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The protozoan Toxoplasma gondii has the ability to infect several animal species, usually
causing reproductive disorders. Four different isolates of T gondii - Pains #1 (P1), Pains
#2 (P2), Santa Flora #1 (SF1) and Santa Flora #306 (SF306) were evaluated with prior
genotyping. Their virulence and multiplication capacity were analyzed in vitro (Vero cells)
and in vivo (mice). For each isolate, three passages were performed with dose inoculation
1x10* tachyzoites at each passage. The mice were daily observed to verify of clinical signs
and occurrence of mortality after tachyzoites inoculation. The SF1 isolate and SF306 isolate,
presented the highest multiplication of the total tachyzoites number in each of the 3 different
passages performed in vitro and in vivo. The initial clinical signs in mice were observed
between 5 and 11 days, and occurring mortality between 6 and 15 days, after inoculation.
Thus, the parasitic multiplication of theses isolates is similar in vitro and in vivo; different
isolates within the same genotype have a similar virulence and the SF1 isolate is the most
virulent for mice.

INDEX TERMS: Virulence, Toxoplasma gondii, Rio Grande do Sul, toxoplasmosis, Vero cells, tachyzoites,

protozoa, genotypes, parasitoses.

RESUMO.- O protozoario Toxoplasma gondii possui a capacidade
de infectar diversas espécies animais, geralmente causando
disturbios reprodutivos. Quatro diferentes isolados de T. gondii
- Pains #1 (P1), Pains #2 (P2), Santa Flora #1 (SF1) e Santa
Flora #306 (SF306) - foram avaliados, ap6s prévia genotipagem.
A capacidade de multiplicagdo e viruléncia destes isolados
foi analisada in vitro (células Vero) e in vivo (camundongos),
sendo realizadas 3 passagens para cada isolado em cada
modo avaliado, sendo sempre inoculada a dose de 1x10*
taquizoitos em todas as passagens. Os camundongos eram
observados diariamente, quanto a presenca de sinais clinicos
e ocorréncia de mortalidade ap6s inoculagio dos taquizoitos.
Os isolados SF1 e SF306, foram os que apresentaram maior
multiplicacdo média do nimero total de taquizoitos em
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cada uma das 3 diferentes passagens realizadas para cada
um dos isolados tanto in vitro quanto in vivo. Os primeiros
sinais clinicos observados nos camundongos ocorreram
entre os dias 5 a 11, apés inoculagdo, com mortalidade
acontecendo entre os dias 6 a 15, apds inoculagdo. Assim, a
multiplicacdo parasitaria in vitro é semelhante a multiplicacdo
in vivo destes isolados de T. gondii; diferentes isolados com o
mesmo gendétipo apresentam comportamento de viruléncia
semelhante, caracterizando o isolado SF1 como mais virulento
para camundongos.

TERMOS DE INDEXACAO: células Vero, taquizoitos,
Viruléncia, Toxoplasma gondii, protozoario, genétipos, parasitoses,
Rio Grande do Sul, toxoplasmose.

INTRODUCAO

Toxoplasma gondii é um protozodrio intracelular obrigatério,
zoonético, capaz de infectar mamiferos e aves (Tenter et al.
2000). Nos animais, a doenga é caracterizada por distirbios
reprodutivos, gerando perdas econdmicas significativas nos
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animais de producdo (Garcia et al. 1999, Silva et al. 2003,
Pescador etal. 2007, Millar et al. 2008). Felideos sdo os tinicos
hospedeiros definitivos de T gondii, podendo excretar oocistos
no meio ambiente, que servem como fonte de infeccio para
outros animais (Dubey 2002). Diversas espécies de aves sdo
infectadas pelo parasito, entretanto, na maioria das vezes, a
infeccdo geralmente é assintomatica (Dubey 2002, Dubey et al.
2010), porém ja foram descritos sinais clinicos nervosos em
galinhas caipiras, com posterior identificagdo de cistos teciduais
e taquizoitos no tecido nervoso destes animais (Dubey et al.
2007). Galinhas (Gallus gallus) sdo aves cosmopolitas e sao
consideradas importantes hospedeiros intermediarios para
T gondii,podendo servir como indicadores de contaminagdo
ambiental, devido a grande exposicdo aos oocistos (Dubey
2002,2010) e também devido a significativa deteccdo de cistos
e taquizoitos em tecidos de aves soropositivas (Silva et al.
2003, Lehmann et al. 2006).

