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Balbino, L.S. Padronizagcao de protocolo simplificado para recuperagao de
oocistos de Toxoplasma gondii em hortalicas folhosas. 2024. 44 p. Dissertacéo
apresentado ao Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncia Animal, da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito parcial para a obtengao do titulo de Mestre,
2024.

RESUMO

Devido as -caracteristicas nutricionais, as hortalicas sao imprescindiveis a
alimentagao. No entanto, se n&o higienizadas de forma adequada, podem servir como
via de transmissao de parasitoses, como a toxoplasmose. Sua contaminag¢ao pode
ocorrer durante o processo de cultivo, adubagdo, irrigagdo, coleta, transporte,
armazenamento e comercializagao. Os oocistos de Toxoplasma gondii sao eliminados
por felideos no ambiente, contaminando agua e vegetais. Até o momento, n&o ha
relato de técnica simplificada e validada para uso em laboratérios. Esse trabalho teve
como objetivo padronizar uma metodologia de recuperacao de oocistos de T. gondii
de hortalicas folhosas. Para a padronizagdo da técnica, foi inoculado 1000
oocistos/mL T. gondii para cada 50g de alface crespa, utilizou-se como solug¢des
extratoras agua destilada, salina (NaCl 0,085%), Tween 80 (0,1%), Glicina 1M e
Dodecil sulfato de sédio (SDS 0,1%); quanto a homogeneizagao, realizada de forma
mecanica, por agitador de mesa, mixer, ou entdo de forma manual; também avaliou-
se o0 uso de filtragao por gaze; e por fim rotagdes de centrifugacéo a 1500 xg e 2100
xg/10min, totalizando 60 protocolos diferentes, em ftriplicata. Para quantificacdo e
avaliacao da eficiéncia, o DNA das amostras foi extraido por kit comercial e
posteriormente realizado qPCR e, PCR para analise da sensibilidade. O protocolo com
melhor desempenho foi com o uso da glicina 1M como tampdo de eluigao,
homogeneizagdao manual, auséncia de filtracdo em gaze e centrifugacédo a 2.100 xg.
Com este estudo foi possivel determinar um método pratico e simplificado para a
deteccado de DNA de T. gondii em amostras de hortalicas folhosas.

Palavras-chave: Tampao de eluicdo; Toxoplasmose; Vegetais; Protocolo;
Viabilidade.



Balbino, L.S. Standardization of a simplified protocol for recovering Toxoplasma
gondii oocysts from leafy vegetables. 2024. 44 p. Dissertation presented to the
Postgraduate Program in Animal Science, State University of Londrina, as a partial
requirement for obtaining a Master's degree, 2024.

ABSTRACT

Due to their nutritional characteristics, vegetables are essential to the diet. However, if
they are not properly sanitized, they can serve as a means of transmitting parasites
such as toxoplasmosis. Contamination can occur during the cultivation process,
fertilization, irrigation, collection, transport, storage and marketing. Toxoplasma gondii
oocysts are shed by felids into the environment, contaminating water and plants. To
date, there is no simplified and validated technique for use in laboratories. The aim of
this study was to standardize a methodology for recovering T. gondii oocysts from leafy
vegetables. To standardize the technique, 1000 oocysts/mL T. gondii oocysts/mL was
inoculated into each 509 of curly lettuce. Distilled water, saline (NaCl 0.085%), Tween
80 (0.1%), Glycine 1M and Sodium Dodecyl Sulphate (SDS 0.1%) were used as
extractant solutions; manual and mechanical agitation was used for homogenization;
the use of gauze filtration was also evaluated; and finally centrifugation rotations at
1500 x g and 2100 x g/10min, totaling 60 different protocols, in ftriplicate. For
quantification and efficiency evaluation, DNA from the samples was extracted using a
commercial kit and then gPCR and PCR were carried out for sensitivity analysis. The
protocol with the best performance was the use of 1M glycine as the elution buffer,
manual homogenization, no gauze filtration and centrifugation at 2,100 xg. With this
study it was possible to determine a practical and simplified method for detecting T.
gondii DNA in leafy vegetable samples.

