob condicfes de
refrigeracdo (KNIEL et al, 2002). Quando presentes no solo podem se disseminar
mecanicamente por diversas espécies de anelideos, entre as quais moscas, baratas e minhocas
(DUBEY, 2009a).

Figura 2 - Formas infectantes de T. gondii. (A) Taquizoito em divisdo (entre setas) e
taquizoitos individuais (seta). (B) Cisto tecidual contendo bradizoitos em cérebro de
camundongo. (C) Oocisto esporulado (DUBEY et al., 1998).

3.4 Formas de transmissao e sinais clinicos
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A transmissdo de T. gondii ocorre por duas vias: horizontal e vertical. A primeira
acontece pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados por oocistos esporulados ou pela
ingestdo de tecidos com cistos contendo bradizoitos. A segunda se da pela transmissdo
transplacentaria, na qual os taquizoitos sdo transferidos da mde para o feto, acarretando a
infeccdo (DUBEY, 2004).

A ingestdo de carnes cruas ou mal cozidas representa um fator de risco importante
para a infeccdo por T. gondii, uma vez que os bradizoitos sdo resistentes a elevadas
temperaturas e a enzimas proteoliticas, podendo sobreviver por longos periodos de tempo no
hospedeiro (DUBEY, 2009a). Para os humanos, a ingestdo de alimentos contaminados e o0
contato com felideos domésticos que podem eliminar 0 agente em seus excrementos sdo as
principais formas de infeccdo. Para os felideos, a ingestdo de carnes ou visceras cruas
contaminadas e a ingestéo de presas infectadas sdo as principais fontes de infeccdo (DUBEY
& FRENKEL, 1998).

Embora pouco frequentes, outras formas de transmisséo relatadas s&o a transfusio
sanguinea (FIGUEROA-DAMINA, 1998), transplantes de 6rgdos (RENOULT et al., 1997;
MUNIR et al. 2000) e a ingestdo de leite ndo pasteurizado (CHIARI & NEVES, 1984,
BONAMETTI et al., 1997). Surtos de toxoplasmose relacionados a ingestao de leite de cabras
in natura foram relatados nos Estados Unidos (SACKS et al., 1982) e no Brasil (CHIARI &
NEVES, 1984).

A eiculacdo hidrica de T. gondii ja foi relacionada como a causa de diversos surtos
em varias partes do mundo, inclusive no Brasil, onde o consumo de dgua contaminada com
oocistos foi associada a um surto de toxoplasmose no Parand (MOURA et al., 2006). A
ingestdo de oocistos esporulados causa um quadro mais patogénico quando comparado aos
bradizoitos e taquizoitos, independente da dose (DUBEY, 2009a).

Variedade de fatores como espécie, idade, resposta imunoldgica, forma de transmissao
e tipo de cepa, podem determinar a manifestacdo da infeccéo e sinais clinicos (DUBEY &
JONES, 2008).

A toxoplasmose congénita € caracterizada pela ocorréncia da transmissdo vertical,
sendo frequente o desenvolvimento de sinais clinicos nos bebés quando a infeccdo materna
ocorre durante a gestacdo. No entanto, quando adquirida antes da gestacdo, representa menos
riscos para o feto (MONTOYA & LIESENFELD, 2004).

Em criancas congenitamente infectadas, a toxoplasmose pode causar problemas

mentais e oculares, desde diminuigdo da visdo em casos mais leves até completa perda visual,
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retinocoroidite, hidrocefalia, convulsdes e calcificacdo intracerebral nos casos mais severos
(DUBEY, 2004). Em pacientes imunocomprometidos como os portadores do virus da AIDS,
a toxoplasmose apresenta-se frequentemente de forma aguda, podendo ocasionar encefalite
fatal ou neurotoxoplasmose (DUBEY, 1996a; MONTOYA & LIESENFELD, 2004). Nos
adultos imunocompetentes, a toxoplasmose geralmente é assintomatica (DUBEY, 2004).

Nos pequenos ruminantes, a toxoplasmose se manifesta principalmente por problemas
reprodutivos como morte ou reabsorcdo embrionaria, repeticdo do cio, mumificacdo fetal,
aborto, morte neonatal e nascimento de crias debilitadas (DUBEY, 2004). A severidade dos
sinais clinicos estd associada ao estagio da gestacdo no momento da infeccdo, sendo mais
grave nas infecgdes adquiridas no inicio da gestacdo (DUBEY, 2009b). Nas espécies caprina e
ovina, quando a infeccdo ocorre no terco inicial da gestacdo é comum a ocorréncia de morte
fetal seguida de reabsor¢do embrionaria ou abortamento. Em infecgBes adquiridas no terco
médio, os abortos sdo mais frequentes, enquanto que no terco final é mais provavel o
nascimento de crias debilitadas ou cronicamente infectadas (DUBEY, 2010).

Nos hospedeiros definitivos geralmente manifesta-se de forma assintomatica ou
podem apresentar febre, anorexia, letargia, dispneia, diarreia, ictericia, vomito, desconforto
abdominal, sinais neurolégicos, além de sinais oculares como uveite e retinocoroidite
(DUBEY, 1994; VO LAIRE et al., 2005).

