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“E preciso estudar muito para saber um pouco.”

Bardo de Montesquieu



RESUMO

Os estudos epidemiolégicos das doencas emergentes e reemergentes devem
considerar, de maneira integrada, os componentes da triade epidemioldgica e a
emergéncia sanitaria, como um problema compartilhado de Salde Unica. Nesse
contexto, estdo inseridos os agentes infeciosos Toxoplasma gondii e Sporothrix spp.,
onde humanos e animais suscetiveis podem se infectar pelo contato com ambiente
contaminado e/ou animais infectados. Diante disso, objetivou-se avaliar a
contaminacgao por oocistos de T. gondii em amostras de solo de ambientes publicos
da cidade do Recife e da llha de Fernando de Noronha e aplicar o modelo de
distribuicdo de espécies para prever a adequabilidade ambiental do Arquipélago para
a permanéncia do coccidio, além de investigar a diversidade genética por meio de
marcadores AFLP (#5 EcoRI-FAM-GA/Msel-AG) e o tipo de acasalamento de isolados
de Sporothrix recuperados de casos clinicos de humanos e animais, assim como a
distribuicdo espacial de casos de Esporotricose em gatos da Regido Metropolitana do
Recife, Pernambuco no periodo de 2016 a 2021. Para isso, foram realizados trés
experimentos que compuseram trés capitulos da tese referentes ao estudo de T.
gondii no solo, a diversidade genética e a distribuicdo espacial de Sporothrix spp. No
primeiro estudo, foram analisadas 120 amostras de solo coletadas em 24 locais como
pracas, parques, universidade e hospitais da cidade do Recife, nas quais foi
identificado o gene de protozoarios Apicomplexa em 37,50% (9/24) dos locais
amostrados, com similaridade no sequenciamento para T. gondii. O segundo estudo
contemplou os 15 bairros da Ilha de Fernando de Noronha e suas quatro principais
pracas, totalizando 19 locais. Em 21,05% (4/19) dos locais amostrados foram obtidas
amostras positivas e em dois deles confirmou-se a viabilidade dos oocistos de T.
gondii. Também se comprovou a adequacao de toda a extensdo do Arquipélago para
a manutencdo do coccidio, por meio de modelos de distribuicdo de espécie. No
terceiro estudo, 100% (60/60) dos isolados de Sporothrix spp. foram classificados
geneticamente por PCR espécie-especifica como S. brasiliensis, além de
apresentarem com baixa diversidade genética (H=0.2928 e PIC=0.2499) segundo
marcadores AFLP. Quanto ao idiomorfo de acasalamento o MAT 1-2 foi identificado
por PCR em 100% (60/60) dos isolados de humanos e de animais. Foram registrados
1176 casos de Esporotricose em gatos no periodo de 2016 a 2021 na Regido

Metropolitana do Recife, com um quantitativo maior de casos procedentes de Olinda,



Jaboatdo dos Guararapes e Recife. Os resultados obtidos nesses estudos contribuem
com informagdes epidemioldgicas importantes que servem como base para o

desenvolvimento de politicas publicas intersetoriais direcionadas a saude Unica.

Palavras-chave: Epidemiologia; solo; zoonoses emergentes; Esporotricose;
Toxoplasmose.



ABSTRACT

Epidemiological studies of emerging and reemerging diseases must consider the
components of the epidemiological triad in an integrated manner and consider the
health emergency as a shared problem of One Health. In this context, the infectious
agents Toxoplasma gondii and Sporothrix spp. are inserted, where humans and
susceptible animals can become infected through contact with a contaminated
environment and/or infected animals. Therefore, the objective was to evaluate the
contamination by oocysts of T. gondii in soil samples from public environments in the
city of Recife and Fernando de Noronha Island and apply the species distribution
modeling to predict the environmental suitability of the archipelago for coccidia
permanence. In addition to investigating the genetic diversity through AFLP markers
(#5 EcoRI-FAM-GA/Msel-AG) and the mating type of Sporothrix isolates recovered
from clinical cases of humans and animals, as well as the distribution spatial analysis
of sporotrichosis cases in cats from the Metropolitan Region of Recife, Pernambuco
from 2016 to 2021. For this, three experiments were carried out that composed three
chapters of the thesis referring to the study of T. gondii in the soil and the genetic
diversity in addition to the spatial distribution of Sporothrix spp. In the first study, 120
soil samples collected in 24 places such as squares, parks, universities and hospitals
in the city of Recife were analyzed, in which the Apicomplexa protozoan gene was
identified in 37.50% (9/24) of the sampled places, with similarity in the sequencing for
T. gondii. The second study included the 15 districts of Fernando de Noronha Island
and its four main squares, totaling 19 locations. In 21.05% (4/19) of the sampled sites,
positive samples were obtained and in two of them the viability of T. gondii oocysts
was confirmed. It was also confirmed the suitability of the entire length of the
Archipelago for the maintenance of coccidia through species distribution modeling. In
the third study, 100% (60/60) of Sporothrix spp. isolates were genetically classified by
species-specific PCR as S. brasiliensis, in addition to having low genetic diversity
(H=0.2928 and PIC=0.2499) according to AFLP markers. As for the mating idiomorph,
MAT 1-2 was identified by PCR in 100% (60/60) of human and animal isolates. A total
of 1176 cases of Sporotrichosis in cats were registered in the period 2016 to 2021 in
the Metropolitan Region of Recife with a larger share of cases of cats coming from

Olinda, Jaboatdo dos Guararapes and Recife. The results obtained in these studies



contribute with important epidemiological information that serve as a basis for the
development of intersectoral public policies aimed at single health.

Keywords: Epidemiology; soil; emerging zoonoses; Esporotricosis; Toxoplasmosis.
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1. INTRODUCAO

Um conceito bastante difundido atualmente é o de Satde Unica, que enfatiza
gque a saude humana, animal e ambiental estdo intimamente relacionadas
(DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2018). Essa integracdo se tornou mais importante
nos ultimos anos com o crescimento e expansao das popula¢gdes humanas para novas
areas geogréficas, alteracdes no clima e no manejo da terra, como o desmatamento
e praticas agricolas intensivas. Estes e outros fatores desencadearam mudancas nas
interacOes entre pessoas, animais, plantas e o ambiente (ANDRIVON; MONTARRY;
FOURNET, 2022; ZINSSTAG, 2012). Nesse sentido, os problemas de saude néo
podem ser efetivamente tratados de forma isolada, ou seja, a abordagem da saude
deve ser colaborativa, multidisciplinar e multissetorial, incentivando a adocao de
politicas publicas efetivas para a prevencao e controle de zoonoses e outras ameacas
a saude, trabalhando nos niveis local, regional, nacional e global (DESTOUMIEUX-
GARZON et al., 2018; ZINSSTAG et al., 2015).

Nas ultimas décadas, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a Organizacdo
Mundial de Saude Animal (OIE) e a Organizacdo das NacbGes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO) deram inicio ao desenvolvimento de estratégias
conjuntas para promover a interagdo entre os sistemas de salude humana, animal,
vegetal e ambiental, com o objetivo de reduzir os riscos emergenciais e a
disseminacao de doencas infecciosas na interface entre animais, humanos, plantas e
ecossistemas. Essas estratégias englobam a vigilancia, planejamento de atividades
de resposta a surtos e a criacéo de estratégias de prevencao de doencas para reduzir
a morbimortalidade em pessoas e animais (FAO; OIE; WHO, 2017).

No Brasil, ainda sao poucas as politicas publicas de saude que abordam todos
os pilares da Satude Unica para prevencédo de doencas e promocao da saide por meio
da colaboracdo multidisciplinar. Os fatores institucionais e sociopoliticos ainda néo
sdo considerados na implementacdo das politicas publicas na abordagem Saude
Unica (COUTO; BRANDESPIM, 2020). A elaboracg&o de politicas publicas de saide a
partir do conhecimento produzido em acgdes integradas, resulta em uma melhor
governanca, uma vez que essas acOes articuladas garantem a relevancia,
aceitabilidade e implementacdo das medidas de saude publica (COUTO;
BRANDESPIM, 2020). A prevencdo de zoonoses é uma das vertentes da Satide Unica
que merece atenc¢do e incentivo de politicas publicas intersetoriais, como o estudo da
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identificacdo e caracterizagdo genética de agentes patogénicos em animais,
humanos, plantas e no ambiente (ZINSSTAG, 2012).

Nesse contexto, inserem-se 0s agentes infeciosos Toxoplasma gondii e
espécies do clado patogénico do género Sporothrix, responsaveis por graves
problemas de saude devido a ampla dissemina¢cdo no mundo, principalmente em
regides tropicais (DJURKOVIC-DJAKOVIC et al., 2019; ROSSOW et al., 2020).
Estima-se que mais de 70% de algumas populacdes de mulheres em idade fértil ja
foram infectadas por Toxoplasma gondii (DUBEY et al., 2012), enquanto a
Esporotricose, causada por espécies de fungos do género Sporothrix, destaca-se pela
diversidade genética e ecoldgica das espécies do clado patogénico, que apresentam
diferentes perfis genotipicos (CARVALHO et al., 2020).

Levantamentos epidemiologicos sobre a Toxoplasmose e Esporotricose em
humanos e animais demonstraram que essas estao entre as principais enfermidades
emergentes, com fatores de riscos associados com a agua, o solo e alimentos
contaminados, assim como felideos que podem eliminar os oocistos de T. gondii que
no ambiente tornam-se infectantes (MALEKI et al.,, 2020; RODRIGUES; HOOG,;
CAMARGO, 2016), além dos gatos domésticos que albergam uma alta carga fungica
de Sporothrix spp. quando infectados (RODRIGUES; HOOG; CAMARGO, 2016).

Os estudos epidemioldgicos de doencas emergentes e reemergentes devem
considerar, de maneira integrada, a investigacdo ambiental, social e cultural, fatores
que estdo associados a ocorréncia das doencas infecciosas (KEESING et al., 2010;
LEBQOV et al., 2017), principalmente em paises como o Brasil, onde existe uma rica
biodiversidade e um grande numero de patdégenos circulantes (ALHO, 2012).
Condicbes ambientais adequadas s&o necessarias para que um patdégeno se
estabeleca em uma nova populacao e tenha a capacidade de causar um surto ou até
mesmo uma epidemia, ndo bastando que este seja simplesmente introduzido no
ambiente (SHAKIBA et al., 2021).

Com um inquestionavel papel na caracterizacdo dos agentes infecciosos, as
técnicas de biologia molecular séo utilizadas na pesquisa e pratica clinica das doencas
infecciosas (SPEERS, 2006). Com a utilizacdo da abordagem molecular, € possivel a
rapida identificacdo do agente infecioso, utilizando diferentes metodologias, como a
técnica de polimorfismo por tamanho de fragmento de restricdo (RFLP), DNA
polimérfico amplificado ao acaso (RAPD), sequenciamento do DNA, Reacgdo em
Cadeia da Polimerase convencional (PCR convencional), Amplified Fragment Length
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Polymorphism (AFLP) (FRANCO-DUARTE et al., 2019). Estas técnicas quando
utilizadas em isolados de T. gondii (EKAWASTI et al.,, 2021) e Sporothrix spp.
(CARVALHO et al.,, 2020) tém demonstrado que estes agentes apresentam
polimorfismo.

Diante do impacto causado pela Toxoplasmose e Esporotricose na populacao
humana e animal, objetivou-se realizar a identificacdo e analise geoepidemidlogica de
T. gondii em amostras de solo de ambientes publicos na cidade do Recife e na llha de
Fernando de Noronha, estado de Pernambuco, além de utilizar a abordagem de
Modelagem de Distribuicdo de Espécies (MDE) para avaliar a adequabilidade
ambiental a permanéncia do coccidio. Ainda, propusemos avaliar a diversidade
genética e o tipo de acasalamento de isolados de Sporothrix recuperados de casos
clinicos de humanos e animais, bem como estudar a distribuicdo espacial de casos de
Esporotricose em gatos, no periodo de 2016 a 2021 na Regido Metropolitana do
Recife, Pernambuco, Brasil. Os resultados obtidos nesses estudos aportam
informacBes epidemiolégicas importantes que servirdo como base para o
desenvolvimento de politicas publicas intersetoriais direcionadas para o controle da

Toxoplasmose e da Esporotricose.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3. Toxoplasma gondii
3.1. Historico

Os primeiros relatos da identificacdo de Toxoplasma gondii foram realizados
em 1908 em um roedor do Norte da Africa, Ctenodactylus gundi (FERGUSON, 2009)
e em um coelho no Brasil (SPLENDORE, 2009). Inicialmente acreditava-se que o
parasito identificado pertencia ao género Leishmania, mas logo depois, 0s
pesquisadores perceberam que haviam descoberto um novo microrganismo. Em
1909, Nicolle e Manceaux propuseram o nome Toxoplasma gondii, considerando a
morfologia (do grego toxon = arco e plasma = corpo) e o hospedeiro do protozoario
(gundi = gondii) (FERGUSON, 2009).

Apbés a descricdo do novo microrganismo, Chatton e Blanc, em 1917,
levantaram uma hipotese, sem sucesso, de uma possivel transmisséo por vetor ao
observarem taquizoitos no interior de macrofagos na corrente sanguinea de roedores
da espécie Ctenodactylus gundi ndo infectados naturalmente (FRENKEL, 1970,
1973). Deste modo, Chatton e Blanc em 1917, na Tunisia (FRENKEL, 1970, 1973),
(WOKE et al., 1953) e outros pesquisadores nos EUA investigaram a possibilidade de
uma transmissao por artrépodes. Assim carrapatos, larvas, pulgas e moscas pretas
foram avaliados, contudo, o parasito ndo foi encontrado.

Em 1937, Wolf e Cowen ao descreverem um caso fatal de encefalite em
criangas, elucidaram pontos importantes da infeccdo em humanos, resultando em
uma intensificacdo dos estudos sobre o protozoario (WOLF; COWEN; PAIGE, 1939).
Inicialmente, T. gondii foi alocado em um grupo de parasitos de filogenia desconhecida
e, ao avaliar sua morfologia, o parasito foi denominado trofozoito em sua fase
proliferativa e cistozoito para aqueles encontrados no interior dos cistos teciduais
(LEVINE, 1997; TENTER; JOHNSON, 1997). A presenca do patégeno no tecido
sugeriu uma possivel transmissdo a partir da ingestdo de carne crua ou mal cozida
(WEINMAN; CHANDLER, 1954), ndo explicando a ocorréncia em individuos
estritamente vegetarianos e nos herbivoros (JACOBS, 1962).

Na década de 70, ocorreram importantes avangos epidemioldgicos,
destacando-se a descri¢do da fase sexual do parasito no epitélio do intestino delgado
do gato (FRENKEL; DUBEY; MILLER, 1970) e a ratificacdo de sua importancia como
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um patdgeno oportunista, principalmente para individuos com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e usuarios de drogas imunossupressoras (COHEN,
1970; RUSKIN; REMINGTON, 1976).

3.2. Taxonomia e organizacao estrutural de Toxoplasma gondii

Existe apenas uma espécie do género Toxoplasma, Toxoplasma gondii,
coccidio intracelular obrigatério (DUBEY, 2010), pertencente ao reino Chromista, sub-
reino Harosa (supergrupo SAR, compreendendo: Stramenopiles, Alveolata e
Rhizaria), superfilo Alveolata, filo Miozoa, subfilo Myzozoa, infrafilo Apicomplexa,
superclasse Sporozoa, classe Coccidiomorphea, subclasse Coccidia e ordem
Eimeriida (RUGGIERO et al., 2015). Apresenta trés estagios morfologicos infectantes
distintos: taquizoitos, bradizoitos e oocistos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

Os taquizoitos possuem formato eliptico (6um x 2um) e sdo encontrados no
citoplasma de células nucleadas, no interior de vacuolos, podendo eventualmente,
serem identificados em nucleos (CALDAS; SOUZA, 2018; DUBEY; LINDSAY, 1996).
Esse estagio morfolégico tem como caracteristica uma replicacédo rapida (do Grego
tachos = rapido) (FRENKEL, 1973) e assexuada por endodiogenia, onde duas células
filhas se formam no interior da célula-mae (GOLDMAN; CARVER; SULZER, 1958).

ApoOs invasao celular e replicacéo intracelular, os taquizoitos completam seu
ciclo litico ao romperem as células hospedeiras, e pela via hematogénica ou linfatica
invadem diversos tecidos como sistema nervoso central (SNC), placenta, olhos,
musculatura esquelética e cardiaca (CARRUTHERS, 2002; DUBEY, 1998). Os
taquizoitos induzem uma forte resposta inflamatoria e leséo tecidual, desencadeando
as manifestacfes clinicas da doenca e caracterizando a fase aguda da infeccdo
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Ainda no interior das células, os taquizoitos d&o origem a outro estagio evolutivo
denominado bradizoito; alteragdes morfolégicas da membrana e da matriz do vacuolo
parasitoforo ocorrem para o desenvolvimento da parede cistica e formacéo do cisto
tecidual (CALDAS; SOUZA, 2018; CARRUTHERS, 2002; DUBEY; FRENKEL, 1972).
Considerado como o estagio latente de reproducao lenta do parasito (bradi = lento,
em grego), estes medem aproximadamente 7um X 1,5um e sdo estruturas que
caracterizam a fase cronica da infeccdo (FRENKEL, 1973). Em resposta ao sistema
imunoldgico, ocorre a formagdo dos cistos contendo os bradizoitos. Contudo, a
reativacdo da infecgao latente pode ocorrer e os cistos teciduais se rompem com a
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diferenciacdo de bradizoitos em taquizoitos, invadindo novas células e formando um
novo cisto tecidual (DUBEY, 1993; SULLIVAN; JEFFERS, 2012).

O estagio de resisténcia no ambiente € o0 oocisto, responsavel por inUmeras
ocorréncias de infec¢gdes no mundo (MALEKI et al., 2020). O oocisto é o resultado da
fase sexuada do protozoario que ocorre no trato intestinal dos hospedeiros definitivos
(felideos), a partir de processos de esquizogonia e gametogonia. Os hospedeiros
definitivos eliminam os oocistos que esporulam no ambiente e se tornam infectantes
para os hospedeiros, incluindo os humanos (BLACK; BOOTHROYD, 2000;
FERGUSON, 2009). O processo de esporulacdo sofre influéncia de fatores
ambientais, como temperatura, umidade, oxigenacao, devendo esses apresentarem
faixas 6timas para ocorréncia do processo que pode durar de um a cinco dias (DUBEY
et al., 2011; FRENKEL; RUIZ; CHINCHILLA, 1975; GAO et al., 2016).

Os oocistos tém uma densidade especifica que varia entre 1,050 e 1,100,
apresentam um formato esferéide ou subesferoide e é constituido por duas camadas,
sendo a externa mais fina que a interna (DUMETRE et al., 2012). Na camada externa
€ possivel observar diversas estruturas proteicas como cisteina e tirosina, sendo a
ultima responsavel por uma autofluorescéncia azul (DUMETRE et al., 2013; FRITZ, et
al., 2012). A camada interna do oocisto € a mais grossa e sua complexa organizacao
estrutural confere ao protozodrio uma resisténcia ao estresse fisico/quimico, podendo
permanecer até 54 meses viaveis na agua (DUBEY, 2010; DUMETRE et al., 2013;
WAINWRIGHT et al., 2007).

Do ponto de vista de saude publica, as caracteristicas intrinsecas do
protozoario Sdo preocupantes, pois estas conferem resisténcia dos oocistos aos
tratamentos fisicos e quimicos tradicionais em estacdes de tratamento de agua,
incluindo a cloracdo, o tratamento com 0z6nio e os raios ultravioletas (JONES;
DUBEY, 2010; WAINWRIGHT et al.,, 2007). Outra caracteristica resultante da
conformacdo da parede dos oocistos € a carga negativa, que impossibilita a
agregacdo a outras particulas presentes em agua doce, porém em agua salobra e
marinha essa premissa nado é verdadeira, contudo nesses ultimos ambientes essas
interacbes podem ser consideradas como um dos fatores responsaveis pela incrivel
persisténcia do parasito (DUMETRE et al., 2012).
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3.3. Ciclo bioldgico de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii apresenta um ciclo biolégico heteroxénico, que inclui um
hospedeiro definitivo (felideos) e os intermediarios, que sdo o0s animais de
endotérmicos (de sangue quente), dos quais incluem vertebrados aéreos, herbivoros
e carnivoros terrestres, além de mamiferos marinhos (DUBEY, 2002, 2010, 2020;
FAYER; DUBEY; LINDSAY, 2004). A fase assexuada do protozoario ocorre nos
linfonodos, tecidos e epitélio intestinal dos hospedeiros intermediarios e definitivos,
contudo, a fase sexuada esta restrita ao epitélio intestinal dos hospedeiros definitivos
(MILLER; FRENKEL; DUBEY, 1972; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). Os
felideos, principalmente os gatos domeésticos, devido a sua numerosa populacao,
ampla dispersdo mundial e estreita relagdo com os humanos, desempenham um papel
importante no processo de contaminagdo do ambiente (CHALKOWSKI et al., 2019;
ELMORE et al., 2010; GERHOLD; JESSUP, 2013).