Keywords: Elution buffer; Toxoplasmosis; Vegetables; Protocol; Viability
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1. INTRODUGAO

A toxoplasmose afeta todos os animais de sangue quente (Dubey; Lin, 1994),
considerados hospedeiros intermediarios, capazes de albergar cistos teciduais por
toda a vida. Os felideos, enquanto hospedeiros definitivos, eliminam os oocistos nas
fezes, podendo permanecer viaveis por meses ou anos no ambiente (Dubey e Frenkel,
1972), contaminando a agua, utilizada para consumo ou irrigacdo, e hortalicas
folnosas, que se consumidas cruas podem servir como importante meio de

transmissao (Ferreira et al., 2018).

Estima-se que um tergo da populagao mundial sofra de doengas relacionadas
a ingestao de alimentos contaminados. Entre os parasitos transmitidos por alimentos,
o Toxoplasma gondii, ¢ comumente descrito como causador de surtos de origem
alimentar e hidrica, sendo um importante problema de saude publica e gerando um
impacto econémico significativo (FAO, 2012). Cerca de 50,0 a 80,0% da populagéo
brasileira possuem anticorpos contra T. gondii (Dubey et al., 2012), variando conforme
os habitos e regides (Tenter; Heckeroth; Weiss, 2000). Usualmente a infecgdo €&
assintomatica em imunocompetentes, diferente dos imunocomprometidos no qual
tende a ser mais grave, podendo manifestar linfadenopatia, febre, enxaqueca,

doencgas oculares ou mialgia (Hollimax, 1993; Bowie et al., 1997).

Dentre os inumeros surtos de toxoplasmose registrados no Brasil, na maioria,
a via de transmissdo nao foi totalmente definida, contudo, as hortalicas foram
identificadas, como principais suspeitas, apos investigacao epidemioldgica (Balbino et
al., 2021).

Na cidade de Londrina, Parana, Brasil, ocorreram dois surtos envolvendo
alimentos, embora a presenca do parasito ndo tenha sido detectada em nenhum
material analisado, devido ao atraso da notificacdo do surto e auséncia de técnica
padronizada para a analise, os resultados epidemioldégicos apontaram associagéo
estatistica com o consumo de hortaligas (Cabral et al., 2020; Pinto-Ferreira et al.,
2019).

Diante dos inumeros beneficios das hortalicas, o crescente consumo pela
populagdo mundial, potencial risco de contaminacao e veiculagdo de T. gondii, bem

como dificuldade de recuperacéo, isolamento e identificagdo do agente em surtos. E
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evidente a necessidade de estudos mais especificos, comparativos para a
padronizacao de técnicas de recuperagao de oocistos de T. gondii de facil aplicagao

aplicagao em laboratérios com infraestrutura de diagndéstico molecular.
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2, REFERENCIAL TEORICO

2.1. Toxoplasma gondii: Caracteristicas e epidemiologia

2.1.1. Ciclo de vida

Toxoplasma gondii € um coccideo de ciclo de vida heteroxeno. Nos
hospedeiros intermediarios ocorre a fase assexuada, na fase aguda, ha formagao dos
taquizoitos, que sofrem uma rapida multiplicacdo por endodiogenia nas diversas
células hospedeiras e sao liberados na corrente sanguinea para invasao de novas
células. Em seguida fazem a diferenciacéao de taquizoitos e bradizoitos uma vez que
favorecidos por fatores como pressao do sistema imune e estresse ambiental,
formando os cistos teciduais, estes possuem elevada afinidade por tecidos neurais e
musculares e, podem permanecer quiescente no hospedeiro intermediario por toda
vida. Além de serem a fase terminal do ciclo de vida nestes hospedeiros (Dubey;
Beattie, 1988; Evans, 1992). Embora possuam um metabolismo lento, podem romper
o cisto, se transformando novamente em taquizoitos, promovendo novas invasdes
celulares (Frenkel, 1997; Tenter; Heckeroth; Weiss, 2000).

Nos hospedeiros definitivos, felideos silvestres e domésticos, ocorre a fase
sexuada. Ao ingerirem cistos teciduais, por meio do carnivorismo, os bradizoitos em
seu interior, serdo liberados e iniciardo a multiplicacdo no epitélio intestinal, no qual
havera a formacao de oocistos ndo esporulados e nao infectivos, que serao eliminados
nas fezes. Estes oocistos no ambiente passam por um processo de esporogonia, e
que, ocorrera a esporulagdo entre um a cinco dias, sob temperatura, oxigenagao e
umidade adequadas, tornando-se altamente infectantes para animais de sangue
quente e o homem (Dubey; Frenkel, 1972; Tenter; Heckeroth; Weiss, 2000), em
contrapartida, a esporulacdo pode ser retardada em condicées de microaerofilia. Os
felideos, silvestres e domésticos, sao os unicos hospedeiros definitivos capazes de
eliminar milhdes de oocistos, forma resistente do T. gondii (Dubey; Christie; Pappas,
1977).