3.5 Toxoplasma gondii em gatos

Os hospedeiros definitivos, principalmente os gatos domésticos, devido a sua
integracdo ao ndcleo familiar e o contato com rebanhos desempenham um papel fundamental
na transmissdo e manutencdo da toxoplasmose devido a sua capacidade de eliminar oocistos.
Estudos soro-epidemiol6gicos realizados em ilhas isoladas do Pacifico (WALLACE, 1969),
Australia (MUNDAY, 1972) e Estados Unidos (DUBEY et al., 1997) evidenciaram a
auséncia de T. gondii nas regides que ndo apresentaram gatos, confirmando o envolvimento
desses animais na transmisséo natural.

Os gatos sdo mais propensos a eliminar oocistos apds ingestdo de cistos teciduais,
comparado a ingestdo de taquizoitos e oocistos (DUBEY, 2009a). Em geral, a eliminacédo de
oocistos ocorre apenas por um periodo de 1 a 2 semanas apds a infeccdo priméria, tornando-
se, posteriormente, imunes a eliminacdo (DUBEY, 1996a). No entanto foi observado apds

infeccdo experimental que a imunossupressédo em filhotes resultou em nova eliminagéo de
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oocistos apds trés semanas (MALMASI et al., 2009). Dois fatores sdo relevantes no
envolvimento dos gatos no ciclo da toxoplasmose como importante fonte de contaminacgao:
sdo amplamente distribuidos e produzem grande quantidade de oocistos, nimero este que
pode chegar a milhdes (DUBEY, 2001).

A infeccdo em gatos estd diretamente relacionada a populacdo de aves e ratos
infectados por T. gondii, ja que estes servem de alimento aos felinos (DUBEY, 2004). Na
Costa Rica, onde foidiagnosticada uma alta infecgdo por T. gondii em roedores e aves locais,
também foi encontrada uma elevada eliminacdo de oocistos pelos gatos da regido (RUIZ &
FRENKEL, 1980). Desta forma, em estudos epidemioldgicos, os gatos soropositivos séo

indicadores de contaminacdo ambiental, uma vez que provavelmente ja eliminaram oocistos

nas fezes (DUBEY, 2004).

Estudos de soroprevaléncia de T. gondii em gatos domeésticos e ferais em diferentes

regides do mundo estdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1 - Prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em gatos domésticos e ferais no mundo

Local

Hospedeiro

Soroprevaléncia

Referéncia

Prevaléncia Técnica (cut-off)
Séo Paulo, Brasil ~ Gato domestico  26,3% (132/502) MAT (1:20) Silva et al. (2002)
Ohio, EUA  Gatodoméstico  48% (133/275) MAT (1:25) D‘égggzeg)a'-

Paran4, Brasil  Gato doméstico  84,4% (49/58) MAT (1:10) D”?;g’ozg al.
Espanha Gato doméstico  32,3% (189/585) RIFI (1:40) Mir6 et al. (2004)

Carolina do Gato doméstico 34% (26/76) )

Norte, EUA Gato feral 63% (63/100) MAT (1:25) Nutter etal. (2004)

Sédo Paulo, Brasil ~ Gato doméstico 35,4% (84/237) MAT (1:25) Pena et al. (2006)
Colombia Gato doméstico  45,2% (77/170) MAT (L5) D”(bzeg’og al.
. . Dubey et al.
0 .
China Gato doméstico 79,4% (27/34) MAT (1:10) (2007a)
Ilha de Mona, 0 ) Dubey et al.
Porto Rico Gato feral 84,2% (16/19) MAT (1:10) (2007h)
llha St. Kitts, ot 0 ) Moura et al.
Caribe Gato doméstico 84,9% (90/106) MAT (1:20) (2007)
Portugal Gato doméstico 36,7% (76/207) MAT (1:20) Lopes et al. (2008)
Ilha Grenada, Gato doméstico 30,6% (23/75) MAT (1:25) Dubey et al.
Caribe Gato feral 27,7% (28/101) : (2009c)

Ilha Maiorca, . Millan et al.
Espanha Gato feral 84,7% (50/59) MAT (1:25) (2000)
Escocia Gato doméstico  19,2% (10/52) ELISA (1:64) Be'(]gg;le)t al.
Roménia Gato doméstico 47% (111/236) ELISA (1:10) Gyczgléelle)t al.
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Ilha de Fernando  Gato domestico 72,0% (18/25) RIFI (1:16)

de Noronha, Costa etal. (2012)

Brasil Gato feral 66,6% (32/48) MAT (1:25)
Lisboa, Portugal ~ Gato doméstico  44,2% (187/423) DA (1:20) Waap et al. (2012)
Tailandia Gato doméstico  10,1% (35/348) MAT (125)  Sukh ”(rgg‘l’gi' etal
Pequim, China Gato doméstico 57,8% (37/64) MAT (1:20) Qiang et al. (2012)
Holanda Gato doméstico 20,2% (91/450) ELISA Ops'[((;%%g)e tal.
Sio Paulo, Brasil  Gato doméstico  16,3% (63/386) RIFI (1:64) Ca{gg‘lg; al.
Lisboa, Portugal ~ Gato doméstico 20,5% (44/215) MAT (1:40) ESta’gf f)t al.
Chequido, China  Gato domeéstico 20,7% (24/116) ELISA Liu et al. (2014)
Colima, México  Gato doméstico 29,2% (14/48) ELISA Rico-;l’z%r{g; etal.
China Gato doméstico 50% (21/42) MAT (1:25) Yang etal. (2015)

3.6 Diagndstico

O diagnéstico da toxoplasmose consiste na associacdo dos sinais clinicos e dados
epidemioldgicos com exames soroldgicos, histopatologicos, moleculares e isolamento do
protozoario (DUBEY, 1993). Os sinais clinicos podem ser inespecificos e comuns a outras
enfermidades, por isso as técnicas laboratoriais devem ser utilizadas para se obter um
diagnostico definitivo (DUBEY, 2010).