A infeccao dos hospedeiros definitivos se inicia pela ingestao de qualquer forma
infectante do parasito, sejam os cistos teciduais (contendo bradizoitos), taquizoitos e
oocistos esporulados (DUBEY, 2009; JONES; DUBEY, 2010). No hospedeiro
definitivo, ap0s sofrer a acdo de enzimas proteoliticas, o parasito penetra a parede
intestinal, iniciando o desenvolvimento dos cinco estagios enteroepiteliais ou
esquizontes distintos, dos tipos A, B, C, D e E que n&o séo observados em outros
coccidios conhecidos (DUBEY; FRENKEL, 1972; FERGUSON, 2004, 2009;
FERGUSON; HUTCHISON; SIIM, 1975; MOURA; AMENDOEIRA; BARBOSA, 2009)
(Figura 1).

Os estagios enteroepiteliais ocorrem entre a superficie interna e o nucleo dos
enterocitos de maneira sequencial onde ocorre a multiplicagdo por esquizogonia
(BLACK; BOOTHROYD, 2000; DUBEY; FRENKEL, 1972). Apés 12 a 18 horas da
ingestao do parasito, 0 estagio de esquizonte do tipo A é observado nos enteroécitos
superficiais e em alguns casos na lamina propria intestinal. Em seguida, 12 a 54 horas
pos-infeccdo, surge o tipo B, que se multiplica por um processo de esquizogonia
(DUBEY; FRENKEL, 1972). Entre 24 e 32 horas p0s-infeccdo, multiplicam-se por
esquizogonia no interior de vacuolos parasitéforos em uma organizacdo em formato
de roseta, dando origem ao tipo C (DUBEY; FRENKEL, 1972). O tipo D € observado
entre 32 horas e 15 dias pos-infeccédo, sdo numerosos nas células epiteliais da base

das vilosidades intestinais, além de serem precursores de organismos de varios
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aspectos morfolégicos e com multiplos nucleos. O tipo E surge a partir do tipo D em
um processo de invasado das células vizinhas, resultando em ultraestruturas distintas
daquela que lhe deu origem (DUBEY; FRENKEL, 1972; FERGUSON, 2004; SPEER;
DUBEY, 2005).

Figura 1. Ciclo enteroepitelial de Toxoplasma gondii no hospedeiro definitivo e no

ambiente.
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Os dois ultimos tipos de esquizontes sao considerados como precursores dos
gametocitos ou variantes do mesmo estagio biologico evolutivo e caracterizam a fase
pré-gametogénese (DUBEY; FRENKEL, 1972; SPEER; DUBEY, 2005). Na
gametogénese ocorre a formagdo dos macrogametas e microgametas, esse Ultimo ao
sair das células da parede intestinal, cai na luz intestinal e & atraido por quimiotaxia
até os macrogametas (DUBEY; FRENKEL, 1972; FERGUSON, 2002; SPEER;
DUBEY, 2005). Apos a fecundacado que ocorre no interior das células intestinais tem-
se a formacdo do ovo ou zigoto que se diferencia em oocisto ndo esporulado que
rompe a célula hospedeira, alcanca a luz intestinal e é eliminado nas fezes dos
hospedeiros definitivos (DUBEY; FRENKEL, 1972; SPEER; DUBEY, 2005). No
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ambiente, esses oocistos esporulam em um processo assexuado de esporogonia,
dando origem a oito esporozoitos (LINDSAY; BLAGBURN; DUBEY, 2002).

Em solos contaminados, a disseminagdo mecanica pode ocorrer por diversas
espécies de anelideos, além de moscas, baratas e formigas (DUBEY, 2009;
FRENKEL; RUIZ; CHINCHILLA, 1975; HADI, 2013; WALLACE, 1972). Estudos
realizados para determinar o nivel de contaminacdo do solo por T. gondii
demonstraram a ocorréncia do parasito no ambiente rural (AJMAL et al., 2013; CONG
et al., 2020; DUBEY, 2010; FELICIO et al., 2011; SIMON et al., 2017) e urbano, em
areas como parques publicos (AJMAL et al., 2013; CONG et al., 2020; DENG et al.,
2021; DU et al., 2012; WIT et al., 2019; WU et al., 2017). Destaca-se ainda que as
escolas que sdo consideradas areas de risco, pois as caixas de areia séo
frequentemente contaminadas por oocistos (CONG et al., 2020; SANTOS et al., 2010).

As populacdes de gatos infectados contribuem para a contaminagéo ambiental
por oocistos de T. gondii, com aumento no risco de infeccdo induzida por oocistos em
humanos (GERHOLD; JESSUP, 2013). Contudo, ndo existe um controle quanto ao
namero de gatos domésticos e de gatos de habitos ferais infectados que vivam em
liberdade e estejam na fase de eliminacdo do parasito no ambiente (LIBERG et al.,
2000).

A eliminacéo de oocistos de T. gondii € associada a gatos jovens, entretanto
uma segunda eliminacdo de oocistos de T. gondii por esses hospedeiros, apés a
primo-infeccdo, pode ser considerada se levarmos em consideracédo a diversidade de
genotipos atipicos, relatados no Brasil (GALAL et al., 2019). As caracteristicas
genéticas dos gendtipos atipicos Ihes conferem a possibilidade de interferirem no
processo de reinfecgdo dos felinos, assim como ja descrito em camundongos (COSTA
et al.,, 2018; JENSEN et al., 2015). Gatos domésticos submetidos a estudo
experimental ja foram capazes de eliminar oocistos quando expostos a um segundo
desafio com uma nova cepa de T. gondii (DUBEY, 1995).

Apos a ingestao pelos hospedeiros intermediarios, incluindo o homem, os
oocistos esporulados s&o digeridos por enzimas digestivas e excistam, liberando os
esporozoitos (DUBEY et al., 1997; SPEER et al., 1995). Ao invadirem as células
epiteliais intestinais, 0os esporozoitos do parasito se multiplicam assexuadamente
(BLACK; BOOTHROYD, 2000; DUBEY, 1998). A reprodugéao assexuada ocorre por
um processo denominado endodiogenia, gerando taquizoitos que se disseminam pela
via hematogénica ou linfatica, infectando diversos tecidos (FRENKEL, 1949; SOUZA,
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1974). No interior das células parasitadas, os taquizoitos formam o vacuolo
parasitéforo e a partir dai o parasito pode seguir se multiplicando e infectando novas
células ou ficar no estagio latente de reproducdo denominado endopoligenia, como
resultado da pressao imunologica do hospedeiro, mediada por células produtoras de
interferon gama (IFN-y), formando bradizoitos (BETANCOURT et al., 2019; BLACK;
BOOTHROYD, 2000; SULLIVAN; JEFFERS, 2012). Na condi¢do de bradizoito, o
parasito se mantém por um periodo indefinido durante a vida do hospedeiro, contudo
na ocorréncia de imunossupressdo, ao longo da vida, tem-se a reativacdo ou
recrudescéncia da infeccdo que consiste em um processo de reconversao a
taquizoitos, que podem se multiplicar, disseminar e causar a Toxoplasmose aguda
(SULLIVAN; JEFFERS, 2012).

Nos hospedeiros intermediarios e definitivos, a transmissdo pode ser vertical
e/ou horizontal (DUBEY, 2010). A forma horizontal ocorre pela ingestdo de agua e
alimentos contaminados com oocistos esporulados, consumo de bradizoitos em cistos
teciduais de hospedeiros infectados cronicamente, além da ingestdo de taquizoitos
provenientes de hospedeiros intermediarios com infeccdo aguda, como por exemplo,
através do consumo de leite ou colostro de fémeas infectadas (FERREIRA et al., 2018,
2019; JACOBS; REMINGTON; MELTON, 1960; SAAD; HUSSEIN; EWIDA, 2018).
Nas ultimas décadas, diversos estudos epidemiolégicos relacionam o risco de
infecgao por T. gondii a partir de diferentes ambientes contaminados com 00cistos,
com destaque para o solo, alimentos e agua (ALMEIDA et al., 2011; CONG et al.,
2020; DATTOLI et al.,, 2011; DENG et al.,, 2021; FERREIRA et al., 2018, 2019;
HAGHPARAST-KENARI et al., 2020; JONES; DUBEY, 2010; MALEKI et al., 2020;
SANTOS et al., 2010; SHAPIRO et al., 2019; WIT et al., 2019).

A exposicao aos oocistos presentes no solo, agua ou alimentos contaminados
representa um risco de infeccdo humana devido a longa persisténcia do agente no
ambiente e da diversidade de hospedeiros paraténicos que podem ser ingeridos como
alimento (BAHIA-OLIVEIRA; GOMEZ-MARIN; SHAPIRO, 2017; SCHOTT et al.,
2016). Os oocistos sobrevivem em agua marinha, assim moluscos podem atuar como
fonte potencial de infeccéo de T. gondii. Em um estudo com peixes marinhos realizado
por Marino et al. (2019), foram identificadas 32 amostras (21,8%) positivas de 12
espécies de peixes marinhos (Boops boops; Trachurus trachurus; Engraulis
encrasicolus; Mullus Barbatus; Pagellus acarne; Pagellus erythrinus; Merluccius

merluccius; Arnoglosso Laterna; Diplodus sargus; Raja clavata; Scorpaena scrofa;
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Spicara maena), fornecendo evidéncias do possivel papel dessas espécies como
fonte de infec¢ao do parasito.

A transmissao vertical ocorre durante a gestacdo, onde o protozoario alcanca
os tecidos fetais a partir da circulacdo materna e atravessa a barreira placentaria,
caracterizando a transmissao transplacentaria (AHMED; SOOD; GUPTA, 2020). O
parasito se multiplica nos tecidos fetais imunologicamente imaturos causando aborto,
morte neonatal ou anormalidades fetais, podendo, ainda, ocorrer uma infeccéo latente
e 0s sinais clinicos se manifestarem meses ou anos ap0s 0 nascimento, estando a
patogenia da Toxoplasmose congénita associada a fase gestacional do momento da
infeccdo (AHMED; SOOD; GUPTA, 2020; GOMEZ-CHAVEZ et al., 2020; TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

Vias menos habituais de transmissdo como transplante de 6rgaos
(HERMANNS et al., 2001; KHURANA; BATRA, 2016; ROBERT-GANGNEUX et al.,
2000, 2018), transfusao de sangue (ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2018) e acidentes

laborais (HERWALDT, 2001) também j& foram descritas em humanos.
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Figura 2. Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii.

Fonte: Elaborado por Andrade (2019) baseado em Dubey (2010). Area em azul (a): Fase no hospedeiro
definitivo (HD); 1: Multiplicagdo assexuada de taquizoitos nos enterdcitos do HD; 1’: ciclo extraintestinal
pode ocorrer pela penetracdo dos tecidos, encistamento e recrudescéncia; 2: Fase sexual, com
formacdo do microgameta e macrogameta, seguida de fecundacéo e formac@o de oocistos néo-
esporulados; Area amarela (b): fase ambiental; 3: Oocisto ndo-esporulado eliminado juntamente as
fezes do HD; 4: Oocisto esporulado; Area em vermelho (c): Fase no hospedeiro intermediario (HI); *:
Transmissao oral de oocisto esporulado; 1: Transmissdo oral de cisto tecidual; 5: Esporozoitos; 6:
Taquizoito penetrando e em vacUolo parasitéforo em uma célula hospedeira; 7: Conversdao de
taquizoito para bradizoito; 8: formacao de cisto tecidual; 9: Bradizoitos; seta roxa: Transmissao
transplacentaria.

3.4 Epidemiologia ambiental de Toxoplasma gondii e surtos de

Toxoplasmose

A contaminagdo ambiental por agentes infecciosos é um dos principais fatores
que impactam a salude humana e animal em todo o mundo (STEFFAN et al., 2018).
No solo, sdo encontrados uma infinidade de microrganismos e a rica diversidade de
materiais organicos sdo a base para producdo de energia necessaria para esse
microbioma (BREVIK et al., 2018; STEFFAN et al., 2018). Uma atencao especial deve
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ser direcionada para aqueles com potencial zoonético, que podem causar Sérios
impactos & saude humana e animal, com destaque para os agentes infecto-
parasitarios, como T. gondii (DJURKOVIC-DJAKOVIC et al., 2019).

Em todo mundo, pesquisas direcionadas a compreensdo da biologia,
epidemiologia e ecologia de T. gondii no ambiente, além do aprimoramento de
técnicas de diagndstico séo esforcos para evidenciar a importancia do solo como fonte
de infeccdo (MALEKI et al., 2020). Em alguns paises, o0s oocistos de T. gondii foram
registrados no solo, como no Brasil (COUTINHO; LOBO; SOURCE, 1982; FELICIO et
al., 2011; FERREIRA et al., 2018; SANTOS et al., 2010; SILVA; LANGONI, 2016);
China (CONG et al., 2020; DU et al., 2012; GAO et al., 2016; LIU et al., 2017; WANG
et al., 2014); Frangca (AFONSO et al., 2008; GOTTELAND et al., 2014; SIMON et al.,
2017); Estados Unidos da América (WIT et al., 2019); Iran (HAGHPARAST-KENARI
et al.,, 2020; SAKI et al., 2017; SOLYMANE et al., 2014; TAVALLA et al., 2013);
Paquistdo (AJMAL et al., 2013); Poldnia (LASS et al., 2009; SROKA; SZYMANSKA,
2012); Havai (DAVIS et al., 2018); México (PACHECO-ORTEGA et al.,, 2019);
Marrocos (BERROUCH et al., 2020); Nigéria (AWOBODE et al., 2020), com frequéncia
variando de 1% a 78,1%.

O risco de infec¢des decorrentes da ingestdo de oocistos de T. gondii para
humanos e animais esta diretamente relacionado a contaminacdo ambiental
(SHAPIRO et al., 2019). Nos hospedeiros intermediarios, um oocisto é capaz de
induzir infeccdo, estando a patogenicidade associada a um ou mais fatores como a
cepa envolvida, a dose e a via de inoculacdo (BLACK; BOOTHROYD, 2000). Ja nos
hospedeiros definitivos, a patogenia por ingestéo de oocistos € mais branda (DUBEY,
1996; MILLER; FRENKEL; DUBEY, 1972).

O crescimento da populagdo humana e seu comportamento social tem efeito
direto e indireto na contaminacdo ambiental por patdégenos zoonoticos
(DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2018; STEFFAN et al., 2018). Fatores ambientais
como umidade, temperatura e outros aspectos ambientais tém se modificado ao longo
do tempo, resultando em padrdes climaticos flutuantes, com muitas chuvas ou longos
periodos de estiagem (BLUNDEN; BOYER, 2021). Oocistos de T. gondii podem
sobreviver melhor em areas umidas tropicais, com interferéncia direta da temperatura
na esporulacdo (PATZ et al., 2000).

A umidade é favoravel a esporulacdo de oocistos de T. gondii, com a alta

umidade tem-se um aumento na esporulacdo e um maior risco de infec¢cao por T.

27



gondii (YAN et al., 2016). Contudo, por apresentar a capacidade de persistir em
ambientes adversos, 0s oocistos conseguem se manter por periodos mais longos na
seca e se dispersam na chegada das chuvas a partir do escoamento das aguas
(DUBEY, 1998; DUMETRE et al., 2013). Frenkel; Ruiz; Chinchilla (1975) ao avaliarem
a relacdo umidade e persisténcia da infectividade de oocistos no solo, observaram
gue quanto maior a umidade maior foi a taxa de recuperacéo de oocistos infectantes;
em um intervalo de 0% a 19% de umidade relativa, a persisténcia foi de 2 dias; em
37% a 58% foi de 11 dias, em 80% foi de 18 dias e em 100% o0 oocisto persistiu por
32 dias. Outra caracteristica descrita foi a capacidade do oocisto esporulado
sobreviver ao congelamento a -21°C por 28 dias, que as flutuagbes de temperatura
nao sao prejudiciais e oocistos esporulados expostos a uma temperatura de 37°C se
mantiveram viaveis por até 306 dias.

Os oocistos nao esporulados perdem a capacidade de esporulacdo apés
congelamento (1 dia a -21°C ou 7 dias a -6°C) e aquecimento (50°C, 10 min)
(DUMETRE; DARDE, 2003; FRENKEL; DUBEY, 1973). Contudo, podem sobreviver
no ambiente por pelo menos 3 meses e manter sua capacidade de esporulacdo
quando mantidos em condicfes favoraveis. Lindsay; Blagburn; Dubey (2002), apos
submeterem oocistos ndo esporulados de T. gondii a um processo de refrigeracéo
(4°C) seguido de exposicdo a temperatura ambiente por um periodo de 6 a 11
semanas, observaram a manutencdo da viabilidade do oocisto. Este fato foi
confirmado com a presenca de DNA de T. gondii em tecidos de camundongos
inoculados com o0s oocistos esporulados que foram previamente expostos ao
protocolo estabelecido. Lélu et al. (2012) avaliaram a viabilidade do oocisto de T.
gondii no solo ao longo de 21,5 meses em dois niveis de precipitacdo e relataram uma
maior viabilidade de oocistos em condi¢ées de maior precipitagdo, sugerindo que o
teor de umidade diferiu entre duas condi¢cdes de teor de agua, refletindo diretamente
na permanéncia do protozoario no ambiente a que foi exposto.

A composicdo do solo também tem estreita relagdo com a sobrevivéncia do
oocisto de T. gondii (BERROUCH et al., 2020) e pode influenciar no processo de
deteccdo do parasito (LELU et al., 2011). Além de interferir na permanéncia do
patdgeno, o solo contribui direta e indiretamente no processo de disseminacdo dos
oocistos de T. gondii no ambiente (DUMETRE; DARDE, 2003). Os agentes vetoriais
do solo sdo importantes disseminadores, contudo, requerem padrdes adequados para

sua permanéncia e isso pode ser influenciado por caracteristicas do solo como

28



granulometria, pH, densidade aparente, carbono orgéanico do solo e teor de metais
pesados (DUMETRE; DARDE, 2003).

Considerando as caracteristicas do solo como fatores influenciadores no
processo de esporulacdo e permanéncia dos oocistos de T. gondii, Gao et al. (2016)
avaliaram as propriedades fisico-quimicas do solo da cidade de Harbin, China, com
destaque para temperatura, umidade e matéria organica. Estes fatores foram de
grande influéncia na probabilidade de contaminacdo do solo por oocistos, sendo os
resultados consistentes com os coeficientes de ganho de treinamento normalizados
de MaxEnt. Wit et al. (2019) avaliaram areas da California, USA, e relataram que a
contaminacdao do solo por T. gondii teve relacdo altamente dependente da localizacéo
e estacao do ano, com uma maior ocorréncia no outono e em areas costeiras, onde o
registro de temperatura foi de 8°C a 24°C.

A ocorréncia de oocistos de T. gondii tem estreita relacdo com a distribuicdo
espacial dos hospedeiros definitivos e as caracteristicas do solo (DU et al., 2012;
GILOT-FROMONT et al., 2012; LASS et al., 2009). A densidade felina € um indicativo
do nivel de contaminag&o do solo (DU et al., 2012; LELU et al., 2010) e as colénias
de gatos que vivem em liberdade séo importante fonte de T. gondii, pois podem
contaminar espacos de criacdo de animais e de cultivo de alimentos (GOTTELAND et
al., 2014; SIMON et al., 2017; WIT et al., 2019). Awobode et al. (2020) estudaram trés
comunidades do Ibadan, Nigéria, e descreveram que o nivel de contaminacéo do solo
por oocistos foi maior em areas de concentracao de gatos, e, além disso, identificaram
anticorpos anti-T. gondii em 86,7% dos gatos que circulavam em areas de intensa
atividade humana nas comunidades, sugerindo que tais locais se apresentam como
potencial risco para a infeccéo.

Areas urbanas ou rurais habitadas e com densas populacbes de gatos
constituem espacos de risco de infec¢éo por oocistos em humanos e animais (LELU
et al., 2010). Os hospedeiros definitivos, gatos domésticos, selvagens ou qualquer
outro felideo, desde que infectado, contaminam o ambiente (DUBEY, 2010), e uma
maior disponibilidade de alimento favorece a permanéncia do felideo, aumentando o
risco da contaminacdo ambiental (CONG et al.,, 2020). Jardins comunitarios,
playgrounds e parques, desde que contaminados, podem representar uma fonte de
infeccdo de T. gondii para as criancas que entram em contato com 0s oocistos e
eventualmente podem ingeri-los (CONG et al.,, 2020; WIT et al., 2019). Além do
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manuseio de solo contaminado, o consumo de produtos mal higienizados, dele
proveniente, constitui também um risco para a infeccdo (FERREIRA et al., 2018).