© 00 N o u b~ W

10

11
12

13

14

15

16
17
18
19
20
21
22
23
24

14

2.1.2 Caracteristicas das Formas de Desenvolvimento

O taquizoito (Figura 1) apresenta papel fundamental na transmisséo vertical, e
ja foi identificado em érgaos como: coragéo, rim, figado, medula 6ssea, sangue e leite
de cabra (Dubey; Beattie, 1988; Evans, 1992). Essa forma é sensivel aos fatores
externos, dependendo da temperatura e do pH, além de também serem sensiveis as
enzimas proteoliticas e, inativados pela pasteurizagao ou fervura, no entanto, podem
ser resistentes no processamento do queijo fresco com leite de cabra (Dubey et al.,
2014).

Figura 1 - Taquizoitos em fluido corpéreo (A), cisto tecidual em tecido neural (B),

oocisto esporulado contendo dois esporocistos com quatro esporozoito (C).

A & B

Fonte: Adaptado de Weiss e Kim (2007)

O cisto tecidual (Figura 1) possui como caracteristica fundamental a presenga
de bradizoitos em seu interior e é envolto por uma capsula, isolando o parasito da
acao do sistema imunolégico (Dubey; Frenkel, 1972), essa caracteristica confere
resisténcia por meses, anos ou durante toda a vida do hospedeiro. Sabe-se que os
cistos teciduais sdo mais resistentes a acdo de enzimas digestivas quando
comparados aos taquizoitas, porém sao menos resistentes as condigcdes ambientais
comparado aos oocistos. Estudos comprovaram que os cistos sdo resistentes as
mudangas de temperatura, permanecendo infeccioso em carcagas sob refrigeragao,

de 1 a 4°C, por mais de trés semanas (Dubey et al., 1990).



A W NN e

O 00 N o v

10

11
12
13
14
15
16
17

18

19

20

21

22

15

Também sobrevivem ao congelamento entre -1 e -8°C, por mais de uma
semana (Kotula et al., 1991). O cozimento nem sempre inativa o cisto, exigindo uma
temperatura de 67°C para garantir a eficacia. No entanto, os cistos mostram-se pouco

resistentes ao calor quando estao fora do hospedeiro (Dubey et al., 1990).

A terceira forma sdo os oocistos (Figura 2), que apresentam uma forma
esférica, contendo dois esporocistos e quatro esporozoitos, além de uma parede
dupla. Essa caracteristica confere resisténcia ambiental, ja que sdo impermeaveis e,
consequentemente, resistem a agédo de desinfetantes. (Dubey; Beattie, 1988; Evans,
1992). Sobrevivem por curtos periodos em temperatura fria e desidratacao,

permanecendo infectante em solo Umido ou areia por mais de 18 meses.

Sob temperatura controlada, foi observado que o oocisto esporulado
permaneceu viavel por 54 meses quando estocado a 4°C, ou congelado a -10°C por
106 dias (Dubey, 1998). Os oocistos podem ser distribuidos no ambiente pelo vento,
chuva, agua, alimentos, minhocas, vertebrados copréfagos e esterco (Dubey; Beattie,
1988). Atualmente, verduras, frutas ou agua contaminada com oocistos estao entre
as principais vias de transmissao causadoras de surtos (Dubey et al., 2012; Frenkel,
1997; Tenter; Heckeroth; Weiss, 2000).

Figura 2 - Oocistos n&o esporulados de T.gondii em flutuagéo fecal.

Fonte: cdc.gov/dpdx
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2.2. Contaminagao em hortalicas

As praticas atuais da industria para monitorar a qualidade microbiana se
concentram em indicadores bacterianos, que sdo pouco correlacionados com a
presencga de diversas classes de patégenos, ou dependem da detecgao de patdégenos
bacterianos especificos como Salmonella e Listeria, apos o cultivo, para determinar a
segurancga dos alimentos. Os protozoarios patogénicos, por outro lado, raramente s&o
testados em produtos frescos. Quando se trata de contaminagédo por alimentos,

protozoarios e helmintos sao preocupantes para a saude publica (Matosinhos, 2012).