Existem varias técnicas estabelecidas para detecgdo de anticorpos anti-T. gondii e
entre as mais utilizadas estdo o Teste de Aglutinacdo Direta Modificada (MAT), Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica (ELISA), os quais
podem detectar anticorpos 1gG e IgM. E importante destacar que a titulagéo de anticorpos néo
apresenta correlacdo com a severidade dos sinais e sintomas da toxoplasmose. Os exames
sorologicos sdo uma ferramenta auxiliar no diagnostico de toxoplasmose e frequentemente
sdo aplicados a estudos epidemioldgicos; no entanto a sorologia positiva indica que o
hospedeiro foi infectado em algum momento da sua vida, devendo, portanto, ser analisado
conjuntamente com outras técnicas e achados da doenga (DUBEY, 2010).

As técnicas de moleculares, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) sdo de
grande utilidade para a identificacdo de agentes infecciosos em tecidos e secrecBes, sendo
utilizadas pela sua alta sensibilidade, especificidade e rapidez (SINGH, 1997). Uma vantagem
da técnica é a capacidade de detectar o parasito, mesmo quando presente em pequenas
guantidades (HURTADO et al.,, 2001).
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E importante ressaltar que a sensibilidade e especificidade da PCR dependem da
selecdo de iniciadores especificos para 0 DNA alvo, assim como da escolha dos protocolos
adequados para coleta, acondicionamento, extracdo e purificagdo do DNA (DUBEY, 2010). A
escolha dos reagentes, do termociclador e a correta analise dos produtos amplificados também
sdo fundamentais (DUBEY & SCHARES, 2006).

O DNA de T. gondii ja foi detectado por meio da PCR em tecidos de fetos abortados,
placenta e 6rgdos reprodutivos de ovinos (HURTADO et al., 2001; MASALA et al., 2003;
BEZERRA et al., 2013a; BEZERRA et al.,, 2014a), sémen (MORAES et al, 2010;
BEZERRA et al., 2014b), leite (CAMOSSI et al., 2011; BEZERRA et al., 2013b), sangue,
humor aquoso (SANTOS et al., 2015) e fezes (SALANT et al., 2010).

A PCR também pode ser aplicada para deteccdo e diferenciacdo dos coccideos e seus
oocistos, entre eles T. gondii, N. caninum, Hammondia heydorni e H. hammondi que
apresentam similaridade morfolégica e taxonémica (SCHARES et al., 2005).

As principais técnicas utilizadas para o isolamento de T. gondii s80 o bioensaio e a
inoculacdo do material suspeito em cultura celular. O bioensaio é considerado padrdo ouro
para detectar a viabilidade do parasito e pode ser realizado em camundongos pela inoculagdo
do material por via intraperitoneal, subcutadnea ou oral e em gatos, pela administracdo oral e
observacédo das fezes quanto a presenca de oocistos. O bioensaio em camundongos é a técnica
mais utilizada para obtencéo de isolados devido ao menor custo quando comparado aos outros
procedimentos de isolamento e por ser modelo para avaliagdo da viruléncia de cepas
(DUBEY, 2010).

3.7 Controle da toxoplasmose

Para o desenvolvimento de medidas de controle é importante determinar as fontes de
infeccdo e os fatores de risco associados. A principal medida para o controle da disseminacéo
de T. gondii deve ser a prevencdo da eliminacdo de oocistos pelos gatos (DUBEY, 1996b).
Dessa forma, é preferivel que os gatos sejam mantidos dentro de casa, a fim de evitar a caca
de animais e ingestdo de roedores e aves infectados; ndo devem ser alimentados com carnes e
visceras cruas ou mal passadas, dando preferéncia a alimentos comerciais; e é importante a
limpeza diaria das caixas de areia (VOLLAIRE et al., 2005; ELBEZ-RUBESTEIN, 2009).

Medidas higiénicas também podem ser tomadas a fim de prevenir a infeccdo por

ingestdo de alimentos contaminados com oocistos. A lavagem das mdos com agua e sabédo
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antes de manipular alimentos e dos utensilios em contato com os produtos carneos, afim de
evitar a contaminacdo cruzada (DUBEY & BETTIE, 1988). As formas de T. gondii podem ser
inviabilizadas ap6s exposicao a extremas temperaturas, seja pelo aquecimento a 67°C ou pelo
congelamento a -13°C por 24 horas. AlEm disso, a ingestdo de agua ndo filtrada deve ser
evitada (DUBEY etal., 1990; KOTULA etal., 1991).

As vacinas sdo indicadas com o objetivo de reduzir perdas fetais e a formacdo de
cistos teciduais nos pequenos ruminantes e prevenir a formacéo e eliminacdo de oocistos em
gatos (ARAUJO, 1994). Até 0 momento ndo existe uma vacina tnica com boa eficiéncia para
imunizagdo contra T. gondii. Entretanto, estudos continuam sendo realizados a fim de

desenvolver uma vacina ideal contra T. gondii (ELMORE et al., 2010).