Surtos de Toxoplasmose humana descritos em varios paises do mundo (Tabela
1) estdo associados a ingestdo de bradizoitos, taquizoitos e oocistos esporulados
(SMITH et al.,, 2021) (Figura 3). Segundo Ferreira et al. (2019), os oocistos
esporulados séo reponsaveis por 44,1% (15/34) dos surtos, sendo 17,6% (6/34) por
contato com solo contaminado com estimativa de 1.416 pessoas afetadas, das quais
67,0% eram criancas ou adolescentes. No Brasil, de acordo com Balbino; Bregang;
Ferreira (2021), a prevaléncia de surtos por ingestao de oocistos é de 61,9% (26/42),
sendo as frutas e vegetais (23,8% - 10/42) as vias de transmissédo mais frequentes,
seguida por carne (21,4% - 9/42) e agua (21,4% - 9/42) (Figura 4).
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Tabela 1. Surtos de Toxoplasmose humana de 1960 a marco de 2018, descritos por Ferreira et al. (2019).

Forma
Referéncia Ano N°casos Via (_je N parasitaria de Pais Grupg
transmisséao Toxoplasma acometido
gondii
Magaldi et al. 1965 9 Carne Bradizoitos Brasil Part|C|p§\qt§s do
(1967) seminario
: Estudantes
(I\iggégl)dl etal. 1966 99 Carne Bradizoitos Brasil universitarios e
professores
Kean; Kimball; o . Clientes de
Christenson (1969) 1968 5 Carne Bradizoitos Estados Unidos lanchonete
Mawr (1978) 1975 6 Cordeiro cru Bradizoitos Estados Unidos Intrafamiliar
Fertig; Selwyn; . o -
Tibble (1977) 1976 3 Cordeiro cru Bradizoitos Inglaterra Intrafamiliar r
E:lcgglzr)lho etal. 1976 21 Carne de porco Bradizoitos Brasil Intrafamiliar
Silva; Mulcahy; . o . .
Kamath (1984) 1979 4 Cordeiro cru Bradizoitos Austrélia Intrafamiliar
Sacks et al. (1983) 1980 3 Carne de veado Bradizoitos Estados Unidos Cacadores
Mcdonald et al. o . Mulheres
(1990) 1987 22 Rena crua Bradizoitos Canada grévidas
Bonametti et al. 1993 17 Cordeiro cru Bradizoitos Brasil Participantes da
(1997) festa
Choietal. (1997) 1994 3 Visceras de Bradizoitos Coreia do Sul Comerciantes
porco selvagem
Choietal. (1997) 1994 5 V'Sgﬁ:gz de Bradizoitos Coreia do Sul Soldados
Carme et al. (2002) 1995 16 Carne de caca Bradizoitos Guiana Pa_c|e_ntes
Francesa hospitalizados
Almeida et al. 2005 10 Salsicha de Bradizoitos Brasil Intrafamiliar
(2006) porco
Eduardo et al o : Participantes da
(2007) 2006 6 Carne Bradizoitos Brasil festa
Renoiner et al 2006 61 Cordeiro cru Bradizoitos Brasil Participantes da
(2007) festa



Sacks; Roberto;

Brooks (1982) 1978 10 Leite de cabra Taquizoito Estados Unidos Intrafamiliar
Chiari; Neves 1983 3 Leite de cabra Taquizoito Brasil Intrafamiliar
(1984)
(Sllggg)er et al 1988 2 Leite de cabra Taquizoito Escécia Intrafamiliar
Stagno et al. (1980) 1976 10 Areia ou solo Oaocisto Estados Unidos Intrafamiliar
'(I'legu?tgs))ch et al 1977 37 Areia ou solo Oocisto Estados Unidos Cavaleiros
Benenson et al 1979 35 Agua Oocisto Panamé Soldados
(1982)
(Slrzgzp et al 1982 9 Areia ou solo Oaocisto Estados Unidos Intrafamiliar
Abood (1992) 1990 4 Areia ou solo Oocisto Iraque Intrafamiliar
Bell et al. (1995) 1995 110 Agua Oocisto Canada Residentes do
municipio
Moura et al. (2006) 2001 426 Agua Oaocisto Brasil ReS|de_nt,e_s do
municipio
Doganci et al . . . Alunos de
(2006) 2002 171 Areia ou solo Oocisto Turquia internato
Demar et al. (2007) 2003 11 Agua Oocisto Suriname V|Z|nhqs da
comunidade
Balasundaram et 0 . - Residentes do
al. (2010) 2004 248 Agua Oocisto India municipio
Palanisamy et al. " : : Residentes do
(2006) 2004 213 Agua Oocisto India municipio
Carmo et al. (2010) 2004 40 Areia ou solo Oaocisto Brasil Re5|de_nt,e_s do
municipio
Pino; Salinas; < . A
Lépez (2009) 2008 18 Agua Oocisto Colédmbia Soldados
Funcionarios de
Ekman et al. (2012) 2009 11 Vegetais crus Oocisto Brasil restaurantes
industriais
Morais et al. (2016) 2013 73 Acai Oocisto Brasil Residentes do
municipio

Fonte: Adaptado de Ferreira et al. (2019)
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Figura 3. Distribuicdo geografica de 34 surtos de Toxoplasmose humana no mundo, segundo Ferreira et al. (2019).
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Figura 4. Registro de casos e fontes de infec¢do de Toxoplasma gondii no Brasil no periodo de 1965 a 2020, de acordo com Balbino;

Bregano; Ferreira (2021).
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No Brasil, os surtos de Toxoplasmose tém ocorrido com relativa frequéncia nas
diferentes regides e estima-se que entre 50 a 80% da populacdo adulta esteja
infectada por T. gondii (DUBEY et al., 2012; MEIRELES et al., 2015). Entre os anos
1967 a marco de 2018, ja foram registrados 12 surtos de Toxoplasmose no Brasil
(FERREIRA et al., 2019). O maior e mais grave da histéria ocorreu no municipio de
Santa Maria, Rio Grande do Sul. De acordo com o boletim epidemioldgico publicado
em maio de 2018, foram notificados 1.116 casos, sendo 168 gestantes e 0s principais
sintomas identificados foram febre, dor muscular e nas articulacdes, cefaleia, além de
anomalia congénita grave e aborto (ARQUILLA et al., 2019). Embora existam
suspeitas de que a via de transmissao teria sido a agua dos reservatorios municipais
e hortalicas, a causa do surto ndo foi determinada. Com os isolados clinicos de T.
gondii, obtidos de placenta, identificou-se um novo gendtipo atipico de alta viruléncia
(MINUZZI et al., 2020). O segundo maior surto no Brasil ocorreu em 2001, em Santa
Isabel do Ivai, Parana, onde pelo menos 426 pessoas estavam infectadas, estando
associado a uma cisterna contaminada que servia como principal fonte de
abastecimento de 4gua no municipio (ALMEIDA et al., 2011).

Outro surto de grande repercussao ocorreu em 2011 no estado de Ronddnia,
onde foram identificados 141 casos de Toxoplasmose, com registro de trés casos de
aborto e 12 casos de Toxoplasmose ocular. O consumo de agai (OR=22,47; IC95%:
5,65-89,94) e agua mineral (OR=7,15; 1C95%: 1,96-26,01) foram identificados como
fatores de risco associados a ocorréncia da Toxoplasmose (DUTRA et al., 2012).
Ainda relacionado ao consumo de acai, em 2013, no municipio de Ponta de Pedras,
no estado do Para, ocorreu um surto de Toxoplasmose envolvendo 90 casos
(MORAIS et al., 2016).

Oocistos de T. gondii desempenham um papel importante na epidemiologia
desta zoonose, principalmente no que diz respeito & documentagédo de T. gondii em
diversos nichos ecoldgicos, incluindo espécies terrestres e maritimas (GIBSON et al.,
2011; MORATAL et al., 2020; SHAPIRO et al., 2019). A presenca de um agente
infeccioso no ambiente pode gerar um desequilibrio sistémico, desencadeando

prejuizos a fauna e flora (MALEKI et al., 2020).
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4. Sporothrix spp.
4.1. Historico

Em 1896, Benjamin Schenck, descreveu o primeiro caso clinico de
Esporotricose cutanea em um paciente de 37 anos atendido no Hospital Johns
Hopkins em Baltimore, Estados Unidos. O agente infeccioso envolvido foi classificado
pelo micologista Erwin Smith como uma espécie pertencente ao género Sporotrichum
(HEKTOEN; PERKINS, 1900). Quatro anos depois, um outro caso foi relatado na
cidade de Chicago por Hektoen e Perkins (1900) que propuseram uma nova
denominacéo, Sporothrix schenckii, mas a designacéo anterior perdurou por décadas
(HEKTOEN; PERKINS, 1900). S6 em 1962 ocorreu a correcdo da classificacdo e o
fungo € nomeado de Sporothrix schenckii (CARMICHAEL, 1962).

No Brasil, em 1907, Lutz e Splendore descreveram o primeiro relato de
Esporotricose animal. Os pesquisadores avaliaram ratos que apresentavam sinais
clinicos compativeis com a doenca, além de humanos o que resultou na primeira
descricdo da enfermidade em humanos no pais. Os pesquisadores ainda
descreveram o agente como “corpos de asteroides” presente nos tecidos, definicdo
atil no diagnéstico histopatologico desta micose (LUTZ; SPLENDORE, 1907).

Até entdo, os gatos ndo tinham relacdo epidemiolégica com o agente
infeccioso, mas Beurmann e colaboradores em 1909 descreveram a suscetibilidade
dos gatos a infeccdo por S. schenckii a partir de um estudo experimental
(BEURMANN; MACKENNA, 1912). Contudo, somente em 1952, na cidade de Nova
York, Estados Unidos, foi descrito o primeiro caso de Esporotricose humana causado
por contato com um gato doente (SINGER; MUNCIE, 1952). No Brasil, o primeiro
relato de Esporotricose felina ocorreu no ano de 1956 em Sdo Paulo (FREITAS;
MIGLIANO; NETO, 1956).

Entre os anos de 1938 e 1949 foi registrada uma grande epidemia de
Esporotricose na Africa do Sul, onde aproximadamente 3.000 trabalhadores de minas
adquiriram a infeccéo pelo contato com fungo das vigas de madeira de sustentacéo
dos tuneis das minas (QUINTAL, 2000). Diversos surtos associados ao contato com
ambiente e/ou material contaminado foram registrados ao longo dos anos em paises
como Brasil, EUA, México, Guatemala, Coldmbia, Bolivia, Peru, Paraguai, Chile,

Uruguai, Argentina, Venezuela, Africa do Sul, Madagascar, Mogcambique, Franca,
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Portugal, Germania, Reino Unido, Espanha, Italia, Iran China, india, Jap&o, Tailandia,
Malasia e Australia (CARVALHO et al.,, 2021a; CDC, 1988; DOOLEY; BOSTIC;
BECKIUS, 1997; FEENEY et al., 2007; FELICIO et al., 2011). Um importante surto
envolvendo um grupo de trabalhadores que manipulava mudas de pinheiro e musgo
foi registrado no vale do Mississipi, Estados Unidos (CDC, 1988). Ainda nos EUA,
entre 0os anos de 1992 e 1993, ocorreu uma epidemia relacionada ao contato de
pessoas com feno estocado em uma casa abandonada, onde eram realizadas festas
de Halloween (DOOLEY; BOSTIC; BECKIUS, 1997). O feno também foi a fonte de
infeccdo em um surto no Sudoeste da Australia entre os anos de 2000 e 2003
(FEENEY et al., 2007).

Ao longo dos anos, observou-se que a ocorréncia da Esporotricose estava
associada ao trabalho agricola, reflorestamentos, atividades envolvendo manipulacéo
de solo, vegetais contaminados com o fungo, além do contato com gatos infectados
(RODRIGUES; HOOG; CAMARGO, 2016). No Brasil, os surtos associados a
transmissao classica pelo solo ou matéria organica foram descritos no Espirito Santo,
onde a incidéncia média aproximada foi de 4,9 casos por 100.000 habitantes no
periodo de 1982 a 2012 (CAUS et al., 2019) e no Rio Grande do Sul, onde 74,3%
(226/304) dos casos tinham associacdo com categorias ocupacionais mais
tradicionalmente expostas ao fungo (risco ocupacional) (ROSA et al., 2005).

As epidemias recentes no Brasil demonstraram que os gatos séo a principal
fonte de infeccdo para humanos, cées e outros gatos (Figura 5). Em 25 dos 26 estados
brasileiros, ja foi relatada a ocorréncia da Esporotricose, com destaque para 0s
estados das regides Sul e Sudeste onde uma epidemia foi instalada, entretanto, desde
2015, observa-se uma expressiva expansdo geografica para as regides Norte
(GREMIAO et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020) e Nordeste do pais (ARAUJO;
LEAL, 2016; BENTO et al., 2021; SILVA et al., 2018, 2021).

Os felinos tém destaque na transmissao do fungo desde a década de 1980
(READ; SPERLING, 1982; WERNER; WERNER, 1994) e a transmissao zoondtica por
esses animais registrou sua primeira epidemia no Brasil na década passada
(RODRIGUES et al.,, 2020). A partir de 2013 em alguns estados brasileiros a
Esporotricose passa a ser de notificagcdo compulsoria em humanos, sendo eles o Rio
de Janeiro (BRASIL, 2013), Pernambuco (BRASIL, 2016), Salvador (BA) (BRASIL,
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2018a) e na cidade de Guarulhos (SP) (BRASIL, 2018b), com inclusao da notificacéo

em animais nos dois ultimos.

Figura 5. Ocorréncia da Esporotricose humana e animal no Brasil.
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Fonte: Adaptado de Rodrigues et al. (2020). A. Expansdo do numero de casos de esporotricose
humana, registrados até o ano 2019, relatados em 25 dos 26 estados brasileiros, com incidéncia
variando em uma escala de alta a baixa. B. Expansédo do nimero de casos de esporotricose em gatos
em alguns estados brasileiros registrados até o ano 2019, com incidéncia variando em uma escala de
alta a baixa.

4.2. Taxonomia e organizacao estrutural de Sporothrix spp.

O género Sporothrix pertencente ao Reino Fungi, Subreino Dikarya, Filo
Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, Subclasse
Sordariomycetidae, @ Ordem  Ophiostomatales, Familia  Ophiostomataceae
(MYCOBANK, 2021), onde estédo incluidas 53 espécies (RODRIGUES et al., 2020).
Amplamente distribuidos em diversas zonas climaticas do mundo (LOPES-BEZERRA
et al., 2018), esses organismos eucarioticos sado heterotréficos e iméveis (BARROS;
PAES; SCHUBACH, 2011). Ha registros de espécies em casca de arvores, solo,
acaros e exoesqueleto de artrépodes (ERRASTI et al., 2016; MARMOT.EJO; BUTIN,
1990; OSTAFINSKA et al., 2021; POESTER et al., 2018; ROETS et al., 2008; ROMON
et al., 2014; TROLLIP et al.,, 2021). Existem varias espécies patogénicas para
humanos e animais (RODRIGUES et al., 2020).
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Considerando os tracos morfolégicos (ZHAO et al.,, 2015), fisiolégicos
(FERNANDES et al., 2009; RUDRAMURTHY et al., 2021), genéticos (HUANG; ZHOU,
2020), epidemiolégicos (OROFINO-COSTA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020),
de viruléncia (IKEDA et al., 2018) e suscetibilidade a antifungicos (WALLER et al.,
2021), entre outros aspectos, as espécies clinicamente relevantes sdo agrupadas no
chamado clado monofilético. O termo "clado clinico” ou "clado patogénico" é utilizado
para designar o grupo das espécies S. brasiliensis, S. schenckii (s.str.), S. globosa e
S. luriei, frequentemente isoladas de lesdes em humanos e animais (RODRIGUES,;
HOOG; CAMARGO, 2016). JA4 as demais espécies que raramente determinam
infecgbes ou que nunca foram reportadas em mamiferos, sdo agrupadas no “clado
ambiental”. Estas espécies sao isoladas frequentemente em amostras de solo,
matéria organica em decomposicao, insetos e plantas e organizadas em diferentes
clados como o complexo S. pallida, complexo de S. stenoceras, complexo S. candida,
complexo S. gossypina, complexo S. inflata, Grupo E, Grupo F, Grupo G, Grupo H,
Grupo | (RODRIGUES et al., 2020).

As espécies do género Sporothrix causadoras da Esporotricose em humanos e
animais sdo termodimoérficas, ou seja, em condi¢cdes de 25-30°C apresentam uma
morfologia micelial e a temperatura entre 35-37°C produzem uma morfologia
semelhante a das leveduras (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011; ZHAO et al.,
2015). No solo, as espécies patogénicas se desenvolvem em diferentes nichos
ecologicos, em meio rico em celulose com padrdes de umidade que variam de 37,5%
a 99,06%, temperatura entre 6,6°C a 31°C (NORIEGA et al., 1993; RAMIREZ-SOTO
etal., 2018) e faixa de pH entre 3,5 a 9,4 (NORIEGA et al., 1993; TELLEZ et al., 2014).
As coldnias na fase micelial sdo inicialmente brancas e glabras, podendo desenvolver
aspecto enrugado e membranoso. Com o passar dos dias de cultivo escurecerem,
passando de coloragcdo marrom para preto. A coloracdo da colonia também esta
associada a quantidade de conidios dermaceos produzidos pelas espécies que
podem apresentar colonias escuras desde o inicio do crescimento (ZHAO et al., 2015).

Microscopicamente € possivel observar hifas hialinas, septadas e finas com
conidios de diferentes formatos entre os diferentes clados (MARIMON et al., 2007,
ZHAO et al., 2015). Quanto as células conidiogéneas sao classificadas em conidios
primérios, hialinos de parede fina e conidios secundarios ou sésseis, marrom-escuros

e parede espessa (MARIMON et al., 2007). De ovais a elipticos e com um arranjo
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semelhante a um buqué de margaridas no final dos conidioéforos, estao dispostos os
conidios hialinos. Os conidios secundarios podem apresentar diferentes formas como
piriformes e ovoides a esféricos, que emergem de hifas indiferenciadas (MARIMON et
al., 2007). Ja na fase de levedura, essas apresentam um aspecto liso com coloracao
castanha ou creme, contudo, podem se apresentar escuras com O tempo, e
microscopicamente exibem varios tamanhos e formas (OROFINO-COSTA et al.,
2017). Com a andlise dos padrdes morfologicos das espécies de Sporothrix e a
observacdo da ocorréncia de sobreposicdes, € crucial a correlacdo entre dados

moleculares e caracteristicas fenotipicas (OLIVEIRA et al., 2011).

4.3. Esporotricose humana e animal

A Esporotricose € uma micose piogranulomatosa negligenciada, que acomete
humanos e animais (RODRIGUES et al.,, 2020), com relatos em ratos (LUTZ;
SPLENDORE, 1907), gatos (GREMIAO et al., 2020), cdes (BOECHAT et al., 2020),
esquilos (SARAVANAKUMAR; ESLAMI; ZAR, 1996), cavalos (COPETTI et al., 2002),
passaros (FICHMAN et al., 2018), bovinos, camelos, suinos (PEREIRA; GREMIAO;
MENEZES, 2015), tatus (KAPLAN; BRODERSON; PACIFIC, 1982; WENKER et al.,
1998), insetos (CLAVIJO-GIRALDO et al.,, 2016), animais marinhos como peixes
(HADDAD et al., 2002) e golfinhos (MIGAKI et al., 1978).

A infeccdo é adquirida por duas vias: a classica (saprozoonose) e a alternativa
(zoonose) (Figura 6), com a possibilidade de transmissdo de ambas as formas
morfologicas do fungo (GREMIAO et al., 2017; QUEIROZ-TELLES; BUCCHERI;
BENARD, 2019; RODRIGUES et al., 2020). A via classica é definida como uma
infeccdo de carater ocupacional, adquirida por inoculacdo traumatica a partir de
material vegetal contaminado com propagulos fungicos e de ocorréncia em individuos
cuja atividade inclui contato com solo e/ou vegetacdo (RODRIGUES; HOOG,;
CAMARGO, 2016).

A via alternativa estd associada aos casos de infeccdo a partir da rota
traumatica, com transmissao direta por arranhdes ou mordidas de animais em
humanos, incluindo os ratos, gatos e caes, assim como a transmissao horizontal entre
animais como gato-gato, gato-cdo e rato-gato (RODRIGUES; HOOG; CAMARGO,
2016). Em areas endémicas, existe uma preocupacao quanto a ocorréncia da zoonose
em gatos devido a proximidade desses com os humanos (BENTO et al., 2021;

GREMIAO et al., 2017), além do fato de os gatos apresentarem uma alta carga fingica
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em infec¢des ativas (GREMIAO et al., 2014, 2020), em contraste com outras espécies

de importancia epidemiolégica (GREMIAQ et al., 2020).