Nos ultimos 20 anos, houve um aumento no consumo de alimentos mais
saudaveis e de baixo teor caldrico (Bernal et al., 2017), levando em conta a longa
persisténcia do oocisto de T. gondii no ambiente, a baixa quantidade de oocistos
necessarios para a infeccdo em humanos e, mais relatos de surtos ligados a oocistos
em vegetais, a contaminagdo em produtos frescos se torna cada vez mais importante
(Caradonna et al., 2017; Dixon, 2016).

As fontes de contaminacdo de vegetais e hortalicas cruas durante a plantagao
e cultivo incluem a utilizagao de fertilizante sem compostagem prévia adequada, como
forma de substituicdo dos fertilizantes quimicos (Mariwah; Drangert, 2011); aguas
residuais nao tratadas para irrigagdo, comum em paises em desenvolvimento e areas
urbanas (Scott; Faruqui; Raschid-Sally, 2004); aproximacéo de felideos no local de
cultivo levando a exposigao das suas fezes (Khan et al., 2021); que podem conter os
oocistos de T. gondii; além do transporte ou manuseio das hortalicas nos locais de

venda sob condi¢cbes desfavoraveis.

Apods a colheita, garantir procedimentos higiénicos adequados nos servigos
alimentares é crucial para manter a segurancga dos alimentos, tanto nas hortas quanto
em feiras e mercados. Cardoso et al., (2020) observaram que em feiras a ocorréncia
de contaminacdo era maior quando comparada ao mercado, possivelmente pela
exposicao inadequada dos produtos, presenca de animais, temperatura e falta de

higiene durante o manuseio dos alimentos.

O processo de lavagem, muitas vezes, ndo € efetivo na descontaminagao

devido a estrutura irregular e com multiplas folhas, que facilita a fixagdo do parasito
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(Falavigna et al., 2005), e vale salientar que a imersao em hipoclorito a 5,25%, ou

acido acético nao é eficaz para destruigcdo do oocisto (Wainwright et al., 2007).

2.3. Epidemiologia da infec¢ao por Toxoplasma gondii em humanos

2.3.1 Grupos de Risco e Consequéncias Clinicas

Em relacdo as manifestagdes clinicas, a maioria dos infectados, cerca de
90,0%, séo assintomaticos (Moura, 2016). Em uma pequena porgao de individuos ha
relatos de doengas oculares ou neuroldgicas, no entanto, a doenga pode ocasionar
sérias consequéncias em dois grupos particulares: pacientes imunodeprimidos,
podendo causar encefalite devido, principalmente, a reativacao de cistos cerebrais e,
especialmente, em mulheres que adquiriram a infec¢ao pela primeira vez, durante a
gestacdo, comprometendo o feto em graus diferentes, dependendo do periodo
gestacional e da resposta imunologica da mae (Varella, 2007; (Mitsuka-Bregand;

Lopes-Mori; Navarro, 2010).

Quando ocorre a infecgdo no primeiro trimestre de gestagao, o resultado &,
geralmente, morte fetal. Ja no segundo e terceiro trimestre de gestacdo as
consequéncias sao diversas, como: hidrocefalia, necrose periventricular com macro
ou microcefalia, destruicdo da retina, retinocoroidite, calcificacdo cerebral e retardo
mental associado a encefalite e a convulsdes. Entretanto, a maioria dos recém-
nascidos sao assintomaticos, podendo manifestar as alteragdes clinicas ao longo da
vida. Estima-se que mais de 85,0% desenvolvem problemas oculares na infancia ou
adolescéncia e 40,0% manifestam sequelas neurolédgicas (Mitsuka-Bregand; Lopes-
Mori; Navarro, 2010).

Devido as graves consequéncias provocadas pelo parasito, o diagndstico
precoce é primordial para evita-las, pois ira impactar na qualidade de vida dos

individuos, além de perdas econdmicas e sociais para o pais (Moura, 2016).
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2.3.2. Perfil Epidemiolégico dos Surtos e Contaminagao de Vegetais

Com relagao aos surtos de toxoplasmose, manifestagdes clinicas precoces
ocorrem principalmente em pacientes apos ingestao de carne contendo cistos, porém,
a forma biolégica mais relatada e que afeta um grande numero de pessoas, sdo os
oocistos presentes na agua e vegetais (Meireles et al., 2015; Pinto-Ferreira et
al.,2019).