3.8 Caracterizagdo genética de Toxoplasma gondii

Estudos sobre a estrutura populacional de T. gondii ttém sido realizados a fim de
elucidar a contribuicdo da variedade genética sobre caracteristicas epidemiolégicas, como
transmissdo do agente e manifestacdo de sinais clinicos e sintomas (AJZENBERG et al.,
2004; LEHMANN et al., 2004; LEHMANN et al., 2006).

Com o objetivo de desenvolver marcadores genéticos, isolados de T. gondii foram
agrupados de acordo com caracteristicas de viruléncia em camundongos e estudos foram
realizados a fim de reconhecer diferencas genéticas entre isolados provenientes de humanos e
animais (HOWE & SIBLEY, 1995; SU et al.,, 2006; SU et al., 2010; DUBEY, 2010). Com
base na técnica de polimorfismo de fragmentos de DNA gerados por enzimas de restricdo
sobre produtos amplificados pela PCR (PCR-RFLP), T. gondii foi classificado em trés
linhagens genéticas clonais (I, I, 111), relacionando-as ao comportamento de viruléncia em
camundongos, sendo o tipo | considerado letal para camundongos, independente da dose,
enquanto os tipos 11 e 111 séo geralmente ndo virulentos (HOWE & SIBLEY, 1995).

Apesar da ampla distribuicdo mundial e da variedade de hospedeiros, T. gondii era
descrito por possuir baixa diversidade genética, apresentando estrutura populacional
predominantemente clonal (DUBEY & BEATTIE, 1988). Entretanto, com o aperfeicoamento
e desenvolvimento de novos marcadores genéticos e técnicas como microssatélite e PCR-
RFLP multilocus foi observada grande diversidade genética do T. gondii na América Latina,
especialmente no Brasil (AJZENBERG et al., 2004; LEHMANN et al., 2004; KHAN et al.,
2006; LEHMANN et al., 2006; SU et al., 2006). Essa ampla diversidade genética pode ser
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explicada pela alta recombinacdo sexual do agente, favorecida pela grande biodiversidade
presente na regido, desempenhando um importante papel na formacdo da estrutura
populacional (AJZENBERG et al., 2004; LEHMANN et al., 2004).

Isolados de T. gondii obtidos de galinhas de diferentes regibes geograficas do mundo
foram analisados e observou-se variagGes de patogenicidade em camundongos conforme a
localizacdo geografica do isolado. Fenotipicamente os isolados obtidos de galinhas
assintomaticas do Brasil apresentaram-se virulentos em camundongos, demonstrando que a
diversidade genética de T. gondii havia sido subestimada, visto que até entdo ndo haviam sido
estudados isolados de diferentes localidades (LEHAMNN et al. 2006)

O primeiro estudo genotipico desenvolvido no Brasil caracterizou 25 isolados de
galinhas cronicamente infectadas em S&o Paulo, dentre os quais 19 foram virulentos para os
camundongos inoculados. Apds analise por PCR-RFLP do gene SAG2, 16 isolados foram
caracterizados como tipo | e nove foram tipo 1l (DUBEY et al., 2002a). Estudos genotipicos
de isolados de T. gondii obtidos na regido nordeste do Brasil tem sido relatados em suinos
(BEZERRA et al., 2012; CLEMENTINO-ANDRADE et al., 2013; SAMICO-FERNANDES
et al, 2015), galinhas (DUBEY et al, 2008; CLEMENTINO-ANDRADE et al., 2013),
caprinos (CAVALCANTE et al., 2007; RAGOZO et al.,, 2010; CLEMENTINO-ANDRADE
et al, 2013), ovinos (MACIEL et al, 2014) e animais selvagens (PENA et al, 2011,
VITALIANO et al.,, 2014) com predominancia de gendtipos atipicos.

O primeiro estudo de caracterizacdo genotipica de isolados de T. gondii a partir de
gatos domésticos no Brasil foi realizado na cidade de Santa Isabel do Ivai, Parana, onde foi
relatado um surto de toxoplasmose aguda em humanos associado a contaminacdo da agua.
Neste estudo foram encontrados anticorpos anti-T. gondii em 84,4% (49/58) dos gatos
domésticos investigados e obtidos isolados de 36 gatos soropositivos e um isolado de um gato
soronegativo, este Ultimo provavelmente devido a uma infecgdo recente. A fim de analisar a
distribuicdo do parasito em gatos foram realizados bioensaios em camundongos
individualmente para cada tipo de tecido, sendo obtidos mais isolados a partir de musculo
esquelético dos felinos, sugerindo que a densidade de T. gondii no mdsculo é maior que no
encéfalo. A genotipagem do gene SAG2 revelou 15 isolados do tipo | e 23 isolados do tipo 111
(DUBEY et al., 2004)

Outro estudo determinou as caracteristicas genéticas, pela técnica de PCR-RFLP
multilocus, de 46 isolados de T. gondii provenientes de gatos do Estado de Sdo Paulo, sendo

revelada alta diversidade genética e detectados 20 gendtipos recombinantes, entretanto
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nenhum isolado foi caracterizado como linhagem clonal (PENA et al., 2008). No estudo
citado, também foi analisado um banco de dados composto por 125 isolados de diferentes
hospedeiros e localidades do Brasil, sendo identificados 48 gendtipos, dentre os quais 26
oriundos de isolados Unicos e quatro genotipos apresentaram multiplos isolados. Os quatro
gendtipos encontrados com maior frequéncia foram considerados linhagens clonais no Brasil
e denominados tipos Brl, Brll, Brll e BrlV. Analise da viruléncia em camundongos indicou
que o tipo Brl é altamente virulento, Brll ndo é virulento, enquanto que Brlll e BrlV possuem
viruléncia intermediaria.