Figura 6. Ciclo de transmisséo de espécies do género Sporothrix.
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Além da rota traumatica, existe a rota ndo trauméatica, caracterizada pelo
contato direto com exsudato de lesdes cutaneas de gatos doentes, exposi¢cdo das
membranas mucosas a goticulas contaminadas e inalacdo de conidios (ROSSOW et
al., 2020). Diferente da transmissao gato-gato, a transmissédo inter-humana € muito
rara e de baixa ocorréncia, com apenas alguns registros na literatura (JIN et al., 1990;
KIM et al., 2018; SMITH, 1945; UMEMOTO et al., 2005), assim como 0s raros registros
de acidentes ocupacionais entre os profissionais que atuam em laboratério (COOPER,;
DIXON; SALKIN, 1992; LANDELL et al., 2011).

A partir da descricdo da infeccdo em Rattus norvegicus realizada por Lutz e
Splendore em 1907, sugeriu-se que espécies do género Sporothrix podem ser
transmitidas pela ingestao de roedores infectados (LUTZ; SPLENDORE, 1907). Tal
acontecimento foi importante como base na compreensao epidemiolégica dos gatos
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como hospedeiros, tendo em vista que o felino € o principal predador de ratos e que
se destacam epidemiologicamente na cadeia de transmissdo (RODRIGUES; HOOG;
CAMARGO, 2016). Caracteristicas intrinsecas dos gatos funcionam como
facilitadores de dispersdo do fungo, como o habito de se esconder em plantas,
revolver o solo, cavar buracos, enterrar dejetos, arranhar as unhas em arvores, se
lamber e disputar territério (SCHUBACH et al., 2001, 2002). Mesmo na auséncia de
uma infeccéo ativa, o felino pode transportar o patdgeno, fato ja descrito em casos de
gatos contactantes clinicamente saudaveis e com as patas contaminadas com o fungo
(SCHUBACKH et al., 2002; SOUZA et al., 2006). Ademais, a ecologia do fungo sofre
forte influéncia de fatores ambientais, como as temperaturas flutuantes (RODRIGUES;
HOOG; CAMARGO, 2016).

A Esporotricose € uma micose subcutanea que pode afetar hospedeiros
imunocompetentes e imunocomprometidos, com um amplo espectro de
manifestacées clinicas (FALCAO et al., 2019; POESTER et al., 2020). A apresentacio
clinica esta associada a via de inoculacdo (trauméatica ou ndo traumética), dose
infectante, espécie envolvida (espécie do clado patogénico ou ambiental) e estado
imunolégico do hospedeiro (imunocompetentes ou imunocomprometidos) (BARROS;
PAES; SCHUBACH, 2011).

Segundo Orofino-Costa et al. (2017), as apresentacfes clinicas podem ser
classificadas em: cutanea (linfocutanea, cutaneo fixa e inoculacdo multipla);
membrano-mucosa (ocular, nasal e outras); sistémica (ostearticular, cutanea
disseminada, pulmonar, neurologica, outras localizacbes/sepse) e imunorreativa
(eritema nodoso, eritema multiforme, Sindrome de Sweet e artrite reativa). Um maior
namero de casos foi relatado para a apresentacao cutdnea, embora ocorra a descri¢cao
das demais formas clinicas em humanos com histérico de alcoolismo ou pessoas com
a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida ou em tratamento com quimioterapicos ou
corticoides (FALCAO et al., 2019; OROFINO-COSTA et al., 2017; ROSSOW et al.,
2020). Em contraste, em gatos ndo ha associacao entre a gravidade da Esporotricose
ou até a carga fungica em lesdes cutaneas e a ocorréncia de infec¢gdes como a do
virus da imunodeficiéncia felina ou virus da leucemia felina (MIRANDA et al., 2018).

No tecido ou 6rgéo alvo, o fungo se converte para forma leveduriforme e pode
induzir uma reacdo granulomatosa supurativa com formacao de nodulos, Ulceras e

placas verrucosas, com ou sem disseminacdo linfatica, em individuos
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imunocompetentes (OROFINO-COSTA et al., 2017; ROSSOW et al., 2020). Em mais
de 75% dos humanos doentes, as lesbes sdao comumente linfocutanea e estéo
presentes nos locais mais expostos a traumas, como extremidades superiores, face
ou membros inferiores (ROSSOW et al., 2020). As lesbes se caracterizam por um
aspecto eritematopapuloso ou pustular, com evolug¢ao para nodular e um aumento de
tamanho seguida de ulceracédo e presenca de secrecao purulenta. Com a evolugéo do
quadro clinico, surge a linfangite e nddulos no trajeto dos vasos linfaticos (BARROS;
PAES; SCHUBACH, 2011; OROFINO-COSTA et al., 2017; RAMOS-E-SILVA et al.,
2007).

Nos gatos, a infeccdo pode variar de subclinica a apresentacdo de mdltiplas
lesdes cutaneas e formas sistémicas disseminadas fatais (PEREIRA; GREMIAO;
MENEZES, 2015). As lesdes sao em sua maioria observadas em areas de membros,
cauda e regido cefélica (PEREIRA; GREMIAO; MENEZES, 2015; ROSSOW et al.,
2020), podendo ocorrer evolugdo da lesdo com exposi¢cao de tecido 6sseo, além da
ocorréncia de miiases causadas por moscas dos géneros Cochliomyia ou Chrysomya
(GREMIAO et al., 2020). Lesbes no plano nasal em gatos infectados também s&o
comumente descritas e associadas a recidivas (SOUZA et al., 2018). Segundo Malik
et al. (2004), essa area é pouco vascularizada, o que interfere no processo de

cicatrizacdo e um bom prognéstico.

4.4. Epidemiologia molecular de Sporothrix spp.

Estudos sobre a estrutura populacional de Sprorothrix spp. contribuem para a
compreensao genética e epidemiolégica da Esporotricose que, por muito tempo foi
associada a uma unica espécie (CARVALHO et al.,, 2021a). A concep¢do da
diversidade genética e das relacdes filogenéticas entre os organismos, possibilita a
identificacdo de novas espécies, além de sua distribuicdo fora das areas de
endemicidade (CARVALHO et al., 2021b; RODRIGUES et al., 2020).

A genotipagem por meio da técnica de Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP) pode ser aplicada para fungos, algas, animais e plantas
(SHEEJA et al., 2021). O método € empregado com sucesso em estudos de espécies
de Sporothrix (CARVALHO et al., 2021a; NEYRA et al., 2005; ZHANG et al., 2015;
ZHAO et al., 2017) e outros fungos de importancia clinica (BOEKHOUT et al., 2001;
BOGALE et al., 2006; BORST et al., 2003; DURAN et al., 2010; GRIL et al., 2010;

HERKERT et al., 2016; NAJAFZADEH et al., 2010; RODRIGUES et al., 2020;
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WARRIS et al.,, 2003), com uma classificacdo mais confiavel, além de estudos
aprofundados de distribuigéo e ecologia do fungo.

Com o transcorrer do tempo, a aplicacdo da AFLP a espécies do género
Sporothrix definiu as espécies interconectadas por relacdes genéticas (CARVALHO
et al., 2020). Isso permitiu uma analise cladistica, envolvendo marcadores de todo o
genoma, resultando em bases estruturadas para o delineamento das espécies
(MEUDT; CLARKE, 2007; SHEEJA et al., 2021; VOS et al., 1995). O processo envolve
uma combinacdo de digestdo por enzimas de restricio de DNA gendmico, além de
uma amplificacdo pela PCR, tendo como possiveis resultados a identificagdo de uma
mutacdo ou delecao/insercao no fragmento amplificado (SHEEJA et al., 2021).

Rodrigues et al. (2013) realizaram uma analise filogenética de isolados de S.
brasiliensis provenientes das regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste e identificaram que
os estados de Séo Paulo, Minas Gerais, Parana compartilham o gendétipo do surto do
Rio de Janeiro. Por outro lado, diferiram do clone do Rio Grande do Sul, indicando
uma circulacéo de pelo menos dois genétipos da espécie S. brasiliensis envolvidos na
epidemia brasileira. Zhang et al. (2015), ao avaliarem 116 cepas de diferentes paises
por meio da AFLP, agruparam aquelas identificadas como S. brasiliensis nos grupos
A, B e C, com cepas de origem brasileira presentes em todos os trés. As espécies S.
mexicana e S. schenckii (s.str.) também foram identificadas e acomodadas em mais
de um grupo.

Em isolados de S. schenckii (s.str.), por exemplo, ja foi possivel observar que
o perfil de viruléncia estava associado as condi¢cdes de maior variabilidade genética
intraespecifica (FERNANDES et al., 2013). A espécie S. schenckii (s.str.) ganha
destaque dentre as pertencentes ao clado patogénico por apresentar uma maior
diversidade genética (MARIMON et al., 2006, 2007; ZHANG et al., 2015), chegando a
identificag&o de cinco grupos com evidéncias de recombinagao genética (CARVALHO
et al., 2020; RODRIGUES et al., 2014; ZHANG et al., 2015). Em contraste, S. globosa
apresenta diversidade sutil, ampla distribuicdo em regibes temperadas e quentes
(MADRID et al., 2009; MARIMON et al., 2006, 2007) e registro de diversidade criptica
na andlise AFLP (ZHANG et al., 2015).

Para a espécie S. brasiliensis, Terra et al. (2017) descreveram uma diversidade
genética criptica a partir da analise dos resultados de viruléncia observados em

modelo bioldgico murino. No Brasil, a espécie S. brasiliensis é responsavel pelo maior
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namero de infec¢cdes em gatos e humanos, sendo relatada como a mais virulenta e
com elevadas taxas de mortalidade (CARVALHO et al., 2021b). Em estudo recente
desenvolvido por (CARVALHO et al., 2020), com padrédo genotipico obtido na técnica
AFLP, as cepas do Rio Grande do Sul apresentaram alto nivel de similaridade entre
os isolados de S. brasiliensis, com um padréo que diverge dos demais identificados
no pais. Além disso, relataram que os isolados de S. brasiliensis apresentavam
variacfes significativas no padrao genotipico e muitas bandas polimorficas. Com o
estudo das rotas de transmissdo, a partir da investigacdo de variacdo genética,
politicas publicas podem ser melhor formuladas (SHEEJA et al., 2021), auxiliando no
controle do avanco da Esporotricose (CARVALHO et al., 2020).
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Contribuir com dados epidemiologicos sobre a ocorréncia, viabilidade,
distribuicdo e adequabilidade ambiental de Toxoplasma gondii em amostras de solo
de ambientes publicos e insulares, além de investigar a diversidade genética e

estrutura populacional de espécies do género Sporothrix de humanos e animais.

5.2. Objetivos especificos

. Detectar o DNA de protozoarios Apicomplexa (Neospora caninum,
Hammondia hammondi, Sarcocystis spp. € Eimeiria spp.) em amostras de solo de
ambientes publicos da cidade do Recife e da llha de Fernando de Noronha, estado de

Pernambuco;

. Identificar, por sequenciamento genético, as espécies de protozoarios
Apicomplexa de amostras de solo provenientes de ambientes publicos da cidade do

Recife e da llha de Fernando de Noronha estado de Pernambuco;

o Avaliar a viabilidade de oocistos de T. gondii em amostras de solo de

ambientes publicos da Ilha de Fernando de Noronha, estado de Pernambuco;

o Aplicar a Modelagem de Distribuicdo de Espécies (MDE) para prever a
adequabilidade ambiental do Arquipélago de Fernando de Noronha para permanéncia

de oocistos de T. gondii;

o Identificar espécies do género Sporothrix em isolados recuperados de

humanos e animais do estado de Pernambuco;

o Investigar a diversidade genética por meio de marcadores AFLP (#5
EcoRI-FAM-GA/Msel-AG) e o tipo de acasalamento de isolados de Sporothrix
recuperados de casos clinicos de humanos e animais do estado de Pernambuco;
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o Avaliar a distribuicdo espacial de casos de Esporotricose felina
registrados no periodo de 2016 a 2021 na Regido Metropolitana do Recife, estado

de Pernambuco.
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RESUMO

Neste estudo, determinamos a ocorréncia de oocistos de Toxoplasma gondii em
amostras de solo de locais publicos. Um total de 120 amostras foram coletadas de 24
locais, incluindo pracas, parques, universidade, hospitais da cidade do Recife. Os
oocistos recuperados foram submetidos a um teste de nested-PCR, e nove sitios
(9/24) foram positivos para o gene do parasito apicomplexa. O produto da PCR foi
sequenciado e 8,33% (10/120) das amostras apresentaram 100% de similaridade com
o DNA de T. gondii. Oocistos de T. gondii foram detectados em 75% (3/4) das
amostras de solo hospitalar avaliadas e em 23,81% (5/21) amostras de solos de
pracas e parques publicos. Os resultados deste estudo demonstram o potencial do
solo nas areas analisadas como fonte de infec¢do por T. gondii e, portanto, ressaltam
a importancia da elaboragédo de estratégias educativas sobre o uso desses locais,

além de futuros protocolos de limpeza em areas publicas.
Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Contaminacéo do solo, Saude publica.

1. Introducgéo

A contaminacdo ambiental por agentes infecciosos tem sido cada vez mais
reconhecida como uma ameaca global de impacto a saude publica [1-3], tendo os
agentes parasitarios um destaque como um dos mais importantes patdgenos

presentes no solo [2,4,5].
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Toxoplasma gondii, classificado como protozoario Apicomplexa, infecta aves e
mamiferos [6] e causa a toxoplasmose, um importante problema de saude publica no

Brasil e no mundo [7,8]

Condicdes ambientais especificas sdo necessarias para que o0 protozoario se
estabeleca em uma nova populacéo, e tenha a capacidade de causar um surto ou até
mesmo uma epidemia. Caracteristicas geoldgicas e ambientais, como temperatura,
granulometria, umidade e quimica do solo, influenciam na manutencao e esporulacao

dos oocistos [9-12].

Uma das formas de transmissédo do T. gondii € pela ingestao ou inalagdo de
oocistos esporulados presentes em ambientes como solo contaminado com fezes de
gatos infectados [13]. De acordo com a abordagem One Health, os problemas de
saude humana, animal e ambiental coexistem, e uma compreensdo mais ampla dos

processos e fatores envolvidos beneficia a todos [14]

No entanto, a transmissdo ambiental ainda tem sido indiscutivelmente a rota
menos estudada, apesar de ter um importante papel na epidemiologia de doencas
infecciosas [15,16]. Mesmo diante das descobertas epidemioldgicas acerca de T.
gondii e a mitigacdo da exposi¢cdo para humanos e animais, existe ainda a
necessidade de uma compreensdo abrangente da contaminacdo ambiental e os

fatores que contribuem para manutencao dos oocistos no ambiente [12].

Devido ao desafio de isolar agentes infecciosos do solo, o teste de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) desempenha um papel importante na identificacao e
caracterizagdo molecular do organismo [17]. A deteccdo por métodos moleculares
permite a identificacdo de oocistos mesmo em baixas concentracdes, além de

discernir coccideos intimamente relacionados [18].

O entendimento da distribuicdo espacial dos oocistos de T. gondii em locais
publicos evidencia a diversidade de seu ciclo de vida. Tendo em vista a auséncia de
estudos no nordeste do Brasil e a importancia da toxoplasmose como uma zoonose
emergente, o objetivo deste estudo foi estimar a ocorréncia de oocistos de T. gondii

em amostras de solo de locais publicos da cidade do Recife, Pernambuco, Brasil.
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2. Material e métodos
2.1. Areade estudo e desenho amostral

Este estudo foi realizado no municipio do Recife (8°03'28,0" S 34°52'568,1" W),
no estado de Pernambuco, cidade com area de aproximadamente 218.843 km? e

populacao de 1,6 milhdo, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica [19].

Foi realizado um estudo transversal com amostragem ndo probabilistica. As
coletas de amostras foram realizadas em marco e outubro de 2020 em quatro parques,
13 pracas, trés areas de universidades publicas e quatro hospitais, totalizando 24
locais publicos da cidade (Fig. 1; Tabela 1). Todos os parques, pracas, hospitais e
universidades estdo na area urbana, e as amostras foram retiradas de locais que
apresentavam uma ou mais das seguintes caracteristicas: playground, pontos de
onibus, academia da cidade, movimento diario intenso, bancos em &rea nao

pavimentada, e livre acesso de animais ao parque infantil (Tabela 1).

2.2. Recuperacédo de oocistos de T. gondii de amostras de solo

Cinco amostras de solo (100 g cada) foram coletadas de cada ambiente publico,
totalizando 120 amostras e assumindo uma profundidade de solo de 10 cm [9]. No
momento do processamento, foram utilizadas duas subamostras de 10 g de solo de
cada ponto [20]. Em seguida, 5 mL de acido sulfurico a 2% foram adicionados a cada

amostra.

Apo6s 16 h de esporulacéo, foram realizadas duas etapas de recuperacao dos
oocistos: a primeira etapa seguiu o protocolo descrito por Ferreira et al. [20], em que
30 mL de glicina 1 M foram adicionados ao solo e a solugéo foi homogeneizada por
30 min. A solucéo foi entdo deixada em repouso por 5 minutos para sedimentagéo. O
sobrenadante recuperado foi centrifugado a 1500xg por 15 min, resultando na
formacdo de pellets. Na segunda etapa de recuperacdo, foi utilizado o pellet
previamente recuperado; foi aplicada a técnica de Sheather [21], fracionando-se 0s 2
mL do sobrenadante final em dois microtubos. Em cada microtubo foi adicionado 1 mL
de agua ultrapura e centrifugado a 1500 x g por 5 minutos, em seguida foi mantido um

volume de 200 pul de pellet ao qual foi adicionado 1 mL de tampéo TE (Tris—HCI, NaCl
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e etileno diamina tetraacético &cido — EDTA) e uma nova centrifugacgédo foi realizada
seguindo os mesmos parametros da anterior, resultando em 200 uL de pellet, sendo

a duplicata armazenada em um unico microtubo.

2.3. Extracdo de DNA

Todas as amostras previamente processadas foram inicialmente submetidas a
10 ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria
a 56 °C para ruptura das paredes do oocisto [22]. O DNA foi extraido de amostras de
solo usando o kit comercial NucleoSpin Tissue® (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha)
de acordo com as instrucbes do fabricante, com as seguintes modificacdes: as

amostras foram incubadas em tampao de lise (T1) e proteinase K a 56 -C por 16h.

2.4. Nested-PCR

As amostras de DNA foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase
nested (nested-PCR) para amplificar o gene do DNA ribossémico Apicomplexa 18S
(rDNA) [23]. A primeira reacdo de PCR foi realizada com os primers externos
Tg18s48F (5 - CCATGCATGTCTAAGTATAAGC - 3' ) e Tgl8s359R (5 -
GTTACCCGTCACTGCCAC - 3'), com o seguinte perfil térmico: desnaturacao inicial
a 94 -C por 2 min, 30 ciclos de desnaturacédo a 94 -C por 30 s, anelamento a 57 -C
por 30 s e extensao a 72 °C por 30 s, e uma extensao final a 72 -C por 1 min. Para a
segunda reacdo, o0s primers internos utilizados foram Tg18s58F (&' -
CTAAGTATAAGCTTTTATACGGC - 3 ) e Tgl8s348R (5' -
TGCCACGGTAGTCCAATAC - 3'), utilizando o mesmo perfil térmico da primeira
reacdo; porém, neste caso, foram realizados 35 ciclos. A mistura de amplificagéo
consistiu em 0,5 yL de cada primer a 2 uM, 6,25 yL de GoTaq Green Master Mix
(Promega, Madison, WI, EUA), 2,75 uL de agua ultrapura e 2,5 yL de DNA em um
volume final de 12,5 pL [23]. O produto amplificado de aproximadamente 300 pares
de bases foi detectado por eletroforese em gel de agarose 2%, corado com Blue Green

(LGC Biotechnology), e entao fotodocumentado (Loccus - L-PIX EX).
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40,0% ] Redidio Metropolitana do Recife
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Figura 1. Distribuicdo das areas amostradas na cidade de Recife, Pernambuco, Brasil.

Tabela 1. Caracteristicas utilizadas na inclusédo das areas para amostragem.