Para o diagnéstico de T gondii, pode ser realizado o bioensaio
em camundongos a partir de tecidos de animais com suspeita
de infeccdo (Dubey 2009). Amostras virulentas de T. gondii
sao letais aos camundongos, induzindo infec¢do aguda, com
possivel identificacdo de taquizoitos nos pulmaées, liquido
peritoneal e cérebro nos primeiros dias p6s-infec¢ao. As amostras
avirulentas produzem infec¢do cronica, com observagio de
cistos no cérebro e produgdo e anticorpos especificos (Dubey
2009). Estudos de polimorfismos demonstraram que isolados
de T gondii no Brasil, apresentam uma alta diversidade
genética (Ferreira et al. 2001, 2006, Pena et al. 2008) e que
este parasito, isolado de tecidos de galinhas no Rio Grande do
Sul, apresenta sete geno6tipos diferentes (Dubey etal. 2007).
Com isso, na busca de novas informacoes sobre a distribui¢ao
de T gondii e da sua diversidade no Brasil, o objetivo deste
estudo foi caracterizar a capacidade de multiplicacdo e a
viruléncia in vitro e in vivo de 4 diferentes isolados de T. gondii
de galinhas naturalmente infectadas em area rural da regiao
central do Rio Grande do Sul, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Quatro diferentes isolados de Toxoplasma gondii - Pains #1 (P1),
Pains #2 (P2), Santa Flora #1 (SF1) e Santa Flora #306 (SF306)
- obtidos na regido central do Rio Grande do Sul, foram avaliados
neste estudo. Estas amostras foram obtidas de cérebro e coracdo de
galinhas de vida livre, provenientes da regido central do Rio Grande
do Sul. A genotipagem destes isolados foi realizada e classificada
anteriormente (Camillo 2015).

A avaliagdo da capacidade de multiplicacdo in vitro de cada
isolado, foi realizada em células Vero (African Green monkey kidney),
que sdo linhagens celulares geralmente utilizadas para manutenc¢io
de cultivos de T gondii (De Meerschman et al. 2002, Saadatnia et al.
2010). As células foram mantidas em frascos para cultivo celular de
25cm? (Nunclon Roskilde, Denmark) em meio RPMI-1640 (Gibco,
Life Technologies, New York, NY, USA), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Gibco, Life Technologies, New York, NY, USA),
incubadas a 37°C em atmosfera de CO, a 5%. Para cada um dos
4 diferentes isolados e em cada passagem celular, as células foram
inoculadas sempre com um titulo final de 1x10* taquizoitos, quando
o tapete celular apresentava uma confluéncia de aproximadamente
85% (Saadatnia et al. 2010). Foram realizadas 3 passagens
celulares distintas em cada isolado, sendo os cultivos examinados
periodicamente através de microscépio invertido. Quando ocorria

destruicdo maxima do tapete celular (3-5 dias apés inoculagdo),
o sobrenadante da cultura era coletado para contagem total de
taquizoitos em camara de Neubauer. Cada experimento foi repetido
em triplicata (trés cultivos independentes, com trés contagens de
taquizoitos cada).

Para avaliar a viruléncia in vivo dos 4 isolados, foram utilizados
um total de 48 camundongos Swiss, com 3 semanas de idade.
Foram realizadas 3 passagens para cada isolado, com utilizacdo de
4 animais em cada uma delas. Avalia¢do didria dos sinais clinicos e
letalidade nos animais inoculados com os isolados de T. gondii foi
realizada, totalizando o uso de 12 camundongos para cada um dos
4 isolados testados. Em cada animal foi inoculado a dose de 1x10*
taquizoitos, suspendido em 0,2mL de meio RPMI-1640 (Gibco, Life
Technologies, New York, NY, USA), injetado pela via intraperitoneal.
Apés amorte dos animais, os parasitas eram coletados da cavidade
peritoneal através de lavagem com 5mL de meio RPMI-1640 (Gibco,
Life Technologies, New York, NY, USA), para contagem em camara
de Neubauer.