Estudos genotipicos de T. gondii em gatos domésticos e ferais em diferentes regides

do mundo estdo descritos no Quadro 2.

Quadro 2 - Estudos de caracterizacdo genotipica de isolados de Toxoplasma gondii em gatos

domeésticos e ferais no mundo.

Genotipagem

Local Hospedeiro Técnica Classificagéo Referéncia
. . Gato i Pp— Dubey et al.
Parana, Brasil doméstico PCR-RFLP (SAG2) Tipo I; Tipo I (2004)
Sao Paulo, Gato i Tipo I; Tipo IlI; Pena et al.
Brasil doméstico PCR-RFLP (SAG2) Recombinagéo I/111 (2006)
PCR-RFLP Tipo I; Tipo II;
Colémbia dorﬁggt)ico multilocus (5 3genoGtipos Du(bz%gg)t al.
marcadores) recombinantes
. PCR-RFLP 2 gendtipos Dubey et al.
China Gato multilocus recombinantes (2007a)
Ilha de Mona, Gato feral PCR-RFLP Tipo I; 6 gendtipos Dubey et al.
Porto Rico multilocus recombinantes (2007Db)
Ilha St. Kitts, Gato feral PCR-RFLP Tipo II; Tipo 1lI; 2 Dubey et al.
Caribe multilocus genotipos recombinantes (2009d)
China Gato PCR-RFLP Geno6tipo recombinante Zhou et al.
doméstico multilocus (#3) (2009)
China Gato n?ucftﬁoliﬁls_l(aS 2 gendtipos Chen etal.
doméstico recombinante (2011)
marcadores)
. . Gato PCR-RFLP 1 genoétipo recombinante  Qiang et al.
Pequim, China 4 astico multilocus (#9) (2012)
10 gendtipos
Colmbia Gato PCR-RFLP recombinantes (#10, Rajendran et
doméstico multilocus #14, #18, #28, #38, #40, al. (2012)
#61, #62, #101, #128)
Tipo Il; Tipo 1lI; 2
i PCR-RFLP L - Dubey et al.
Etiopia Gato feral . genotipos recombinantes
multilocus (#3, #20) (2013)
EUA - Area Gato PCR-RFLP Tioo II Dubey et al.
rural doméstico multilocus P (2014)
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Colima, México Gato PCR-RFLP Genotipo recombinante  Rico-Torres et

domestico multilocus (#28) al. (2015)
Gato . " Tipo I; Tipo I1; 1 Vilares etal.
Portugal doméstico Microssatelite gen6tipo recombinante (2014)
. Gato PCR-RFLP Yang etal.
China doméstico multilocus #1,#2,#9, #11 (2015)

Estudos genotipicos com isolados provenientes do Arquipélago de Fernando de
Noronha sdo escassos, sendo caracterizados até 0 momento apenas isolados de aves. Em um
estudo genético com galinhas foi observada prevaléncia de anticorpos 1gG anti-T. gondii em
84% (42/50) dos animais analisados e realizados bioensaios em camundongos a partir dos
tecidos de 40 galinhas soropositivas, sendo obtidos 24 isolados ndo patogénicos para
camundongos. Apds analise pela PCR-RFLP multilocus foram caracterizados quatro novos
gendtipos recombinantes, além das linhagens clonais Il e 11l (DUBEY et al., 2010). Outro
estudo realizou a andlise genotipica de dois isolados obtidos de garcas-vaqueiras (Bubulcus
ibis) da Ilha (VITALIANO et al., 2014). Ambos os estudos detectaram o gendtipo #146,
considerado atipico e ndo virulento.

E importante ressaltar que, até o presente momento, nenhum estudo relacionado a
isolamento e caracterizacdo genética de T. gondii foi realizado em felinos no Estado de

Pernambuco.
3.9 Arquipélago de Fernando de Noronha

O Arquipélago de Fernando de Noronha, situado a 354 km da costa brasileira (03°45'-
57'S, 032°19-41'W), é composto por uma ilha principal e outras 21 ilhas secundarias,
abrangendo um territério total de 26 km? (SCHULZ-NETO, 2004). A ilha principal, de
mesmo nome, € a Unica area habitada do Arquipélago. Essas ilhas e ilhotas possuem origem
vulcanica, nunca foram conectadas por terra ao continente sul-americano e todos os animais
do Arquipélago colonizaram a ilha por via aérea ou maritima (CARLTON & OLSON, 1999).
Duas estacOes definidas caracterizam o clima da regido: seca, de agosto a janeiro, e chuvosa,
de fevereiro a julho, com temperatura média de 27°C (IBAMA 1990).