Caracteristicas da area de estudo

Livre acesso

Areas de Parque Parada Academia Intenso Banco de praga dos animais
estudo Carqu de : movimento em area néo
infantil . - da cidade .- . ao parque
Onibus diério pavimentada : .
infantil

Parque da X X X X X
Jaqueira
Parque Urpano X X X X X
da Macaxeira
Parque Santana X X X X X
Parque Sitio
Trindade X X X
Pra_ga 13 de X X X X
Maio
Praca Antonio
Maria X X X X
Composer
Praca Baoba X X X X
Garden
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Praca dos
Gatos

Praca Bom
Pastor

Praca Casa
Forte

Praca Torre
Praca da
Varzea

Praca do Derby
Praca do
Hipédromo
Praca Dois
Irm&os

Praca Jardim
Séo Paulo
Praca General
San Martin
Area 1
Universidade de X X
Pernambuco

Area 2

Universidade de X X
Pernambuco
Area 3
Universidade de
Pernambuco
Hospital |
Hospital Il
Hospital 11l
Hospital IV

X
X

X X X X X X X
X
X X
X X X X X
X X X X X X X
X X X X X

X
X
X
X
X

e
X

X X X X
X X X X

2.5. Seguenciamento

Os amplicons positivos para o gene 18S rDNA foram purificados utilizando-se
o kit QIAquick gel extraction (Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante. Os
produtos foram sequenciados bidirecionalmente usando o kit BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. A reacdo de sequenciamento foi realizada por separagdo eletroforética
capilar no sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), utilizando
os oligonucleotideos internos. A analise das sequéncias foi realizada com o auxilio do
software Staden Package 4.1.4 (Gene Codes Corporation, EUA), e posteriormente

foram comparadas no Basic Alignment Search Tools (BLAST) do National Center for
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Biotechnology Information (NCBI - www.ncbi.nlm.nih.gov) para determinar a

identificacdo das espécies.

2.6. Analises fisico-quimicas do solo

2.6.1. Umidade atual do solo

As amostras de solo foram transportadas em embalagens impermeaveis para
manter as condi¢cdes de coleta. Todas as amostras foram pesadas em balangca com
precisado de 0,001 g e colocadas em estufa a 105 °C por 24 h. Uma vez retiradas da
estufa, as amostras foram colocadas em dessecador e, quando frias, pesadas para
calculo da massa de agua conforme descrito no manual da Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecuaria [24].
2.6.2. Potencial hidrogenidnico (pH)
A medicao do pH foi realizada em 10 g de solo em 25 mL de &gua destilada,

agitada por 60 s e deixada em repouso por 1 h, amostra foi homogeneizada para

prosseguir com a leitura do pH [24].
2.6.3. Temperatura
A temperatura foi medida diretamente no solo por meio de um termémetro de
haste metalica inserido a uma profundidade de 5 cm [24].
2.7. Georreferenciamento
As localizacbes dos pontos de coleta de amostras foram obtidas por meio de

um sistema de posicionamento global. Para o mapeamento, os dados

georreferenciados foram inseridos no software QGIS.

2.8. Andlise estatistica

Inicialmente, foi realizada uma analise estatistica descritiva dos dados obtidos
nas medidas de temperatura (°C), umidade (%) e pH por meio da distribuicdo de
frequéncias absolutas e relativas, média, desvio padréo e valores minimo e maximo.
Em seguida, a normalidade dos dados foi testada por meio do teste de Shapiro-Wilk.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para analisar os resultados do teste diagnostico
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e 0s parametros [25]. O IBM SPSS Statistics 23.0 foi utilizado para realizar os calculos
estatisticos. O nivel de significancia adotado foi de 5,0%.

3. Resultados

Doze de 120 (10%; 12/120) amostras de solo examinadas foram positivas para
a presenca do gene 18S rDNA de parasitos apicomplexa e obtidas de nove locais
(9/24): Hospital I, Hospital 11l (dois pontos), Hospital 1V, Praca Bom Pastor (dois
pontos), Praca dos Gatos, Parque da Jaqueira, Praca Jardim S&o Paulo, Parque
Urbano da Macaxeira e Praca da Torre (dois pontos). Entre as amostras positivas, dez
(83,33%; 10/12), de oito locais publicos, apresentaram 100% de similaridade com as
sequéncias do gene 18S rDNA de T. gondii (nUmeros de referéncia KX 008024.1 a
KX008033.1).

A contaminagéo das amostras de solo com oocistos de T. gondii foi maior nas
regides oeste e noroeste da cidade do Recife, compreendendo a Praca da Torre (40%;

2/5) e o ambiente externo do Hospital Ill (40%, 2/5) do que as outras areas (Fig. 1).

Com relagdo aos valores das variaveis fisico-quimicas das amostras de solo,
foram obtidos os seguintes resultados: pH variando de 4,75 a 7,51, umidade e
temperatura com variacdo de 2,55-24,46% e 26,1-39,1 °C, respectivamente, com
30,8% ( 37/120) das amostras de solo em uma faixa de temperatura entre 28,9 °C e
30,3 °C. Nos locais com amostras positivas para T. gondii, foram obtidos os seguintes
resultados: no Hospital I: temperatura de 32,2 °C e umidade do solo de 8,99%;
Hospital 1V: 28,2 °C e 7,21%; Hospital Il com duas amostras positivas: uma com 28
°C e 5,85% e a segunda com 29,6 °C e 4%; A Praca da Torre também teve dois
pontos: o primeiro com 30,1 -C e 14,57% e o segundo com 31,2 -C e 18,04%; Praca
Bom Pastor: 31,6 °C e 7,36%; Gatos Quadrados: 32,8 °C e 13%; Parque da Jaqueira:
30,2 °C e 4,36%; e Praca Jardim S&o Paulo: 27,5 °C e 6,18% (Fig. 2). A andlise
estatistica das variaveis fisico-quimicas do solo demonstrou que ndo houve diferenca
significativa entre os locais com resultados positivos quando comparados com aqueles

com resultados negativos (Tabela 2).

4. Discussao

O solo pode ser uma importante fonte de infeccdo de T. gondii em decorréncia

da resisténcia dos oocistos que chegam a persistir no ambiente por um longo periodo
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[26,27]. O nivel de contaminac¢éo do solo e a dindmica desta em ambientes publicos
sdo, em sua maioria, desconhecidos devido a poucos estudos no pais [12]. Este € 0
estudo mais abrangente sobre a ocorréncia de oocistos de T. gondii em amostras de

solo de ambientes publicos na cidade do Recife e na regido Nordeste do Brasil.

Oocistos de T. gondii foram encontrados em 27,77% (5/18) das amostras de
solo dos parques e pracgas estudados. Esses resultados corroboram os descritos em
metanalise realizada por Maleki et al. [12], que descreveram registros do estado global
da contaminacéo do solo de locais publicos por oocistos de T. gondii, com prevaléncia
de 22% encontrada em estudos na América do Sul. A ocorréncia de parasitos em
ambientes publicos de lazer é motivo de preocupacao [12,27,28], uma vez que essas
areas tém se tornado cada vez mais importantes na pratica de atividades ao ar livre

por idosos e criancas [29,30].

Esses achados corroboram os resultados obtidos por Santos et al. [31] que
avaliaram a presenca de oocistos de T. gondii no solo de escolas publicas de ensino
fundamental da regido noroeste do estado de S&o Paulo, Brasil, e isolaram T. gondii
em 22,58% (7/31) de areas de recreacdo da escola. Locais como parques, escolas e
praias séo areas de intenso movimento, e o solo contaminado desempenha um papel

importante como fonte de infeccao para hospedeiros suscetiveis [32].

A presenca de oocistos de T. gondii em areas recreativas representa um risco
real de infec¢do primaria em criancas e até adultos, o que significa que, quando em
contato com areia contaminada, podem ingerir acidentalmente 0s oocistos
encontrados em suas maos, brinquedos e roupas [33,34]. No Brasil, poucos estudos
descreveram a ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii em humanos de diferentes
faixas etarias, com uma soroprevaléncia descoberta a partir desses estudos variando
entre 32,4% (110/339) [35] e 97,4% (113/116) [36]. Em relacdo a &rea de estudo,
soroprevaléncias de 18,2%, 51,6% e 92,6% foram relatadas em criancgas (< 20 anos),
mulheres em idade fértil (18-40 anos) e adultos (40-50 anos), respectivamente [37].
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Tabela 2. Andlise estatistica descritiva das amostras positivas para Toxoplasma

gondii na analise molecular de acordo a temperatura (°C), umidade (cm3) e pH.

Parametro  Resultado N Média Desv~|o \{a!or \{allor
padréo Minimo Maximo
Positivo 8 29,6 1,6 27,5 32,2
Temperatura Negativo 112 30,0 2,6 26,1 39,1
Total 120 29,974 2,5 26,1 39,1
Positivo 8 0,0865 0,0506 0,0400 0,1804
Umidade Negativo 112 0,1124 0,0541 0,0255 0,2446
Total 120 0,1107 0,0540 0,0255 0,2446
Positivo 8 6,45 0,51 5,92 7,10
pH Negativo 112 6,38 0,54 4,75 7,51
Total 120 6,39 0,53 4,75 7,51

N = nimero de amostras; * Diferenca estatistica (p < 0,05) entre os resultados para o
parametro analisado pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura. 2. Caracteristicas de umidade, temperatura e pH de amostras de solo

positivas para Toxoplasma gondii.
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Casos de toxoplasmose como consequéncia do contato com oocistos
presentes no ambiente, j& foram descritos em humanos e animais, o que evidencia
um real problema de Satide Unica, pelo envolvimento da triade epidemioldgica: satde
humana, animal e ambiental [2 ,12,32,39,40]. A inter-relacdo epidemiologica das
esferas urbana e rural demonstra a importancia de conhecer e identificar areas
contaminadas em ambientes urbanos e rurais [6]. Em um estudo de Ferreira et al. [20]
foi relatada uma ocorréncia de 12,9% (8/62) de DNA de T. gondii em amostras de solo
de propriedades horticolas, um risco para hospedeiros suscetiveis. Os animais de
fazenda também desempenham um papel importante na triade epidemiolégica; em
um levantamento envolvendo ovinos e bovinos do estado de S&o Paulo, Brasil, a
presenca e viabilidade de oocistos de T. gondii no solo foram identificadas em areas

frequentadas por animais infectados [41].

Embora ndo tenha havido significaAncia estatistica nas variaveis fisico-quimicas
entre amostras positivas e negativas, sabe-se que caracteristicas ambientais podem
influenciar na viabilidade de oocistos no solo. Ao avaliar as condi¢cdes ambientais da
regido de estudo, observou-se que 30,8% (37/120) das amostras de solo
apresentavam temperaturas entre 28,9 °C e 30,3 °C, e nessas condi¢cdes 0s oocistos
poderiam permanecer viaveis por até 107 dias [42].

Além da temperatura, € importante entender a umidade do solo e a localizacdo
geografica da area, pois esses fatores tém um grande impacto na esporulacdo e
sobrevivéncia dos oocistos [8]. Diante disso, a variavel umidade do solo também foi
investigada, obtendo-se uma variagao de 6,18% a 18,04% nas areas com amostras
positivas. Com relacdo a prevaléncia de oocistos de T. gondii em solo com diferentes
niveis de umidade, Maleki et al. [12] relataram uma ocorréncia de 31% de oocistos
para niveis de umidade do solo = 76%, enquanto a ocorréncia foi de 11% foi em um
nivel de umidade < 60%; portanto, quanto menor o valor da umidade, menor a
prevaléncia de oocistos no ambiente. Oocistos expostos a condicbes de 19% de
umidade relativa podem sobreviver por apenas 11 dias [8,43], demonstrando que sua
capacidade de sobreviver em um ambiente é multifatorial e, mesmo com temperaturas

adequadas, outras variaveis podem afeta-los.

Cong et al. [32], ao descreverem uma prevaléncia de 10,9% (230/2100) de DNA
de T. gondii em amostras de solo de locais publicos na China, relataram a importancia

dos fatores ambientais, com os dados encontrados referentes a estacfes distintas,
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caracteristicas climaticas, regido geografica e tipo de solo. Na China, Du et al. [44]
analisaram amostras de solo de parques publicos e encontraram uma prevaléncia de
17,8% (41/252), demonstrando que solo contaminado por oocistos de T. gondii

apresenta risco real para animais e humanos.

A contaminacdo do solo por T. gondii ja foi relatada como dependente da
localizagdo e estacdo do ano, sugerindo que variagbes sazonais e espaciais
caracterizam um risco substancial para a ocorréncia da doenca [45]. Neste estudo, as
amostras foram coletadas em marco, final do verao e inicio do outono, e em outubro,
inicio da primavera (Hemisfério Sul). Houve maior prevaléncia de locais com amostras
positivas no més de outubro. De acordo com a Agéncia Pernambucana de Aguas e
Clima, em outubro, a cidade do Recife apresentou temperaturas variando de 20,4 °C
a 32,4 °C e umidade relativa minima absoluta de 42% [46], condicBGes favoraveis para

a sobrevivéncia de T. gondii por longos periodos.

Dentro do mesmo local de coleta, foi possivel observar pontos com amostras
positivas e negativas para a presenca de oocistos de T. gondii. E importante ressaltar
gue diferentes tipos de solo associados a frequéncia de eliminacédo de oocistos por
gatos podem influenciar na sua distribuicéo [47]. Os gatos preferem usar as mesmas
areas para defecar, resultando em distribuicao desigual de fezes e certas areas onde
0s parasitos estdo mais concentrados [28]. Nas areas estudadas, observou-se que
nao havia barreiras que impedissem o acesso de cées e gatos aos parques infantis,

gue passam a ser areas comuns para defecacdo excessiva desses animais.

A disseminacdo de oocistos também esta relacionada a acdo de vetores
mecanicos como os anelideos [26], cuja ocorréncia também estd associada as
caracteristicas do ambiente. Em regifes com climas amenos, 0s anelideos sdo mais
ativos na primavera e no outono, e algumas espécies sdo menos tolerantes a areas
de baixo pH, com um 6timo desenvolvimento em solos relativamente neutros (pH 5,5-
8,5) [48]. Nosso estudo é consistente com essas observacoes, sendo registrados
91,6% dos pontos amostrados dentro da faixa ideal de permanéncia do anelideo com

possivel contribuicdo deste no processo de disseminagdo do parasito.
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5. Concluséo

A deteccao molecular de T. gondii em parques, pracas, universidades e areas
externas de hospitais mostrou que esses espacos publicos sdo potenciais fontes de
infeccdo para humanos quando entram em contato com o solo dessas areas. Acdes
precisam ser tomadas para 0 manejo de gatos errantes e educacdo sanitaria é
necesséria para informar as pessoas sobre o0s perigos e ajudar a reduzir a
contaminagdo ambiental com parasitos, bem como as taxas de infeccdo por

toxoplasmose em humanos e animais suscetiveis.
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Resumo

A toxoplasmose € uma doenca infecciosa emergente e reemergente que pode
ser transmitida através de um ambiente contaminado. A contaminacdo ambiental é
um problema de salde emergencial, e determinar sua ocorréncia é fundamental para
uma abordagem de Saude Unica. Neste estudo, abordamos a extensdo da
contaminagao ambiental e a viabilidade de oocistos de Toxoplasma gondii em solos
de diferentes ambientes na llha de Fernando de Noronha, Brasil. Além disso,
realizamos modelagem de distribuicdo de espécies para prever a adequacdo
ambiental a persisténcia do coccidio na area estudada. Amostras de solo foram
coletadas em 14 bairros da llha e nas quatro pracas principais, totalizando 95
amostras de solo (cinco amostras por local). As amostras foram analisadas pela
técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) quanto & presenca do gene 18S
ribossomal DNA do protozoario Apicomplexa, seguida de sequenciamento genético.
Obtivemos 4,2% (4/95) amostras de solo positivas com 100% de similaridade para
sequéncias de T. gondii. Dois dos quatro sitios positivos na PCR mostraram

viabilidade de T. gondii oocistos através da técnica de bioensaio em camundongos.
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Como resultado da aplicagdo da modelagem de distribuicdo de espécies, observou-
se adequacao ambiental para o coccidio em toda a Ilha. Os resultados confirmam a
contaminacgao do solo neste ambiente insular por oocistos de T. gondii e a adequagéo
ambiental pela aplicacdo de modelagem. Esses achados alertam para a possibilidade
de infeccdo em animais e humanos por solo contaminado, e para contaminagao do

ambiente maritimo além de recursos hidricos para consumo da populacéo local
1. INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma importante zoonose cosmopolita causada pelo coccidio
Toxoplasma gondii, um protozoario intracelular obrigatério do filo Apicomplexa
(Dubey, 1996) que possui trés estagios morfoldgicos infecciosos distintos: o estagio
de taquizoito, o estagio de bradizoito e o estagio de oocisto (Dubey et al., 1998). T.
gondii (excretado pelos hospedeiros definitivos da familia Felidae) € um estagio
ambientalmente resistente do protozoario e desempenha um papel importante na
epidemiologia da toxoplasmose, principalmente considerando a ocorréncia de T.
gondii em diferentes nichos ecoldgicos, incluindo espécies terrestres e marinhas
(Dubey, 2010; Dubey et al., 2020; M.A. Miller et al., 2004; Schott et al., 2016).

Estudos realizados para determinar o nivel de contaminacdo do solo por T.
gondii demonstraram a ocorréncia deste parasito no ambiente rural (Ajmal et al., 2013;
Cong et al.,2020; Felicio et al.,2011; Simon et al., 2017) e ambientes urbanos, como
parques publicos (Ajmal et al.,2013; Cong et al.,2020; Deng et al.,2021; Du et al.,2012;
Wit et al.,2019; Wuet al., 2017) além de escolas. Esses locais sdo considerados zonas
de risco para as criancas contrairem a infeccdo devido aos altos niveis de

contaminacao ambiental (Cong et al., 2020; Santos et al., 2010

Condi¢cbes ambientais adequadas sdo necessarias para que um patégeno se
estabeleca em uma nova populagdo para causar um surto ou até mesmo uma
epidemia (Shakibaa et al., 2021). Assim, a abordagem de modelagem de distribuicao
de espécies (SDM) tornou-se um dos métodos mais utilizados no mapeamento de
risco de doencas (Johnson et al.,, 2019), estudado em medicina veterinaria,
epidemiologia espacial e ecoepidemiologia (Escobar, 2020; Escobar & Craft, 2016). O
MDE foi aplicada em estudos de transmissdo de microrganismos através de varios

taxons e naqueles que avaliam o comportamento de vetores do género Culicoides
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(Sloyer et al., 2019), flebotomineos como Nyssomyia intermedia e Lutzomyia
longipalpis (Fonseca et al., 2021). O SDM também tem sido aplicado na distribuicdo
de agentes infecciosos como Bacillus anthracis (Barro et al., 2016) e Leishmania major
(Chalghaf et al., 2016).

A presenca de um agente infeccioso no ambiente pode gerar desequilibrio
sistémico, desencadeando danos ecoldgicos (Destoumieux-Garzon et al., 2018), que
podem ser potencializados em ecossistemas insulares (Ahn et al., 2012; Darrell et al.,
1964; Deem et al.,, 2010; Work et al., 2000, 2002). Nas llhas Galdpagos, um
arquipélago vulcanico no Oceano Pacifico, T. gondii foi registrado na avifauna marinha
em ilhas com e sem gatos domésticos (Verant et al., 2014). No arquipélago brasileiro
de Fernando de Noronha, ha registros da ocorréncia de T. gondii em animais (Costa
et al., 2012; Dubey et al., 2010; Lima et al., 2019; Magalhaes et al., 2016; Magalhaes
et al., 2016; Magalhées et al., 2017; Melo et al., 2016; Silva et al., 2017) e humanos
(Carvalho et al., 2021), entretanto, ainda ndo ha evidéncias de contaminacao do solo

por 0ocistos.

Objetivou-se neste estudo avaliar a ocorréncia e viabilidade de oocistos de T.
gondii no solo dos bairros e pracas da Ilha de Fernando de Noronha, além de realizar
uma pesquisa de adequacdo ambiental do local para permanéncia do coccidio,
utilizando modelos preditivos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo e desenho experimental

Este estudo foi realizado no Arquipélago de Fernando de Noronha (-32,433500
W e -3,860389 S) que ocupa uma area total de 26 km, localizado no Oceano Atlantico
Sul Equatorial, a 545 km da capital do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil
(Wildner & Ferreira, 2012).

Foi realizado um estudo transversal com amostragem nao probabilistica. As
coletas de amostras foram realizadas nos 14 bairros: Floresta Velha, Floresta Nova,
Vila dos Trés Paus, Vila da Basinha, Vila do Sueste (estrada nova no Sueste e estrada
antiga no Sueste), Vila dos Remédios, Porto de Santo Antonio, Vila do Boldro, Vila da
Quixaba, Vila do DPV, Vila da Coréia; Vila do Trinta, Vila da Conceic¢do e Vila da

Vacaria, totalizando 15 localidades. As quatro pracas principais também foram
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amostradas (Praca Trinta, Praca Flamboyant, Praca Biblioteca Trinta, Praca Centro
Convivéncia Trinta e Praca Sao Miguel), e cinco amostras de solo (100 g cada) foram

coletadas de cada area, resultando em 95 amostras.