Todos os procedimentos de manejo e experimenta¢do animais
foram realizados de acordo com as recomendagdes do Comité
Brasileiro de Experimentacdo Animal (Cobea; Lei n? 6.638 de 8 de
Maio, 1979) e aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), registrado
no numero CEUA-UFSM 049/2012.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O nimero médio de taquizoitos coletados em cada uma das
diferentes passagens em células Vero, entre os diferentes
isolados de Toxoplasma gondii, esta apresentado no Quadro 1.
Os isolados SF1 e SF306, foram os que apresentaram maior
crescimento médio do nimero total de taquizoitos em
cada uma das 3 diferentes passagens realizadas para cada
um dos isolados. A avaliacdo da capacidade de replicacao
in vitro e a quantificagdo do crescimento no nimero total de
taquizoitos é importante tanto para producao e manutencao
de estoques (Evans et al. 1999, Mavin et al. 2004), quanto
para desenvolvimento ou realiza¢do de testes laboratoriais

Quadro 1. Média da producio in vitro de taquizoitos, de
quatro diferentes isolados de Toxoplasma gondii inoculados
em células da linhagem Vero

Taquizoitos *

Isolado

(gendtipo) Passagem Média coletada mlllrlltcit)cliecgséo
Pains #1 12 1,3 x 10* 1,3x
(ToxoDB #11) 22 1,6 x 10* 1,6 x
3@ 2,3x10* 2,3x
Pains #2 12 1,3x10* 1,3x
(ToxoDB #11) 22 1,7 x 10* 1,7 x
32 2,5x10* 2,5x
Santa Flora #1 1° 1,7x10° 170 x
(ToxoDB #64) 22 4,5x10° 45 x
3a 3,7x10° 37x
Santa Flora #306 12 1,4 x 10° 140 x
(ToxoDB #55) 22 56x10° 56 x
3@ 3,7x10° 37 x

2 Inoculagdo inicial na dose de 1x10% em todas as passagens.
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(Joss et al. 1989, Ashburn et al. 2000). Outras finalidades
e vantagens da manutencdo in vitro de estoques viaveis de
taquizoitos de T. gondii, é aredugdo dos custos de manutenc¢do
(Ashburn etal. 2000), bem como evitar ou diminuir o uso de
cobaias, por questdes éticas, quanto a reducdo do risco de
infeccdo humana acidental no momento da manipulagao ou
inoculagdo de animais.

Os isolados P1 e P2, que possuem genétipo ToxoDB #11
(Camillo 2015), apresentaram niveis de multiplicacdo in vitro
semelhante, entre cada uma de suas passagens, com ambos
possuindo maiores indices de multiplicagdo na sua terceira
passagem (Quadro 1). ]Ja os isolados SF1 possui geno6tipo
ToxoDB #64; e SF306 com gendtipo ToxoDB #55 (Camillo
2015), mostraram elevados indices de multiplicacdo de
taquizoitos in vitro na primeira passagem. Porém, nas duas
passagens subsequentes, ocorreu redu¢do no numero médio
de taquizoitos viaveis recuperados (Quadro 1). As células de
linhagem Vero, sdo comumente utilizadas para multiplicacdo
e manutencao laboratorial de T gondii (De Meerschman etal.
2002, Saadatnia et al. 2010), sendo o tipo celular escolhido
para avaliacdo deste trabalho. Taquizoitos de T. gondii,
conhecidamente possuem a capacidade de invadir diversos
tipos de células nucleadas, em diferentes espécies animais
(Miller etal. 1972, Canfield et al. 1990, Inskeep 2nd et al. 1990,
Hartley & Dubey 1991, Dubey et al. 1998, Evans et al. 1999,
Chatterton et al. 2002, Lei et al. 2005) e o comportamento
referente a quantidade de multiplicacdo pode estar ligado
a uma maior adaptacdo do tipo de isolado ou tipo celular
utilizado para sua manutencdo (Diab & El-Bahy 2008).

Os camundongos inoculados com os 4 diferentes
isolados de T gondii (P1,P2,SF1 e SF306) foram observados
diariamente quanto a apresentacdo dos sinais clinicos de
infecgdo. Os primeiros sinais clinicos foram observados entre
5a10dias aposainoculacdo (dados ndo mostrados). Entre os
principais sinais clinicos da doenca, foram observados: pelos
ericados, lacrimejamento, emagrecimento, diarreia e distensado
abdominal. Dependendo da gravidade dos sinais clinicos ou
quando os camundongos apresentavam uma condi¢ao clinica
de doenca avancada, estes eram submetidos a eutanasia
para coleta de liquido peritoneal. A presenca de taquizoitos
viaveis de T. gondii obtidos no lavado intraperitoneal, apds a
morte dos camundongos, foi observado em todos os animais.
A média de produgio de taquizoitos viaveis encontrados nos
camundongos inoculados, em cada uma das trés passagens,
estd demonstrada no Quadro 2.