O Arquipélago apresenta uma grande biodiversidade, sendo declarado, em 2001,
Patrimdnio Natural da Humanidade pela UNESCO, em virtude de ser um ecossistema insular
oceanico, com aguas ricas em nutrientes, que fornecem alimentos e possibilitam a reproducéo
de animais marinhos e por possuir grande concentracdo de aves marinhas tropicais do

Atlantico. (UNESCO, 2001).
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Devido a alta biodiversidade e endemismo, acdes de conservacao sao indispensaveis
para manutencdo da fauna e flora e para o equilibrio sistémico (SERAFINI et al., 2010). O
reconhecimento dessa importancia ocorreu em 1988, por meio da instituicdo do Parque
Nacional Marinho de Fernando de Noronha (Parnamar-FN), gerenciado pelo Governo
Federal, compreendendo cerca de 50% da ilha principal, as ilhas secundarias e a maior parte
das 4guas adjacentes, com uma area total de 112,7 km?. O objetivo da criacdo deste Parque
esta relacionado a preservacdo dos ecossistemas marinhos e terrestres, fauna, flora e recursos
naturais (IBAMA, 1990). O Arquipélago possui outra unidade de conservacio, a Area de
Protecdo Ambiental de Fernando de Noronha (APA-FN), sob jurisdicdo do Governo do
Estado de Pernambuco.

De acordo com o ultimo censo realizado em 2010 foi contabilizada uma populagéo de
3.000 habitantes e 848 animais domeésticos, sendo 378 caes e 470 gatos (IBGE, 2010). Esses
dados séo superiores ao preconizado pelo Ministério da Sadde que indica que o numero de
animais domeésticos ndo deve superar 10% da populacdo local. Além disso, estima-se que a
populacdo de gatos refugiados nas matas em estado feral seja ainda superior a de domésticos.

O turismo na llha teve seu inicio na década de 70, entretanto, dados precisos sobre a
entrada de visitante foram obtidos apenas em 1992, sendo contabilizados 10.094 turistas. Em
2002 foram recebidos 62.551 turistas, observando-se um aumento de 520% em 10 anos.
Desde entdo, o Arquipélago é um grande atrativo turistico internacional, destacando-se o
ecoturismo, e recebe mais de 50 mil visitantes por ano (ZANIRATO & TOMAZZONI, 2014).
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Abstract

Toxoplasma gondii isolates from Brazil have a different phenotypic and genotypic pattern,
with predominance of virulent isolates and recombinant genotypes, compared to the North
Hemisphere. Considering thata new T. gondii genotype, non-pathogenic to mice, was
previously identified from free-range chickens from the Fernando de Noronha Island, Brazil,
this study aimed to identify genotypes of this parasite in tissue samples of feral cats (Felis

catus) from this Brazilian Island. Anti-T. gondii 1gG antibodies were detected in 18/31 (58%)
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feral cats. Two non-virulent T. gondii isolates were obtained by mouse bioassay. Genotyping
was performed by PCR-RFLP using 10 genetic markers (SAGL1, SAG2, SAG3, BTUB,
GRAG, c22-8, c29-2, PK1, L358 and Apico) and an atypical strain of T. gondii (ToxoDB

#146) was identified. This is the first report of this genotype in feral cats.

Keywords: Brazil, Felis catus; Genotyping, Mouse bioassay; Toxoplasmosis

1. Introduction

Toxoplasmosis is a zoonotic disease, caused by the obligate intracellular coccidian
parasite, tissue cyst forming, Toxoplasma gondii and represents an important public health
burden worldwide. Felids are important in the disease epidemiology since they may shed
oocysts in the environment (Dubey, 2010). It has been established that the phenotypic and
genotypic profile of T. gondii isolates from Brazil differ from other countries; while in the
North Hemisphere the clonal lineages (Type I, II, 111) are more prevalent, atypical strains
predominate in Brazil (Lehmannetal., 2006; Pena et al., 2008). However, T. gondii isolates
from chickens from the Fernando de Noronha Island, northeastern Brazil, consist of unique
genotypes as well as clonal genotypes that are dominant in Europe and North America
(Dubey et al., 2010).

Considering that, domestic and wild animals from the Fernando de Noronha Island
have showed highly prevalent to anti-T. gondii antibodies (Dubey et al., 2010; Costa et al.,
2012), and that T. gondii isolates from the local definitive host have never been obtained, this
study aimed to identify T. gondii genotypes in tissues samples of feral cats (Felis catus) from

this Brazilian Island.

2. Materials and methods
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The study was approved by the Ethics Committee in Animal Experimentation and
Animal Welfare at Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) (protocol number
104/2015) and was conducted according to the ethical principles of animal experimentation,
adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation.

2.1 Area

Fernando de Noronha Archipelago (03°45'-57'S, 032°19-41'W) is a special
municipality of Pernambuco State, northeastern Brazil, located in the Atlantic Ocean 354 km
offshore from the Brazilian coast. The area is composed ofa main island and 21 islets of
volcanic origin, covering a total area of 26 km? (Schulz-Neto, 2004).

The region presents a tropical climate with two well-defined seasons of rainfall, with
an average temperature of 28 °C (INMET, 2015). Due to the wide biodiversity and protection
programs for endangered species, UNESCO has declared the Archipelago as a World

Heritage Site.

2.2 Study design and sampling

A cross-sectional study was performed during a one-year period. The Center of
Animal Surveillance of the Island captured weak feral cats from different locations of the
island. Blood samples were taken from 31 feral cats under specific chemical restraint
(ketamine hydrochloride 10% and xylazine hydrochloride 1%). All samples were collected in
tubes without anti-coagulant and kept at room temperature (25 °C) until visible clot retraction,
centrifuged at 500 g for 10 min, and the serum was separated and kept at -20 °C until
processing.