A recuperacao e esporulacao de oocistos de T. gondii do solo amostrado foram
realizadas conforme descrito por Oliveira et al. (2021). Uma aliquota do produto
resultante do processo de recuperacao foi armazenada a -20°C e, em seguida,
destinada a extracdo de DNA, e uma segunda aliquota foi utilizada imediatamente

para o bioensaio em camundongos.
2.2. Bioensaio em camundongos

Para estudar a viabilidade de oocistos de T. gondii em amostras de solo, um
pool de 200 pl de cada area amostrada foi ressuspenso em 1 ml de solugéo salina
com antibidtico (1000 Ul de penicilina e 100 pg de estreptomicina por ml), e um volume
de 400 ul foi administrado oralmente por gavagem em dois camundongos Swiss
Webster (25-30 g) (200 pl para cada) (Fritz et al., 2012). Os camundongos foram
observados diariamente quanto a sinais clinicos de toxoplasmose e sacrificados apos
45 dias. Para confirmar a infec¢cdo, amostras de sangue foram coletadas pela veia
submandibular para obtencéo de soro para detec¢édo de anticorpos anti-T. gondii IgG
por ensaio de anticorpo fluorescente indireto (cut-off = 16) conforme descrito por
Camargo (1964). Além disso, amostras de cérebro foram coletadas para analisar a
presenca de DNA de T. gondii usando a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) (Su et al., 2010).

2.3. Analises moleculares

As amostras recuperadas do solo foram submetidas a 10 ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 56°C
(Wellset al., 2015). Para a extracdo do DNA utilizou-se o kit NucleoSpin Tissue®
(Macherey-Nagel, Duren, Alemanha) seguindo o protocolo do fabricante com as
seguintes modificacdes: as amostras foram incubadas em tampéao de lise (T1) e
Proteinase K a 56°C por 16 h. Quanto aos fragmentos cerebrais, as amostras foram
maceradas e pesadas (25 mg) e, em seguida, a extracdo do DNA utilizando o kit
Wizard® GenomicDNA Purification (Promega, Madison, WI, EUA) conforme protocolo

do fabricante. O DNA foi eluido em 50 uyl de Tampao EB, analisado por
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espectrofotometria (Multiskan GO, Thermo Scientific) e a concentracao foi ajustada

para 100 ng/pl.

Amostras de DNA foram submetidas a nested PCR para amplificar o gene
18Sribosomal DNA (rDNA) de parasitas apicomplexas de acordo com Su et al. (2010).
A primeira reacdo de PCR foi realizada com os primers externos Tgl18s48F (5'-
CCATGCATGTCTAAGTATAAGC-3') e Tgl8s359R(5'GTTACCCGTCACTGCCACS3)
os primers internos Tg18s58F (5'-CTAAGTATAAGCTTTTATACGGC-3') e Tg18s348R
(5'-seguidos por 30 ciclos para primeira reacdo e 35 ciclos para nested PCR de
desnaturacao a 94°C por 30 s, hibridizacé&o a 57°C por 30 s e extenséo de 72°C por
30 s, seguido por uma extensao final a 72°C por 1 min. As rea¢cbes de PCR foram
realizadas com um volume final de 12,5 ul, contendo 0,5 ul de cada primer a 2 uM,
6,25 ul de GoTaq Green Master Mix (Promega), 2,75 ul de agua ultrapura e 2,5 ul de
DNA (Su et al., 2010). O produto amplificado de aproximadamente 300 pares de bases
foi detectado por eletroforese em gel de agarose 2%, corado com BlueGreen (LGC

Biotecnologia) e foto -documentado (L-PIX EX, Loccus Biotecnologia).

As bandas de gel de amplicons positivos foram purificadas usando o Kit
QIAquick gelextraction (Qiagen, Valencia, CA, EUA) de acordo com o protocolo do
fabricante. Os produtos foram sequenciados bidirecionalmente usando o kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (AppliedBiosystems, Foster City, CA) seguindo as
instrucdes do fabricante. A reacdo de sequenciamento foi realizada por separacao
eletroforética capilar no sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems), utilizando os oligonucleotideos internos. A analise das sequéncias foi
realizada com o software Staden Package 4.1.4 (Gene CodesCorporation, EUA), e as
sequéncias foram comparadas com o BasicAlignment Search Tools (BLAST) do
National Center forBiotechnology Information (www.ncbi.nlm. nih.gov) para identificar

0 protozoario.
2.4. Analises fisicas e quimicas do solo

Para a analise fisico-quimicas das amostras de solo, foram escolhidas as
seguintes variaveis associadas a persisténcia do oocisto de T. gondi no solo: umidade
atual, pH e temperatura, conforme descrito no manual da Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) (Donagemma et al., 2011).
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2.5. Distribuicdo espacial e ambiental

2.5.1. Respostas ambientais (registros de ocorréncia)

Foi realizada uma extensa busca na literatura especializada (Scopus, PubMed
e Google Scholar), utilizando os termos “Toxoplasma gondii”, “solo”, “coordenadas”.
Selecionamos apenas os artigos que forneceram informacdes detalhadas sobre o
processo de coleta e identificacdo do oocisto de T. gondii no solo para garantir a
correta identificacdo taxonémica. Para garantir a precisdo na localizac&do dos registros
de T. gondii, selecionamos apenas as ocorréncias com geolocalizacdo (latitude e
longitude) ou com informacdes detalhadas sobre o local de coleta (Material

Suplementar 1).
2.5.2. Variaveis preditoras (variaveis ambientais)

Para estimar a adequacédo ambiental para o oocisto de T. gondii, usamos as
variaveis climaticas “temperatura média” e “precipitacdo média” obtidas do banco de
dados climatico Worldclim (Hijmans et al., 2005) com resolugdo de ~ 16 km?. Para
baixar essas variaveis climaticas, usamos o pacote rbioclim (Exposito-Alonso, 2017)
(Material Suplementar 2), disponivel para a linguagem computacional Rstudio (R Core
Team., 2020).

A estimativa de adequacao do solo utilizou as variaveis de carbono organico e
densidade do solo disponiveis no banco de dados 'Soilgrid' (Hengl et al., 2017). 2). As
variaveis do solo foram redimensionadas para a mesma resolugdo que as variaveis
climaticas (~16 km?) usando a fungdo “reamostragem” e o método bilinear do pacote

raster (Hijmans et al., 2015).

Essas variaveis sdo comumente aplicadas para estimar o risco de infeccao
(Escobar, 2020), estdo intimamente relacionadas com a sobrevivéncia do oocisto de
T. gondii (Berrouch et al., 2020). Além de interferir na permanéncia do patdogeno, essas
variaveis contribuem direta e indiretamente para a disseminacdo de oocistos de T.

gondii no ambiente (Dumétre & Dardé, 2003).

Para estimar a faixa de variacédo das respostas ambientais em relagéo ao clima
e solo, extraimos os valores de cada variavel preditora nos locais de ocorréncia de

oocisto de T. gondii.
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2.5.3. Aplicagédo da modelagem de distribuicdo de espécies

Usamos a abordagem de modelagem de distribuicdo de espécies para avaliar
areas com adequacdo ambiental (climatica) e de solo para os oocistos de T. gondii
por meio de quatro algoritmos diferentes: Bioclim (BIO; Hijmans et al., 2017), modelos
lineares generalizados (GLM; R Core Team, 2018), modelos viciantes generalizados
(GAM; Hastie, 2018) e maxima entropia (Maxent) nas versdes simples e padrao —
MXTs e MXTd (Phillips, 2017). Todos os modelos foram construidos usando o pacote
ENMTML (Andrade et al., 2020), e cada algoritmo estima a adequacéo da alocacéo

(célula, pixel) de forma diferente (Informagfes de Apoio 3).

Para criar uma area de calibracdo (area acessivel) que representasse a maior
parte da area conhecida da distribuicdo da espécie (Barve et al., 2011), criamos um
buffer de 30 km? ao redor de todos os registros de ocorréncia. Os modelos foram
calibrados na érea acessivel pelo método de particionamento de dados bootstrap (100
réplicas), sendo 70% das ocorréncias utilizadas para treinar e 30% para testar o0s
modelos, criando pseudo-auséncias fora da area acessivel e limiar com valor de
adequacdo que maximiza Estatistica de Habilidade Verdadeira (TSS). Os melhores
modelos de cada algoritmo foram selecionados de acordo com a area sob a curva das
caracteristicas de operacdo do receptor (AUC) e projetados para toda a extenséo
terrestre, embora nosso foco seja o Arquipélago de Fernando de Noronha (Material

Complementar 4).

Cada previsdo de ensemble, através da abordagem de consenso, é baseada
na ideia de que entre varios modelos diferentes, cada um pode apresentar tanto um
‘sinal’ das distribuigbes reais quanto um “ruido”, causado por erros e incertezas. A
combinacdo de varios modelos resultard em previsdes mais precisas do que cada
modelo individual (Aradjo & New, 2007; Marmion et al., 2009; Hao et al., 2019),
principalmente quando o numero de registros de ocorréncia € reduzido (Liu et al.,
2019). Essa abordagem também é indicada para quando o numero de registros de

ocorréncia é reduzido (Haoet al., 2019).

Os modelos finais foram construidos a partir da abordagem ensemble usando
a opcao ‘PCA_SUP’ do pacote ENMTML que realizou uma analise de componentes

principais com a adequacéo dos melhores algoritmos baseados na métrica TSS.
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3. RESULTADOS

3.1. Identificacao e viabilidade de oocistos de T. gondii em amostras de solo

Este estudo revelou que amostras de solo coletadas na Vila do DPV, Vila
Floresta Velha, Praca da Trinta e Praca Flamboyant, ou seja, aquelas coletadas em
areas publicas de lazer e locais proximos a residéncias, estavam contaminadas. Das
amostras analisadas, 4,2% (4/95) foram positivas na PCR (Figura 1) para a presenca
do gene 18S rDNA de protozoarios Apicomplexa, e a analise de sequenciamento
indicou 100% de semelhanca com T. gondii (nUmeros de referéncia de KX 008024.1
a KX008033. 1).
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FIGURA 1. Distribuicdo das areas amostradas na llha de Fernando de Noronha,

Pernambuco, Brasil.

Em relagdo ao bioensaio com camundongos, a viabilidade de oocistos foi
detectada em amostras de solo de duas areas: Vila do DPV e Vila Floresta Velha. Nao
houve mortes ou sinais clinicos nos camundongos inoculados durante os 45 dias de
monitoramento. Testes sorologicos indicaram um animal soropositivo no grupo Vila do

DPV com titulo de 1:64, e dois no grupo Vila Floresta Velha com titulos de 1:32 e
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1:128. Os cérebros dos trés camundongos soropositivos foram PCR-positivos para o
DNA do parasito Apicomplexa com 100% de semelhanca com T. gondii no

sequenciamento genético.

Nas analises fisico-quimicas do solo, as amostras da Vila da Floresta Velha
apresentaram padréo de temperatura que variou de 26,2 a 29,1°C e pH entre 6,82 e
7,81, enquanto na Vila do DPV foi observado de 27,2 a 28,6°C e de 6,5 a 7,61 pH.
Quanto a umidade, esta foi de 23,7%—-62,6% na Vila do DPV e 16,1%-45,7% na Vila

da Floresta Velha.
3.2. Resposta ambiental e variaveis preditoras

Na avaliacdo da distribuicdo espacial e ambiental, foram obtidos 62 registros
de ocorréncia de oocistos de T. gondii no solo em todo o mundo (Figura 2 e Material
Suplementar 2) com valores climaticos de temperatura variando de -5,1 a 27,8°C,
precipitacdo entre 60mm3 e 1949mm3, valores de densidade aparente do solo
variando de 92 g/mL a 149 g/mL e valores de densidade de carbono organico do solo
variando de 38g kg* a 1318g kg (Figura 3). Para a ilha de Fernando de Noronha, os
valores climéticos de temperatura variaram de 26,8 a 27°C, pluviosidade entre 1344 e
1354mm?3, valores de densidade aparente do solo variaram de 126 a 130 g/mL e

valores de carbono organico do solo variaram de 309 a 535 g kg.

Toxoplasma gondi

Oxondninn e sabs pritivn pare

FIGURA 2. Distribuicdo espacial de oocistos de T. gondii. Registros positivos da

ocorréncia de oocistos de T. gondii no solo em todo o mundo sao representados.
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FIGURA 3. Influéncia da precipitacdo e dos niveis de carbono orgénico do solo na
variacdo ambiental da presenca de oocistos de T. gondii no solo. Valores climéticos e

de solo dados para todos os locais de coleta de oocistos de T. gondii.
3.3.  Modelos de distribuicdo de espécies

Os modelos finais de clima e solo tiveram alto poder preditivo de acordo com
os valores de TSS (0,88 e 0,97) (Material Suplementar 3) e mostraram adequagéo de

clima e solo em toda a extenséo territorial da llha (Figuras 4 e 5).

Arquipélago de Fernando de Noronha

Modelo climético de oocistos de Toxoplasma gondil no solo

-348%

-390
3250 045 3z40 238
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FIGURA 4. Modelo de distribuicdo baseado em variaveis climéticas. Modelo de
distribuicdo do oocisto de Toxoplasma gondii baseado em variaveis climaticas
(temperatura média e precipitacdo média). Acima: o modelo projetado para toda a
extensao terrestre com valores de adequacao do habitat entre 0 e 1 e a localizacéo
da &rea de interesse (ponto preto). Abaixo: destagque para a area de interesse

(Arquipélago de Fernando de Noronha).
Arquipélago de Fernando de Noronha

Madelo de oocistos de Taxoplasma gondii em solo

Latitude

Longitude

FIGURA 5. Modelo de distribuicdo baseado em varidveis do solo Modelo de
distribuicAo do oocisto de Toxoplasma gondii baseado em variaveis do solo
(densidade aparente e carbono organico do solo). Acima: o modelo projetado para
toda a extensédo terrestre com valores de adequacédo de habitat entre 0 e 1 e a
localizacdo da area de interesse (ponto preto). Abaixo: destaque para a area de

interesse (Arquipélago de Fernando de Noronha).

4. DISCUSSAO

Este € o primeiro registro da ocorréncia de T. gondii em um dos elementos
fundamentais da triade epidemiolégica da toxoplasmose humana na Ilha de Fernando
de Noronha. As estimativas de cenarios populacionais futuros associados a
variabilidade climatica ao longo dos anos sugerem que a maioria dos ambientes pode

eventualmente ser contaminados por oocistos de T. gondii (Shapiro et al., 2019). Em
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nosso estudo, oocistos de T. gondii foram detectados no solo de locais muito
frequentados para lazer e em areas residenciais. Atualmente, sabe-se que a
ocorréncia de toxoplasmose nédo é sinbnimo de contato com gatos (Felis catus) (Cook
et al., 2000; Deng et al., 2021). O manuseio e/ou contato com solo contaminado por
oocistos é uma das principais fontes de infeccdo em humanos (Cook et al., 2000;
Shapiro et al., 2019) e outros hospedeiros (Hamilton et al., 2014; Kakakhel et al.,
2021).

Anticorpos anti-T. gondii em felinos da llha de Fernando de Noronha ja foram
relatados por Magalhdes et al. (2017), cujos resultados indicaram que Vila Floresta
Velha e Vila do DPV foram as regides com maior nimero de gatos domésticos e ferais
soropositivos. Esses achados estdo de acordo com os resultados de nosso estudo,
pois a presencga e viabilidade de oocistos de T. gondii foram confirmadas em amostras
de solo desses bairros, enfatizando a relacdo entre a presenca de gatos e a

contaminacao ambiental.

A ocorréncia de oocistos no solo tem estreita relacdo com a distribuicdo
espacial dos felinos, e as caracteristicas do solo podem interferir na sua manutencao
(Awobode et al., 2020; Du et al., 2012). Em relacdo a pesquisa sorologica nos
hospedeiros definitivos da llha, ha registros de anticorpos anti-T. gondii com taxa de
soroprevaléncia de 71,2% (248/348) e 54,7% (150/247) para gatos domésticos e gatos
selvagens, respectivamente (Magalhaes et al., 2017). Com relacdo aos estudos de
caracterizagdo molecular, o genoétipo atipico (ToxoDB #146) e a cepa variante tipo Il
foram identificados em gatos selvagens (Melo et al., 2016; Silva et al., 2017). Em
relacdo aos humanos, Carvalho et al.(2021) encontraram que 50,4% (172/341,
intervalo de confianca de 95% [IC]: 45,2%-55,7%) dos habitantes tinham anticorpos
anti-T. gondii, € o consumo de agua de poco ou de chuva (odds ratio [OR]: 2,43,
p=0,020 e o consumo de carne de caca (OR: 1,80, p=0,026) foram considerados o0s

fatores de risco associados ao infecgao.

Considerando as caracteristicas ambientais, observou-se que as areas de Vilas
DPV e Floresta Velha apresentaram condi¢cdes de temperatura adequadas para a
persisténcia de oocistos de T. gondii, variando de 26,2 a 28,6°C. Quando depositados
em solos em areas sombreadas com condicbes adequadas de temperatura e

umidade, os oocistos esporulados podem permanecer viaveis por até 1 ano (Yilmaz &
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Hopkins, 1972). Em solos com temperaturas entre 23 e 29°C, a presenca de oocistos
T. gondii j& foramdescritos com capacidade infectiva de até 117 dias (Dubey et al.,
1970). Na llha regista-se uma temperatura média anual de 28°C (E. A. M. Lima, 2020),
podendo este valor ser extrapolado para superficies até 10 cm do solo (Dantas et al.,
2014), demonstrando que a é&rea de estudo possui condicbes de temperatura
adequadas para manutenc¢ao de oocistos.

Estudo prévio realizado em galinhas (Gallus gallus domesticus) como indicador
bioldgico de contaminagdo ambiental jA demonstrou o potencial de disseminacédo de
oocistos no solo da llha de Fernando de Noronha; no entanto, ndo examinou a
viabilidade de oocistos neste ambiente (Dubey et al., 2010; Magalhaes, Silva, et al.,
2016). Magalhaes et al. (2016) avaliaram a prevaléncia de anti-T. gondii em galinhas
que foi detectado em 88,4% (380/430; 84,6% —91,0%; 95% IC) dos animais. Outro
achado interessante foi quanto aos fatores de riscos, sendo a ocorréncia de anticorpos
associada a presenca de gatos domeésticos e de habitos ferais. Caracteristicas
intrinsecas do protozoario e de seu hospedeiro sdo fatores determinantes para a
presenca e persisténcia de oocistos no ambiente (Dubey, 2009). Naturalmente, areas
com densas populacdes de gatos contribuem para a contaminacdo ambiental por
oocistos de T. gondii, com risco aumentado de infec¢do induzida por oocistos em
humanos (Gerhold & Jessup, 2013). O aumento do niumero de gatos, hospedeiros
definitivos que eliminam oocistos T. gondii (Dubey et al., 1970), € uma preocupacao
mundial, e sua presenca esta intrinsecamente associada a densidade populacional
humana (Liberg et al., 2000).

Segundo dados do Centro de Vigilancia Animal da Ilha, houve um aumento de
20,5% (470/390) na populacédo de gatos domésticos e 49,1% (425/285) de gatos com
hébitos ferais no periodo de 2013 a 2017. Os dados podem explicar a presenca de
oocistos na Pracga Trinta e Praca Flamboyant. Os gatos selvagens circulam em uma
area ainda maior do que os gatos domésticos (Horn et al., 2011) e, uma vez
infectados, ha maior chance de contaminacdo ambiental (Wit et al., 2019). Em outro
estudo realizado na cidade de Richmond, Virginia , EUA, observou-se que 81,5% dos
gatos com hébitos ferais tinham potencial para passear em um ou mais locais de
interesse, incluindo areas publicas ou privadas (Taetzsch et al.,, 2018). A

contaminagcdo ambiental também pode estar associada a acdo da chuva e de vetores
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mecanicos que auxiliam na disseminacao do agente no ambiente (Dumétre & Dardé,
2003).

Uma segunda eliminacdo de oocistos de T. gondii por felinos apds a primo-
infeccdo é considerada improvavel (Dubey & Jones, 2008). A diversidade de genotipos
atipicos e a possivel reinfec¢do de gatos com estes podem facilitar a re-excrecdo de
oocistos, devido a varios fatores de viruléncia, ja descritos em camundongos (J. G. L.
Costa et al., 2018; Jensen et al., 2015). Gatos domésticos submetidos a um estudo
experimental foram capazes de eliminar oocistos quando expostos a um segundo

desafio com uma nova cepa de T. gondii (Dubey, 1995).

O estudo sobre a diversidade genética de um agente infeccioso pode revelar
maneiras de aperfeicoar as politicas publicas e auxiliar no controle do avanco da
enfermidade (Hosseini et al., 2022). Apesar de néo ter sido possivel a realizacdo da
andlise genotipica devido a concentragcdo de DNA insuficiente nas amostras, 0s
autores ndo descartam a possibilidade de os oocistos do solo apresentarem o mesmo
perfil de gendtipos atipicos ja identificados anteriormente no Arquipélago. A
diversidade genética de cepas atipicas de T. gondii isoladas de hospedeiros definitivos
(Melo et al., 2016; Silva et al., 2017) e intermediérios (Dubey et al., 2010; Lima et al.,
2019; Melo et al., 2020; Silva et al., 2017) na regidao estudada traz uma informacoes
relevantes, considerando que o solo é uma das provaveis fontes de infec¢do para

esses hospedeiros.