A mortalidade dos camundongos ocorreu entre o dia 6
(dois animais inoculados com o isolado SF1, na primeira
passagem) e o dia 15 (um animal inoculado com o isolado
P1, na primeira passagem), apds inoculacao dos taquizoitos.
Os animais inoculados com os isolados P1 e P2 apresentaram
os primeiros sinais clinicos de infeccdo entre os dias9a 11
apos serem inoculados, com mortalidade ocorrendo entre os
dias 12 a 15 ap6s inoculagdo. Camundongos inoculados com
oisolado SF1, demonstraram os primeiros sinais clinicos nos
dias 5 e 6 pds-inoculagdo, com mortalidade sendo observada
entre os dias 6 a 9 pds-inoculagdo. Por fim, os animais
inoculados com o isolado SF306, comegaram a apresentar sinais
clinicos entre os dias 7 a 11 ap6s inoculagdo e mortalidade
de todos os camundongos nos dias 11 e 12 ap6s inoculagao.
Aviruléncia de T gondii é bastante variavel, sendo que entre
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Quadro 2. Média da producio in vivo de taquizoitos, de
quatro diferentes isolados de Toxoplasma gondii inoculados
em camundongos

Taquizoitos ?

Isolado

(gendtipo) Passagem Média coletada mlllrllt?;)cliec:;éo
Pains #1 12 1x10* 1x
(ToxoDB #11) 28 1,4 x 10* 1,4x
3 1x10° 10x
Pains #2 12 1x10° 10 x
(ToxoDB #11) 20 5x10° 50 x
3a 1x10° 10 x
Santa Flora #1 12 1,5x10° 150 x
(ToxoDB #64) 22 3,7x10° 37x
3a 1,6 x10° 16 x
Santa Flora #306 12 1,1x10° 110 x
(ToxoDB #55) 28 3,7x10° 37x
3a 1,7x10° 17 x

2 Inoculagio inicial na dose de 1x10* taquizoitos, em todas as passagens.

estes fatores podem estar relacionados a cepa ou genoétipo
do isolado, ao estagio evolutivo que se encontra o parasita
e também quanto a dose que foi inoculada (Dubey et al.
2004). Neste estudo, como as doses inoculadas (1x10*) e os
estagios evolutivos (taquizoitos), eram os mesmos em todas
as passagens, sugere-se que os isolados SF1 e SF306 sdo os
mais virulentos tanto in vitro quanto in vivo, apesar destes
aparentemente perderem sua capacidade infectante de forma
gradativa (Quadros 1 e 2).

0 genotipo ToxoDB #11, que foi encontrado nos isolados
P1 e P2, apresentaram caracteristicas de viruléncia semelhante
tanto in vivo quanto in vitro, ja havia sido descrito causando
infeccdo em gatos e galinhas no Brasil (Dubey et al. 2004,
2008) e em galinhas na Argentina (Rajendran et al. 2012).
0 genotipo ToxoDB #55, observado no isolado SF306, também
foi anteriormente descrito em gatos no Brasil (Pena et al.
2006), tendo demonstrado uma elevada viruléncia quando
inoculado em camundongos, com altos indices de mortalidade
(Pena et al. 2008), igualmente como descrito neste estudo.
0 isolado SF1, que possui gendtipo ToxoDB #64, também ja
foi descrito anteriormente em galinhas no Brasil (Dubey et al.
2008). O SF1 foi o isolado de T gondii que apresentou maior
viruléncia entre os demais testados neste estudo, pois
apresentou elevados indices de producao de taquizoitos,
com mortalidade dos camundongos inoculados ocorrendo
logo aos 6 dias ap6s receberem o in6culo inicial.

CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos foi verificado um
comportamento de multiplicacdo parasitaria in vitro
semelhante com a multiplica¢do in vivo entre os isolados de
Toxoplasma gondii testados.

Também ficou demonstrado que diferentes isolados, mas
que possuem o mesmo gendtipo, apresentam comportamento
de viruléncia semelhante, sendo que o genétipo ToxoDB
#64 encontrado no isolado SF1, foi o mais virulento para
camundongos, quando comparado entre os demais testados.
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