During the necropsy fragments of brain, heart, lung, diaphragm, and liver were

collected, stored at +4 °C, and subsequently forwarded to analysis within 24 h. Eleven

43



samples could not be sent within 24 h, become inappropriate to be submitted to mouse

bioassay. Thus, these samples were frozen at -20 °C and subsequently subjected to PCR.

2.3 Indirect immunofluorescent assay (IFA) and mouse bioassay

Feral cat serum samples (n = 31) were evaluated by indirect immunofluorescence
assay (IFA) for the detection of anti-T. gondii I1gG antibodies, as previously described
(Camargo, 1974). Tissue samples from animals with an antibody titer >16 were submitted to
the pepsin digestion method (Dubey, 1998). Two Swiss Webster (SW) mice (25-30 g) were
inoculated subcutaneously with 1 mL of the final product. Mice were observed daily for 45
days and euthanized.

Mouse blood and tissue samples (brain, heart, lungs and liver) were collected. The
blood was centrifuged at 500 g for 10 min, and the serum was separated and kept at -20 °C
until processing. Mouse serum samples were evaluated by IFA (cut-off 1:16) for the detection
of anti-T. gondii 1gG antibodies, as previously described (Camargo, 1974). Imprints of the

brainand lungs were examined for T. gondii cysts and tachyzoites, respectively.

2.4 DNA extraction and PCR

The pooled tissues (heart, lungs and liver) and the brain of the mice were subjected to
DNA extraction using a commercial kit (Wizard SV Genomic DNA Purification System,
Promega®, Madison, W1, USA), according to the manufacturer's protocol. Different fragments
of tissue samples from 11 feral cats that could not be shipped in time for bioassay were
individually submitted to DNA extraction, after the detection of anti-T. gondii IgG antibodies
by IFA.

For detection of T. gondii DNA single tube nested PCR was performed using two pairs

of previously described primers and PCR protocols able to amplify a region of 227 bp of the
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ITS1 region of the parasite (Hurtado et al., 2001). A suspension of T. gondii tachyzoites
(MEA49 strain, 10* tachyzoites/mL) and ultrapure water were used as positive and negative
controls, respectively. The amplified PCR products were subjected to gel electrophoresis on
1.5% agarose gels stained with BlueGreen (LGC® Biotecnologia, Cotia, Sdo Paulo, Brasil),

and visualized under UV light.

2.5 Multilocus PCR-RFLP and phylogenetic analysis

Genotyping was performed by polymerase chain reaction - restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) using 10 molecular markers (SAGL, SAG2, SAG3, BTUB,
GRAG, c22-8, c29-2, L358, PK1 and Apico) as previously described by Su et al. (2010). All
products were visualized by agarose gel electrophoresis at 2.5%, stained with Sybr Safe DNA
Gel Stain (Invitrogen®, USA) and visualized using Safe Imager TM (Invitrogen®, USA). The
results were identified, compared, and classified according to genotypes present in ToxoDB
(http://toxodb.org/toxo/).

For phylogenetic analysis, the electrophoresis banding patterns (genotypic data of
restriction polymorphism) obtained by PCR-RFLP were transformed into binary data and
tabulated. The SplitsTree software (Huson & Bryant, 2006) was used for phylogenetic
reconstruction between the genotype obtained in the present study and others previously
isolated in Brazil and in the world.

3. Results

Anti-T. gondii antibodies were found in 18/31 (58%) feral cats. Antibody titers ranged

from 16 to 256, with frequency of 33.3% (6/18) for 16, 11.1% (2/18) for 64, 22.2% (4/18) for

128, 33.3% (6/18) for 256.
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From 18 seropositive cats, seven mouse bioassays were performed and two T. gondii
isolates were obtained (isolation rate of 28.5%). The parasite was isolated from two cats with
anti-T. gondii antibody titer of 256 (Table 1). All mice inoculated with feral cats tissues
remained asymptomatic. Positive mice in isolation had titer of 1:256 and the brain and pooled
tissues were positive for T. gondii by PCR. The two isolates obtained by mouse bioassay were
designated as TgCatBrPEO1 and TgCatBrPEQ2.

Tissue samples from 11 cats that could not be sent < 24h were submitted only to PCR.
Tissue samples from two feral cats were positive by PCR (Table 2) and nine were negative.

Strain typing with multilocus PCR-RFLP markers revealed the genotype ToxoDB
#146, an atypical strain that was different from all genotypes so far reported in cats

worldwide.

4. Discussion

In the present study, T. gondii genotype ToxoDB #146 was isolated from feral cats
tissues. This genotype was already isolated from free-range chickens and cattle egret
(Bubulcus ibis) from the Fernando de Noronha Island (Dubey et al., 2010b; Vitaliano et al.,
2014). Until the present moment, this atypical genotype was solely found on this Brazilian
Island. Genotype #146 have been considered non-pathogenic for mice. Previous studies have
found that most isolates from Brazilian mainland are virulent for mouse (Dubey et al., 2007,
Pena et al., 2008; Dubey et al., 2012). Further studies should be conducted in order to stablish
whether this strain may be pathogenic for other animal species.