Para prever possiveis areas contaminadas, aplicamos o modelo de distribui¢cao
de espécies. Microambientes Umidos e sombreados de florestas favorecem a
sobrevivéncia de fases de vida livres de parasitas (Du et al., 2012), fator importante
considerando que na area de estudo ja existem relatos da ocorréncia de infec¢éo por
T. gondii em animais silvestres e felino de habito feral (Lima et. al., 2019; Melo et al.,

2016), sugerindo uma possivel contaminacédo das areas florestais.

Embora o numero de registros de ocorréncia utilizados no processo de
modelagem tenha sido reduzido, os modelos apresentaram valores elevados para as
métricas de avaliacao utilizadas (AUC, TSS). O uso de buffers em torno de registros
de ocorréncia para calibracdo de modelos reduz os riscos de extrapolacdo para novas

areas geograficas e condicdes ambientais (Machado-Stredel et al., 2021). A opcéo
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ensemble permitiu a construgdo de modelos finais baseados nos principais

componentes dos modelos de cada algoritmo (Andrade et al., 2020).

As variaveis temperatura, precipitacdo e carbono organico do solo estdo
intimamente relacionadas com a sobrevivéncia do oocisto de T. gondii (Berrouch et
al., 2020) e podem influenciar na deteccao do parasito (Lélu et al., 2011 Considerando
as caracteristicas do solo como fatores influenciadores no processo de esporulacao e
permanéncia dos oocistos de T. gondii, Gao et al. (2016) avaliaram amostras de solo
da cidade de Harbin, China, quanto a presenca de DNA de T. gondii, juntamente com
a analise das propriedades fisico-quimicas do solo, como temperatura, umidade e
matéria organica. Essas variaveis foram identificadas como fatores de grande
influéncia na probabilidade de contaminacdo do solo por oocistos de T. gondii, e 0s
resultados foram consistentes com os coeficientes de ganho de treinamento MaxEnt
normalizados. Wit et ai. (2019) avaliaram &reas na Califérnia, EUA, e relataram que a
contaminacgao do solo por T. gondii foi altamente dependente da localizagéo e estacao
do ano, com maior ocorréncia no outono e em areas litoraneas, onde o registro de

temperatura foi de 8 a 24°C.

Se considerarmos os registros de surtos de toxoplasmose humana por ingestao
de oocistos do contato com solo contaminado entre 1960 e 2018 (Pinto-Ferreira et al.,
2019) a luz dos resultados de adequacdo ambiental aqui apresentados, pode-se
observar que nas éareas de focos (paises da Europa, América e Asia), ha uma
adequacdo ambiental para a persisténcia de coccidios, segundo a SDM. O mesmo
ocorre na llha avaliada neste estudo, onde os modelos mostraram adequacao
ambiental em todo o seu territorio (Figuras 4 e 5). Assim, os resultados obtidos no
modelo de adequag&o ambiental e a confirmacéo da viabilidade do oocisto presente
no solo da ilha, somados a presenca e ampla distribuicdo do hospedeiro definitivo,
devem alertar para a possibilidade de disseminacdo da contaminacdo do meio
terrestre para o aquatico.

Embora os oocistos sejam depositados no solo por hospedeiros definitivos, a
ocorréncia de infeccdes em animais aquaticos demonstra o importante papel da
transmissao pela agua. Em algumas populacées marinhas, a ocorréncia de anticorpos
anti-T. gondii atinge até 98% (Dubey et al., 2003). Em aves marinhas de oito ilhas do

Oceano Indico Ocidental, a prevaléncia foi de 16,8% (Poulle et al., 2021), sugerindo a
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possibilidade de transporte e acimulo de oocistos em areas préximas a costa ou no
mar (Miller et al., 2018).

Oocistos em aguas marinhas podem contaminar os moluscos, e estes podem
atuar como uma fonte potencial de infeccdo de T. gondii (Marino et al., 2019). a
espécie utiliza a area para descanso, reproducdo e cuidado parental e é altamente
suscetivel aos impactos ambientais que podem ocorrer (Junior & Silva, 2020; Tischer
et al., 2013). Diante disso, € importante investigar a presenca e viabilidade de oocistos
de T. gondii no solo desta llha, pois, além do risco que representam para 0S

hospedeiros terrestres, podem ser fonte de contaminacado do ambiente marinho.
5. CONCLUSAO

Os resultados confirmam a contamina¢do ambiental por oocistos de T. gondii
nesta ilha e indicam condi¢des favoraveis para contaminacdo de toda a extensao
territorial da llha de Fernando de Noronha. O entendimento da distribuicdo de oocistos
no ambiente é de grande relevancia para o planejamento e implementacdo de
estratégias de controle da infeccao por T. gondii em humanos e animais. Dessa forma,
campanhas de educacdo sanitaria, posse responsavel e acfes para reducdo da
populacao de gatos selvagens devem ser incentivadas para um manejo adequado dos
hospedeiros definitivos e consequentemente reducdo da contaminacao ambiental.
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Resumo

A esporotricose € uma zoonose cosmopolita causada por espécies do género
Sporothrix, de ocorréncia endémica em diversas areas do Brasil, contudo, as
informacdes sobre a diversidade genética e estrutura populacional de Sporothrix no
pais ainda sdo escassas. Deste modo, objetivou-se avaliar a diversidade genética por
meio de marcadores AFLP (#5 EcoRI-FAM-GA/Msel-AG) e o tipo de acasalamento de
isolados de Sporothrix recuperados de casos clinicos de humanos (n=10) e animais
(n=50), além de estudar a distribuicdo espacial de casos de Esporotricose em gatos,
no periodo de 2016 a 2021 na Regido Metropolitana do Recife, Pernambuco, Brasil.
Ao todo, 60 isolados de Sporothrix spp. foram classificados geneticamente por PCR
espécie-especifica como S. brasiliensis, a partir de marcadores direcionados para o
gene da calmodulina com um maior nimero proveniente do Recife (isolados de
animais: 68%; 34/50) e com baixa diversidade genética (H=0.2928 e PIC=0.2499)
revelada por marcadores AFLP. Quanto ao idiomorfo sexual, individuos MAT 1-2
foram identificados por PCR duplex em 100% (60/60) dos espécimes de humanos e
de animais. Em total, 1176 casos de esporotricose em gatos foram registrados no
periodo de seis anos na Regido Metropolitana do Recife, com uma frequéncia média
anual historica de 157 casos. A maioria dos casos era de gatos procedente das
cidades de Olinda (408/1176; 34,70%), Jaboatdo dos Guararapes (332/1176; 28,23%)
e Recife (237/1176; 20,15%). A esporotricose na area de estudo assume um carater
epidémico-urbano envolvendo a espécie S. brasiliensis. A epidemiologia molecular
sugere que o0 genotipo que circula na Regido Metropolitana do Recife é originario do
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Rio de Janeiro, tendo em vista que os isolados abrigam o0 mesmo locus MAT 1-2, sem
indicios de diferenciacéo genética significativa (P<0,0001). Diante dos achados fica
claro a necessidade de barreiras sanitarias e politicas publicas de saude para mitigar
a epidemia, assim como a importancia dos gatos na epidemiologia da enfermidade no

estado de Pernambuco.

Palavras-chaves: Sporothrix brasiliensis; Sporothrix schenckii; Esporotricose; micose

de implantacdo; micose subcutanea; epidemiologia; zoonose.

1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma doenca de carater subagudo ou crénico causada por
Sporothrix schenckii e espécies relacionadas?. A infeccdo ocorre por contaminacéo de
feridas ou pela inoculagdo traumatica do microrganismo no tecido (sub)cutaneo do
hospedeiro vertebrado de sangue quente?. A rota de transmissdo remete ao contato
direto com o0 gato doméstico infectado ou pelo contato com solo e vegetais
contaminados por propagulos de Sporothrix 12,

Estudos filogenéticos recentes demonstraram que o tradicional agente dessa
micose, S. schenckii sensu lato (s.l.), € na verdade um complexo de espécies
filogeneticamente relacionadas*. Atualmente, o clado clinico inclui as espécies S.
brasiliensis, S. schenckii (s. str.), S. globosa e S. luriei. Analises filogenéticas
demonstram que isolados de interesse clinico inseridos no clado ambiental e
pertencentes aos complexos S. pallida (e.g., S. chilensis, S. pallida, S. mexicana e S.
humicola) e S. stenoceras apresentam pouco potencial patogénico para seres

humanos e animais®.

A esporotricose ja foi relatada em 25 dos 26 estados brasileiros com destaque
para os estados das regides Sul e Sudeste onde uma epidemia foi instalada na década
de 90, contudo desde 2014 observa-se uma expressiva expansao geografica para as
regides Norte e Nordeste do pais associada, principalmente, a S. brasiliensis® 678, Em
Pernambuco, esta zoonose emergente foi identificada em cidades da Regido
Metropolitana do Recife e tem despertado preocupagdo da vigilancia
epidemioldgica®?®, evidenciando a necessidade de avaliar a circulacdo das espécies
envolvidas. O estudo da diversidade genética de S. brasiliensis provenientes de

Pernambuco na regidao Nordeste utilizando marcadores AFLP demonstra ser de
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grande importancia principalmente para ajudar no rastreamento e expansao da

espécie ao longo do pais?®.

O estudo das vias de transmissao a partir da investigacao de variacao genética
pode revelar estratégias para a formulacdo de politicas publicas intersetoriais
eficazes'! e auxiliar no controle da doenca®. Aliado a isso, ja foi demonstrado em
isolados de Sporothrix que a caracterizacdo dos idiomorfos sexuais por PCR séo
importantes marcadores para entendermos a expansao geografica da esporotricose
transmitida por gatos'?1213, O estudo molecular de idiomorfos sexuais em Ascomycota
é feito a partir da andlise do gene MAT, codificador de proteinas de ligacdo ao DNA,
além de ser utilizado como uma ferramenta de distribuicdo geografica no processo de
expansao das epidemias impulsionadas por espécies emergentes de Sporothrix4. Em
fungos heterotélicos (auto-estéreis), os individuos possuem os loci MAT1-1 ou MAT1-
2 que conferem os idiomorfos de tipos de acasalamento MAT1-1 e MAT1-2,

respectivamente®®.

Diante do exposto, objetivou-se neste estudo caracterizar as espécies de
Sporothrix spp., identificar os idiomorfos sexuais de isolados clinicos de humanos e
animais e fazer a caracterizacao genética dos isolados por meio de marcadores AFLP,
além de avaliar a distribuicdo espacial de casos de esporotricose felina registrados no
periodo de 2016 a 2021 na Regido Metropolitana do Recife, Pernambuco, regido

Nordeste do Brasil.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostragem

Foram analisados 10 isolados clinicos de Sporothrix spp. de origem humana,
provenientes da micoteca do Laboratério Central de Saude Publica de Pernambuco
(LACEN-PE), e 50 isolados clinicos de origem animal (1 isolado de canino e 49 de
felinos), da micoteca do Laboratério de Doengas Infectocontagiosas (LDIC-UFRPE)
de casos registrados entre 2019 e 2021. Os isolados foram repicados em Agar
Sabouraud para a obtencdo de colbnias monospoéricas de 14 dias que foram

submetidas a extracdo de DNA.

2.2. Extracdo de DNA e caracterizacao genética de Sporothrix spp.
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O DNA foi extraido a partir de colbnias filamentosas monosparicas utilizando-
se o Fast DNA kit (MP Biomedicals, Irvine, CA, EUA), obedecendo as instru¢des do
fabricante. O DNA obtido foi quantificado com auxilio do espectrofotometro NanoDrop
2000, diluido a 100 ng/ul e mantido a -20°C até o momento da realizacdo da reacao

em cadeia da polimerase (PCR).

As amostras de DNA foram submetidas a PCR espécie-especifica para
amplificacdo parcial do gene CAL das espécies do género Sporothrix (Tabela 1)'6. As
PCR’s espécies-especificas incluiam 12,5 uL de tampao PCR Master Mix 2x (3 mM
MgCl2, 400 mM de dNTPs e 50 U/mL Tag Polimerase - Promega Corporation,
Madison, WI, EUA); 9,5 uL de agua, 1 uL de cada iniciador molecular (10 pmol/uL;
Integrated DNA Technologies, EUA) e 1 uL de DNA alvo [100 ng/uL] em um volume
final de 25 uL. As reagdes foram conduzidas com o seguinte perfil térmico: uma etapa
inicial de desnaturacao de 5 min a 95°C; seguida por 35 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min
na temperatura de hibridizacdo (touchdown PCR) e 1 min a 72°C; seguido por uma
etapa final de 10 min a 72°C. Com temperatura de hibridizacdo no primeiro ciclo de
70°C e posterior reducao da temperatura de hibridizacdo em 1°C/2 ciclos para os 20
ciclos seguintes; os 15 ciclos finais da PCR foram com uma temperatura de
hibridizacdo de 60°C. Todas as etapas de amplificagcdo foram realizadas em um
Mastercycler X50 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)?®.

Para caracterizar os idiomorfos de acasalamento foi realizada uma PCR
duplex utilizando 0,6 pl (10 pmol/mL; Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A,
EUA) de cada iniciador molecular direcionado para a regido MAT1-1 (SPMAT1-1F e
SPMAT1-1R) e 0,35 pul (10 pmol/ pl) de cada primer para regiao MAT1-2 (SPMAT1-2F
e SPMAT1-2R) (Tabela 1); 12,5 mL de tamp&o PCR Master Mix 2x (3 mM MgCl2, 400
mM cada dNTPs e 50 U/mL Tag DNA Polymerase — Promega Corporation, Madison,
WI, EUA) e 1 pl de DNA alvo (50 ng/ pl)*2. O perfil térmico foi realizado em um
Mastercycler X50 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) com a seguinte programagao:
uma etapa inicial de desnaturacdo de 5 min a 95°C; seguido por 35 ciclos de 1 min a
95°C,1mina 62 °Ce 1 mina 72 °C. Uma etapa final de 10 min a 72 °C foi incluida*.

Os produtos amplificados de ambas reacdes foram detectados por eletroforese
em gel de agarose a 1,2% e TBE 1x por 1 h a 100V na presenca de GelRed (Biotium,
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Hayward, CA, EUA) e posteriormente fotodocumentados com o sistema de imagem
L-Pix Touch (Loccus Biotecnologia, Séo Paulo, Brasil).

Tabela 1. Primers utilizados neste estudo para a caracterizagdo molecular de

Sporothrix spp.
Espécies Primer Sequéncia de primer (5'-3") bp* References
Sbra-R CCC GGATAACCG TGT GTC ATA AT 16
S. schenckii  Ssch-F TTT CGA ATG CGT TCG GCT GG 331
Ssch-R CTC CAG ATC ACC GTG TCA 16
S. globosa Sglo-F CGC CTA GGC CAG ATC ACC ACT AAG 943
Sglo-R CCA ATG TCT ACC CGT GCT 16
SPMAT1-
1F GATCCCTACAAAAGCAAATGGACCATG
MAT1-1 SPMAT1- 673
1R CTGCAATTGGGTTGTGCCTGATG 12
SPMAT1-
2F CCAATTTCCTCTTCCACTATTCGTCGC
MAT1-2 SPMATL- 291
2R GCTTGATATCCACGGCCATCTTG 12

*pares de bases

2.4. Genotipagem por AFLP

Para execucdo da genotipagem foi aplicada a técnica de Polimorfismo de
comprimento de fragmento amplificado (AFLP), conforme descrito por Carvalho et
al.Y’. O DNA gendmico de Sporothrix (200 ng) foi submetido simultaneamente a
digestdo com as enzimas EcoRI e Msel (New England Biolabs, Ipswich, MA) e ligacao
de adaptadores EcoRI e Msel (Integrated DNA Technologies, EUA). Para minimizar
a geracdo de artefatos foi realizada uma amplificacdo pré-seletiva utilizando os
iniciadores moleculares EcoRI + 0 e Msel + 018, Posteriormente, os amplicons gerados
foram submetidos a amplificagao seletiva, utilizando o iniciador EcoRI (5-GAC TGC
GTA CCA ATT C NN-3 ') marcado com 6-carboxifluoresceina (FAM; azul), e o iniciador
Msel ndo marcado com duas bases seletivas (5'-GAT GAG TCC TGA GTAANN -3").
Os fragmentos obtidos durante a amplificacdo seletiva foram resolvidos por
eletroforese capilar com um analisador genético SeqgStudio (Life Technologies,
Processo FAPESP 18/24304-2) juntamente com um padrdo de tamanho interno
L1Z600 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
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As analises foram realizadas por meio do software BioNumerics v.7.6 (Applied
Maths) a partir da correspondéncia de bandas, utilizando o indice de similaridade de
Jaccard marcando a opcéao “légica difusa” e o método de agrupamento das médias
aritméticas ndo ponderadas (UPGMA, do inglés Unweighted Pair Group Method)
selecionando as op¢des calcular sinalizadores de erro e correlacédo cofenética?®. Para
a andlise foram considerados apenas os fragmentos com tamanhos entre 50 e 500
pares de bases. Quanto ao suporte de reamostragem de ramos, esse foi realizado por
meio do coeficiente de correlacdo cofenética e com desvio padréo para expressar a
consisténcia de um determinado cluster, que determina a correlacdo entre as
semelhancas derivadas do dendrograma e as semelhancas da matriz. As figuras
foram exportadas como vetores e tratadas no software Corel Draw X8 (Ottawa,

Ontario, Canada)

2.5. Diversidade genética e analises estatisticas

Com o objetivo de avaliar a diversidade dos marcadores analisados, 0s
seguintes indices foram calculados: contetdo de informagdo polimérfico (PIC)%,
heterozigosidade esperada (H)??, razdo multiplex efetiva (E)?3, média aritmética da
heterozigosidade (Hawp)?® (POWELL et al., 1996), indice do marcador (MI)?324, poder
discriminador (D)% e poder de resolucéo (Rp)?°.

As andlises de componentes principais (PCA) e de escalonamento
multidimensional (MDS) foram realizadas por meio do software BioNumerics v.7.6
(Applied Maths) produzindo graficos tridimensionais que demonstram as correlagdes
entre a proximidade das amostras de Sporothrix por meio dos marcadores
propostosi®l’. 1920 As figuras foram exportadas e tratadas no software Corel Draw X8

(Ottawa, Ontario, Canada).

As analises de arvores de extensdo minima (MST, do inglés Minimum Spanning
Tree) foram realizadas por meio do software BioNumerics v.7.6 (Applied Maths).
Essas analises foram usadas para demonstrar a relagéo da diversidade genética entre

os isolados de Sporothrix investigando relacdes evolutivas entre os genaotipos.

As analises de mapas auto-organizaveis (SOM, do inglés Self-Organizing

Maps) foram realizadas por meio do software BioNumerics v.7.6 (Applied Maths).
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Essas andlises foram usadas para demonstrar as areas de alta similaridade e alta

distancia genética entre os isolados de Sporothrix spp.

Para analise da diferenciagédo genética entre os isolados para locus MAT 1-1 e
MAT 1-2 foi realizada uma analise univariada das variaveis de interesse pelo teste qui-
quadrado de Pearson, com auxilio do programa GraphPad para a execucédo dos

calculos estatisticos.

2.6. Distribuicdo espacial dos casos de esporotricose em gatos da Regido

Metropolitana do Recife, Pernambuco, Brasil

Foi realizado um estudo epidemioldgico descritivo observacional tendo como
area de estudo a Regido Metropolitana do Recife, abrangendo 0s seguintes
municipios: Abreu e Lima, Aracoiaba, Cabo de Santo Agostinho, Camaragibe,
Igarassu, Ipojuca, Itamaracd, Itapissuma, Jaboatdo dos Guararapes, Moreno, Olinda,
Paulista, Recife e Sdo Lourenco da Mata. A pesquisa foi realizada por meio de
levantamentos de dados secundarios na base de dados da Secretaria de Saude do
Estado de Pernambuco e do Laboratério de Doencas Infectocontagiosas da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. A populacéo do estudo foi composta por
gatos infectados por Sporothrix spp., cujos casos foram registrados em marco de 2016
a dezembro de 2021 na Regido Metropolitana do Recife. As variaveis utilizadas foram:
ano de notificacdo, unidade federativa de notificacdo e casos confirmados. A andlise

dos dados foi realizada por frequéncias absolutas e frequéncia relativa.

Mapas descrevendo a evolucédo temporal do surto de esporotricose foram
construidos por meio da técnica de geoprocessamento para estudar a distribuicdo
espacial e temporal dos casos de esporotricose felina na Regido Metropolitana do
Recife. Os mapas foram construidos com o software Quantum Geographic Information
System (QGIS)?.

3. RESULTADOS

Todos os isolados de humanos e animais foram positivos para presenca do
gene CAL com amplificacdo de um fragmento de 469 bp especifico de S. brasiliensis.
Quanto a origem dos isolados de animais, esses foram de diferentes municipios:

Recife (68%; 34/50), Olinda (8%: 4/50), Camaragibe (8%; 4/50), Cabo de Santo
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Agostinho (6%;3/50), Jaboatdo dos Guararapes (6%; 3/50) e Paulista (4%; 2/50). O
heterotalismo foi a estratégia de acasalamento exclusiva para os isolados de humanos
e animais com amplificacdo parcial do gene MAT1-2 (291 bp).

Os perfis de AFLP revelaram 29 bandas entre 50 e 500 bp. Para a analise AFLP
também utilizamos os registros de S. brasiliensis descritos por Carvalho et al.1°,
resultando em 80 isolados da espécie alvo que apresentaram um total de 71
fragmentos, sendo 60 desses isolados procedentes do estado de Pernambuco, que
gquando avaliados isoladamente resultoram em 29 fragmentos (Tabela 2). O
dendrograma baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard e no método de
agrupamento UPGMA mostra o agrupamento dos isolados de S. brasiliensis
provenientes do estado de Pernambuco com isolados de S. brasiliensis provenientes
do estado do Rio de Janeiro, Brasil, com um valor cofenético de 97%, sugerindo a
ocorréncia de um efeito fundador na regiao Nordeste, que tem como epicentro o Rio
de Janeiro (Figura 1).

Em resumo, os indices de polimorfismo demonstram um bom desempenho dos
marcadores, revelando niveis mais baixos de diversidade genética entre os isolados
de S. brasiliensis provenientes do estado de Pernambuco (PIC=0,2499 e H=0,2928)
em relacdo a todos os isolados dessa espécie utilizados no estudo (PIC=0,3485 e
H=0,4496).

As analises de dimensionamento PCA e MDS mostram a distribuicdo dos
isolados, evidenciando o agrupamento visto nos dendrogramas sugerindo a
distribuicdo dos isolados de S. brasiliensis em trés grupos, com o0s dois grupos mais
numerosos com uma maior proximidade, e um terceiro grupo mais distante formado
por trés isolados e com proximidade a um isolado de S. globosa. A porcentagem
cumulativa de componentes foi de 54.2% (Figura 2). A MST confirma os trés clados
de S. brasiliensis no estado de Pernambuco, evidenciando o espalhamento da
epidemia a partir de gendtipos unicos (e.g., Ss1096 - clado 1; Ss1118 — caldo 2;
Ss607- clado 3; todos de origem felina), com um maior nimero de isolados do nosso
estudo agrupados no clado 1 no qual foi alocado um isolado humano, estando os
demais isolados de humanos no clado 3 (8/10) (Figura 3). Interessantemente, as
analises de SOM mostraram que os isolados do estado de Pernambuco foram

separados por linhas ténues mostrando pouca diversidade entre eles, porém os
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isolados de S. brasiliensis oriundos das populacfes parentais evidenciam maior

diversidade e diferenciagao significativa entre si (Figura 4).

Tabela 2. Estatisticas polimoérficas calculadas para a combinacao #5 EcoRI-GA/Msel

para Sporothrix spp.

#5 EcoRI-GA/Msel-AG

Espécies Isolados (n) Fragmentos H PIC E Havp Ml D Rp
S. brasiliensis 80 71 0,4496  0,3485 24,237 0,0000 0,0019 0,8835 7,725
S. brasiliensis 60 29 0,2928 0,2499 23,8333 0,0001 0,0040 0,3246 2,3333
PE

S. schenckii 5 54 0,5000 0,3750 27,0000 0,0018 0,0500 0,7509 22,800
S. globosa 5 45 0,4992 0,3746 23,4000 0,0022 0,0519  0,7307 18,00
Overall 90 101 0,3658 0,2989 24,3444 0,000004 0,0009 0,9419 14,822

D = poder discriminativo; E = razdo multiplex efetiva; H = heterozigosidade esperada; Havp =

heterozigosidade média; IM = indice de marcadores; PIC = contedudo da informacdo do

polimorfismo; Rp = poder de resolucgéo.
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Figura 1. Dendrograma baseado na impresséo digital AFLP gerada pela combinacao
#5 EcoRI-GA/Msel-AG para 90 isolados de Sporothrix. Os dendrogramas mostram o
perfil de agrupamento das 60 amostras de Sporothrix pertencentes a Pernambuco
descritas neste estudo. A andlise foi realizada no BioNumerics v7.6, utilizando o
coeficiente de similaridade de Jaccard e o método UPGMA.
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Figura 2. Andlise de componentes principais (PCA) e analise de escala
multidimensional (MDS) do #5 EcoRI-GA/Msel-AG. As andlises foram realizadas
usando Bionumerics v7.6. (A) PCA. (B) MDS.
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Figura 3. Arvore geradora minima (MST) mostrando a relagdo genética entre 90
isolados de Sporothrix usando a combinagdo #5 EcoRI-GA/Msel-AG. As analises
foram realizadas usando Bionumerics v7.6. A distancia entre os genoétipos nao reflete

gualquer relacdo entre a distancia genética do genotipo.
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Figura 4. Mapa auto-organizado (SOM) baseado na impressao digital AFLP de 90
isolados de Sporothrix. As andlises de dimensionamento mostram a distribui¢cdo dos
genotipos AFLP. As andlises foram realizadas usando BioNumerics v7.6. (A) SOM
baseado em dados de caracteres (matriz binaria). (B) SOM com base na matriz de
similaridade.

Um total, de 1176 casos de esporotricose felina foram diagnosticados no
periodo de marco de 2016 a dezembro de 2021 na Regido Metropolitana do Recife,
Pernambuco, Brasil, com uma frequéncia média anual histérica de 157 casos,
variando de 44 a 382 casos anuais (Figura 5). A maioria dos gatos eram procedente
dos municipios de Olinda (408/1176; 34,70%), Jaboatdo dos Guararapes (332/1176;
28,23%) e Recife (237/1176; 20,15%).

Nos dois primeiros anos analisados, 0s casos se concentraram nos municipios
da zona norte da Regido Metropolitana o que inclui as cidades de Abreu e Lima,
Camaragibe, Olinda, Paulista, Recife e Jaboatdo dos Guararapes. Nos mapas é
possivel observar uma expansao quanto a inclusao de novos municipios ao longo dos
anos. No periodo entre 2016 e 2017 houve um incremento no numero de casos nas
cidades de Camaragibe (1500,00%), Abreu e Lima (1100,00%), Recife (500,00%),
Paulista (140,00%) e Olinda 135,48%). No periodo entre 2018 e 2019 houve um
incremento do numero de casos nas cidades de Ipojuca (75%), Jaboatdo dos
Guararapes (72,13%), Olinda (20%) e Recife (2,46%), com destaque também para os
primeiros registros de esporotricose em gatos nas cidades de Igarassu, llha de

Itamaraca, Ipojuca, Aragoiaba, Sdo Lourenco da Mata e Cabo de Santo Agostinho no
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ano de 2018. No periodo entre 2020-2021, apesar de numeros alarmantes, com

destaque para cidade de Jaboatdo do Guararapes, houve uma retragdo no numero de

casos, 0 que pode estar relacionado com o avanco da epidemia do novo coronavirus

SARS-CoV-2.
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Figura 5. Distribuicdo geografica e numero de casos de esporotricose em gatos entre

os anos de 2016 e 2021 na Regido Metropolitana do Recife, Pernambuco, nordeste

do Brasil.
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4. DISCUSSAO

Esse é o primeiro estudo que aborda a distribuicdo espacial, caracterizacao
genética dos isolados por meio de marcadores AFLP e a frequéncia do idiomorfo de
acasalamento MAT em populacbes naturais de Sporothrix de casos clinicos de

humanos e animais de Pernambuco.

A reproducdo sexual é fundamental no processo epidemiolégico de uma
doenca, uma vez que gera patégenos de maior aptiddo e com maior diversidade?®. O
heterotalismo com MAT 1-2 foi a estratégia de acasalamento exclusiva para 0s
isolados de humanos e animais caracterizados como S. brasiliensis no nosso estudo,
ratificando os resultados de Carvalho et al.X° gue também descreveram o idiomorfo de
acasalamento MAT 1-2 em isolados de humanos do estado de Pernambuco. Os
autores ressaltam o efeito fundador, tendo os isolados pernambucanos uma ligagao
com aqueles provenientes do Rio de Janeiro*. Deste modo, sugere-se uma expansao
da area do epicentro em direcdo ao nordeste do pais, onde desde 2014 ja ha registros

da ocorréncia de Sporothrix brasiliensis?.

Silva et al.® relataram a ocorréncia de 59 casos de esporotricose em gatos no
periodo de 2014 a 2016 na Regido Metropolitana do Recife-PE, destacando que os
aspectos clinicos e epidemiolégicos avaliados apresentavam semelhancas com os ja
descritos em outras regides do pais. Com as informacdes moleculares, é possivel
reconstruir a origem, disseminacdo e evolucdo dos surtos em andamento, dados
importantes no processo de tomada de decisfes destinadas a mitigar a progresséo da
doencal®. O idiomorfo MAT presente em espécies de Sporothrix altamente virulentas
para 0os hospedeiros de sangue gquente é um importante marcador utilizado no
processo de rastreamento da expansdo geogréafica de surtos de longa duragéo de

esporotricose transmitida por gatos causada por S. brasiliensis?%0,

Com base nos achados moleculares, somente a espécie S. brasiliensis foi
identificada no grupo de isolados de humanos e amimais amostrados. Com a evolugao
dos meios de transporte, os deslocamentos de longas distancias ndo sdo mais um
obstaculo e, do ponto de vista epidemiolégico, a mobilidade de distancia curta € a
principal causa de contagio, enquanto a de distancia longa € responsavel por

disseminar o patdégeno a outras regides-L.
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A expanséo geografica da esporotricose causada por S. brasiliensis ja nédo esta
restrita ao territorio brasileiro. Alguns casos ja foram documentados em paises
vizinhos como Argentina e Paraguai®?333435 com casos suspeitos relatados na
Bolivia, Coldmbia e Panama3®3’. No entanto, Rachman et al.3® relataram no Reino
Unido um caso de esporotricose humana causado por S. brasiliensis, envolvendo um
gato infectado importado do Brasil®®. A ocorréncia desses casos evidéncia o impacto
da movimentacdo de espécies patogénicas, ao se deslocar os humanos e animais
levam junto as doencas, fato observado desde os periodos das grandes navegacdes

e colonizacdo de novas areas3°4°,

De acordo com as analises de AFLP foram revelados niveis de diversidade
mais baixos entre isolados de S. brasiliensis do estado de Pernambuco e mais altos
entre todos os isolados de S. brasiliensis utilizados neste estudo. Esses dados
demonstram que apds a expansdo por meio de um efeito fundador, os isolados
pertencentes a Pernambuco sdo considerados pouco diversos entre si, necessitando
de mais tempo para o estabelecimento dessa populacao e reproducédo a fim de gerar
diversidade. Conforme descrito por Carvalho et al.®, populacdes novas que se
estabelecem por meio do efeito fundador tendem a possuir niveis menores de
diversidade genética no inicio. Resultados similares (PIC= 0,2622 e H= 0,3103) aos
de indice de polimorfismo dos isolados utilizados no nosso estudo foram descritos por
Carvalho et al.'” ao avaliarem S. brasiliensis de origem dos estados do Rio de Janeiro,
Rio Grande do Sul, Pernambuco e Cear4, Brasil reafirmando a pouca diversificacao
da espécie desde o inicio da epidemia no pais. Esse fendbmeno de diversidade
genética em um estabelecimento de uma populacdo ja4 pode ser observado em
isolados de Histoplasma spp. do grupo LAm C (PIC=0,3601 e H=0,4711) provenientes
da regido Nordeste do Brasil'?, além de ja ter sido descrito também em espécies de
Paracoccidioides (PIC= 0,3456 e H= 0,4443), recuperadas de uma vasta area da

América do Sul?°.

7

Atualmente, € possivel observar uma notavel expansdo geografica da
esporotricose transmitida por gatos que avanca em diregcdo as regibes Norte e
Nordeste do Brasil, transformando um cenario anteriormente caracterizado por casos
esporadicos, aglomerados e autolimitados, criando portanto, uma emergéncia de
salde publical®. No estado de Pernambuco, o nimero de casos de gatos infectados
registrados entre os anos de 2016-2021 j4 soma 1176, contudo, o real nUmero de

143



infectados pode ser superior a esse valor, tendo em vista que a esporotricose felina
ndo € uma doenca de notificagdo compulsoria neste estado o que afeta diretamente o
diagnéstico e manejo dos gatos acometidos. As rotas de transmissdo de infeccao
envolvendo animais ou humanos podem sofrer transformacdes em surtos ou
epidemias. Desta forma € de fundamental importancia compreender e considerar a

ocorréncia de espécies de Sporothrix em humanos e animais*..

Na Ameérica do Sul, a rota alternativa, via transmissdo horizontal animal ou
transmissao zoonotica, parece ser responsavel pela rapida difusdo e sucesso da
transmissao de S. brasiliensis, distinguindo a esporotricose transmitida por gatos de
uma doenca de carater ocupacional’4142, Sporothrix brasiliensis é classificada como
a espécie mais efetiva no processo de disseminacdo da doenca, fato consolidado
pelos inUmeros relatos de doentes positivos por contato com gatos que albergam o
patégeno fungico343, ratificando importancia dos registros em gatos, conforme
observado no proposto trabalho, onde descrevemos uma média anual histérica de 157

casos de esporotricose em gatos na Regido Metropolitana do Recife.

Ao avaliar a origem dos isolados caracterizados quanto a espécie, esses foram
provenientes de areas urbanas da Regido Metropolitana do municipio de Recife.
Areas urbanas sdo potenciais focos para diversas enfermidades infecto
contagiosas*#°46, Ao longo dos anos, o perfil epidemiolégico da esporotricose vem
se modificando no epicentro brasileiro que é o estado do Rio de Janeiro, que ha mais
de duas décadas enfrenta a esporotricose como um problema de saude publica

urbana, com aumento do nimero de casos em humanos e animais?’.

Bittencourt et al.*® sugerem que o crescimento geométrico do nimero de casos
de esporotricose humana no estado de Sdo Paulo pode estar relacionado ao
crescimento sincrono dos casos em gatos ou a busca ativa de casos em humanos,
esses autores também destacaram que 96,5% dos pacientes infectados avaliados
terem contato com gatos. Ao avaliar o mapa de distribuicdo de casos ao longo dos
anos na Regido Metropolitana do Recife, observa-se que algumas cidades se
destacam pelo maior nimero de casos confirmados, como as cidades de Recife,
Jaboatdo dos Guararapes e Olinda que séo classificadas como grandes centros

urbanos.
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Segundo dados da Secretaria Estadual de Saude do estado de Pernambuco,
as cidades de Recife, Jaboatdo dos Guararapes e Olinda sdo as que apresentam o
maior numero de felinos na Regido Metropolitana do Recife, com uma populacéo
estimada de 36,44% (55.264/151.666), 19,15% (29.040/151.666) e 8,01%
(12152/151.666), respectivamente. Em um estudo de uma série de 10 casos de
sindrome de Sweet associada a esporotricose em pacientes humanos atendidos no
Hospital das Clinicas de Pernambuco, registrou-se que o contato com gatos doentes

foi um antecedente epidemiolégico comum em 90% dos pacientes acometidos*®.

A esporotricose nos centros urbanos transmitida pelo contato felino é uma
representacdo classica da dindmica epidemiol6gica de uma enfermidade zoonotica
que deve ser trabalhada no contexto da Saude Unica®®5!. Scuarcialupi; Pereira;
Baquero®® em estudo tendo como modelo a cidade de Guarulhos, S&o Paulo,
concluiram que, quanto maior a densidade da populacdo de gatos, maior é a
probabilidade de contato entre individuos infectados e suscetiveis, com necessidade
de priorizacao na vigilancia de areas com base na concentracdo espacial de casos de
esporotricose felina. Estratégias para controlar a disseminacdo da doenca devem
incluir politicas publicas de esterilizacdo e castracéo, de baixo custo ou gratuitas, de
gatos de estimacdo, campanhas de conscientizacdo publica envolvendo as
comunidades, provendo informacdes sobre a enfermidade, como preveni-la e o real
impacto de gatos domésticos infectados e do seu abandono. Entretanto, a educacao
por si s6, ndo é suficiente, uma rede de diagndstico animal e a necessidade de
notificacdo de casos em animais tem relacdo direta no controle e prevencdo da

enfermidade®>1,

5. CONCLUSAO

Existe uma proximidade das caracteristicas moleculares dos isolados humanos
e animais avaliados, destacando a representatividade dos gatos infectados na
epidemiologia da esporotricose na area de estudo. Ao longo dos anos avaliados
observou-se um aumento do numero de casos de gatos infectados, assim como sua
distribuicdo espacial na Regido Metropolitana do Recife, com destaque para algumas
cidades foco da esporotricose. A endemia humana e animal de esporotricose na area
de estudo requer medidas concretas de vigilancia e controle, na perspectiva da Saude
Unica.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos na amplificacdo do gene 18S do rDNA de parasitos
Apicomplexa, associada a técnica de sequenciamento geneético, permitiram a
identificacdo de é&reas contaminadas por oocistos de T. gondii. Este estudo
demonstrou que os ambientes publicos da cidade do Recife e da llha de Fernando de
Noronha sdo potenciais fontes de infec¢éo do parasito para individuos que tém contato
com o solo desses ambientes. Comprovamos a partir de um modelo matematico, a
adequacao ambiental em toda a extensao do Arquipélago de Fernando de Noronha
para a manutencdo do coccidio, evidenciando a importancia da abordagem Saude
Unica para estimar a ocorréncia de provaveis surtos de Toxoplasmose nesse
ambiente insular. A¢cdes de manejo de gatos errantes e de educacdo em saude sao
necessarias para reduzir a contaminagdo ambiental e o nimero de infecgcbes em

humanos e animais susceptiveis.

Também foi demonstrado que Sporothrix brasiliensis € a espécie prevalente
assim como o idiomorfo de acasalamento MAT1-2. A proximidade das caracteristicas
moleculares dos isolados humanos e animais avaliados, destaca a representatividade
dos gatos infectados na epidemiologia da Esporotricose na area de estudo.
Ressaltando a importancia de estudos dessa natureza que sdo uma premissa da
Saude Unica e que sustentam a necessidade do desenvolvimento de politicas
publicas interprofissionais e intersetoriais, no ambito local, regional, nacional, para

conter o avanco desta zoonose.

Estratégias para controlar a disseminacdo das referidas enfermidades
abordadas devem incluir politicas publicas de esterilizacao e castracdo, de baixo custo
ou gratuitas, de gatos de estimacdo, campanhas de conscientizacdo publica
envolvendo as comunidades e agentes comunitarios, provendo informacdes sobre a
enfermidade, como preveni-la e o real impacto de gatos domésticos infectados e do
seu abandono. Entretanto, a educacdo por si s0, ndo é suficiente, uma rede de
diagndéstico animal quando se trata de esporotricose se faz necessario, uma vez que
as acOes diretas envolvendo esses animais tem relacéo direta no controle e prevencéo

da enfermidade em um ambito de Salde Unica.
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DETECTION OF Toxeplasma gondli OOCYSTS IN SOIL AND RISK MAPPING IN AN ISLAND
ENVIRONMENT IN THE NORTHEAST OF BRAZIL

Running head: DETECTION OF Taoxoplasma gondii OOCYSTS IN SOIL
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is an emerging and re-emerging infectious disease that can be ransmitted
through a contaminated environment. Environmental contamination is an emergency health
issue and determining its occurrence is fundamental to a One Health approach. In this study
we addressed the extent of environmental contamination and viability of /- gondii oocysts in
soil in different environments on Femando de Noronpha Island, Brazil. In addition. we
performed species distribution modeling to predict the environmental suitability for coccidia
persistence in the studied area. Soil samples were collected in 14 neighborhoods of the Island
and in the four main squares, creating a total of 95 soil samples (five samples per site). The
samples were analyzed by the polymerase chain reaction (PCR) technique for the presence of
the I8S ribosomal DNA (rDNA) gene of Apicomplexan protozoa, followed by genetic
sequencing. We obtained 4.2% (4/95) positive soil samples with 100% similarity for T
gondit sequences. Two out of four positive sites on PCR showed viability of 7. gondir
oocysts through the mouse bioassay technique. As a result of the application of the species
distribution modeling. environmental adequacy for the coccidia was observed throughout the
Istand. The results confirm the contamination of the soil in this insular environment by 1.
gondii vocysts and the environmental suitability by modeling application, These findings are

an alert for the possibility of infection m animals and humans by contaminated soil, and for
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