The phylogenetic networks displayed in Figure 1 show that the genotype isolated in
the present study is close to genotype Brll, which have been isolated from cats and dogs in
other Brazilian regions, however, the genotype #146 is not close to clonal genotypes, which

corroborates with previously studies that show a high genetic diversity of T. gondii in Brazil.
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In a study on domestic cats in Brazil, Pena et al. (2006) observed that the successful in
isolation is directly related to the titer of antibodies found inanimals; an increase of the
isolation rate was observed in cats with high titers. In the present study, the two isolates were
obtained from cats with an antibody titer of 256.

Seroepidemiological studies conducted on isolated islands in the Pacific Ocean
(Wallace, 1969), Australia (Munday, 1972) and United States (Dubey et al., 1997) showed
absence of T. gondii in regions without cats, highlighting the importance of these animals in
the natural transmission of this parasite (Dubey, 2009). In the Caribbean islands, serological
studies have shown high prevalence of antibodies anti-T.gondii in small ruminants (Chikweto
etal, 2011; Hamiltonetal., 2014) and in domestic and feral cats, indicating environmental
contamination with oocysts eliminated with the feces of the definitive hosts (Moura et al.,
2007).

The last census conducted in Fernando de Noronha Island described a population of
848 domestic animals, of which 470 were domestic cats. This population of domestic cats is
much higher than expected for a population about three thousand inhabitants (IBGE, 2010),
and is estimated that feral cat population is even higher than domestic cats.

Previous serological study revealed the presence of antibodies anti-T. gondii in several
species of Fernando de Noronha, with high prevalence and wide distribution of the disease,
showing an endemic profile on the Island (Costa et al., 2012). Infection in cats is directly
related to the population ofavian and rodents, which serve as food and infection source for
the cats (Dubey, 2004). In these species were described high prevalences of antibodies anti-T.
gondii: 38.2% (13/34 - Modified Agglutination Test - MAT) in black rat (Rattus norvegicus)
and 80% (80/100 - MAT) in chickens. Regarding to other animal species, the prevalence
reported was 38.7% (12/31 - IFA) indogs and 60.8% (59/97 - IFA) in sheep. Analyzing sera

from feral and domestic cats by MAT and IFA techniques was observed prevalence of 59.3%
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(70/118), and when considered only the feral cats, 66.6% (32/48) were seropositive and the
most of them had high titer (500 - MAT) (Costa et al., 2012).

During our study were reported abortion cases in women from this Island, but without
conclusive diagnosis about the cause. However, a possible infection by T. gondii should be
investigated, considering the high prevalence of the parasite on the Island and the findings of
this research.

In conclusion, this is the first report of genotype ToxoDB #146 in feral cats. Studies
on genetic characterization of T. gondii in other animal species and humans must be
considered to better understand the epidemiology of toxoplasmosis in this Island and the

impact on animal, environmental and public health.
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Table 1. Anti-T. gondii 1gG antibodies titers by Immunofluorescence Antibody Assay

(IFA) in feral cats from Fernando de Noronha Island, Brazil, and result of mouse

bioassay.
Sample IgG antibodies titers Mouse bioassay
Feline 11 16 Negative
Feline 21 16 Negative
Feline 32 256 Negative
Feline 42 64 Negative
Feline 52 256 Negative
Feline 62 256 Positive
Feline 92 256 Positive

Table Il. Molecular detection of T. gondii DNA (ITS1 region) in tissue sample of feral

cats from Fernando de Noronha Island, Brazil.

Sample Tissue PCR Result Genotyping
G01 Brain Negative -
Heart Positive Not performed*
Diaphragm Positive #146
F252 Brain Positive Not performed*
Heart Positive Not performed*
Diaphragm Positive Not performed*

*DNA quantity lower than necessary
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Figure 1. Phyloge netic analysis of the Toxoplasma gondii isolates obtained (red circle),
with the following strains used as references: RH, PTG, CTG, TgCgCal, MAS,

TgCatBrb, TgCatBro4, TgRsCrl, Brl, Brll, Brill, BrlV
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no estudo indicam que a infeccdo por Toxoplasma gondii esta
presente em gatos ferais do Arquipélago de Fernando de Noronha ao comprovar a presenca de
anticorpos e a viabilidade do protozoario no tecido desses felinos. Devido a importancia dos
felideos na cadeia epidemioldgica da toxoplasmose, este fato deve alertar para a contaminagéo
ambiental por oocistos de T. gondii, 0 que representa uma fonte de infeccdo para a populacéo
local e um risco para a satde puUblica e animal. Desta forma, medidas de controle baseadas na
educacdo sanitaria devem ser reforcadas para prevenir a infeccdo dos felinos e reduzir as
fontes de infeccdo para outros hospedeiros intermediarios, sobretudo para a populacéo
humana desta Ilha.

Estudos de caracterizacdo fenotipica e genética de isolados de T. gondii em outras
espécies animais e humanos devem ser considerados para melhor entendimento da
epidemiologia da toxoplasmose na Ilha de Fernando de Noronha e o impacto na saude animal,
ambiental e publica.

Em virtude da ocorréncia de casos de aborto em mulheres residentes da Ilha e pela
destacada importancia desta zoonose para a saude publica, sugere-se a realizacdo de estudos
para a associacdo de isolados de animais e humanos da regido. Além disso, estudar as
caracteristicas bioldgica dos isolados obtidos neste trabalho devem ser realizados a fim de

adquirir mais informac6es sobre o perfil fenotipico de T. gondii em Pernambuco.
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