Uma revisdo sistematica realizada por Balbino et al. (2021), abordando surtos
de toxoplasmose do Brasil, em associagdo com dados coletadas, sobre o tema, junto
as secretarias de saude, observaram frequéncia de 61,9% (26/42) envolvendo
oocistos, sendo que 23,8% (10/42) dos relatos teve como vias de transmissao frutas
e verduras, como no caso do Parana que relatou trés surtos devido a contaminacao
de vegetais. (Figura 1). Além disso, observaram uma mudanca no perfil dos surtos,
nas décadas de 1960 e 1990 os surtos ocorreram principalmente pela ingestao de
cistos em carne e derivados, em 1980 foi por meio de leite contaminado com
taquizoitos e na de 2000 devido a presenga de oocistos em agua e ao contato com
fezes de felinos. Porém, a partir de 2010 houve um aumento na incidéncia de surtos
por ingestao de oocistos em vegetais cru. Ao todo foram 3.217 individuos acometidos
pela doenca durante os anos de 1965 a 2019, demonstrando a importancia do

diagnostico do parasito (Figura 3).

Figura 3 - Distribuicdo de surtos e numero de pessoas acometidas por toxoplasmose

no Brasil entre os anos de 1965 e 2019.
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Fonte: Balbino et al., (2021).
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Ao que se refere as frutas, o Ministério da Saude fiscalizou um evento que
ocorreu em 2011 no municipio de Ji-Parana, Rondbnia, e constatou que 141
individuos tiveram toxoplasmose aguda por ingestdo de polpa de acgai contendo
oocistos de T. gondii (Dutra et al., 2012). O agai, em 2013, também foi o alimento
determinante de um surto no municipio de Ponta de Pedras, estado do Par3,
envolvendo 73 pessoas que consumiram agai ndo pasteurizado contendo oocistos,
esses surtos serviram para evidenciar essa fruta como importante via de transmisséao

da toxoplasmose (Morais et al., 2016).

Em 2009, um estudo caso-controle englobando 11 casos de toxoplasmose
aguda em uma fabrica no Estado de Sao Paulo, Brasil, foi feita uma investigacao
abrangendo todos os alimentos consumidos nas trés semanas correspondentes ao
periodo de exposigao, ao final da investigacao identificaram que somente a escarola

foi associada ao surto (Ekman et al., 2012).

Em 2016, ocorreu um surto no municipio de Londrina envolvendo 73 pessoas
positivas para o parasito, foi realizado um estudo epidemioldgico para identificar a via
de transmissdo. Durante a investigacdo, foram observadas varias condi¢des que
poderiam ter contribuido para o surto, incluindo cisternas com rachaduras, presenca
de ninhadas de gatos proximas ao restaurante, e praticas inadequadas de
higienizagéo e processamento de alimentos. A correlagdo dessas irregularidades com
o habito alimentar de consumir vegetais crus levou a suspeita de que o surto foi
causado pela ingestao de verduras servidas no restaurante da empresa (Cabral et al.,
2020). No mesmo ano e cidade, 20 pessoas, em outra instituicdo de pesquisa também
tiveram a doenga aguda apds ingestao de vegetais do restaurante da empresa (Pinto-
Ferreira et al., 2019).

A contaminagéo de vegetais nao é restrito a surtos, varios estudos descrevem
a presenga de T.gondii em hortalicas oriundas de feiras, hortas e mercados. Ainda
qgue baixa prevaléncia quando comparado aos demais parasitos, se mostrou presente
na maioria das pesquisas, variando de 1,0% a 8,0% (lIstifanus; Panda, 2018;
Mohammed; Kadhim; Ali, 2019).

No noroeste do Parana, Brasil, Marchioro et al., (2016) realizaram um estudo
em que foram coletadas 238 amostras de diferentes hortaligas, identificaram DNA de
T. gondii em 20,0% (1/5) de salsinha, 14,3% (1/7) de rucula, 5,0% (2/40) de chicdria,
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3,7% (4/106) de alface crespa e 0,6% (1/62) de alface lisa. Esses vegetais eram
provenientes de hortas comunitarias e feiras com produgbes organicas e
convencionais, e vendidas em mercados pelos préprios produtores. Os autores
relataram que, os vegetais podem ser contaminados em qualquer uma das etapas de
manejo, produgao e comeércio, uma vez que mesmo em vegetal proveniente de cultivo
hidropdnico, sem contato com o solo e irrigacdo sem pulverizagao nas folhas, houve

deteccao de T. gondii, possivelmente, pela manipulagéo pos colheita.

Lass et al. (2012), relataram a detec¢cdo de DNA do parasito em 9,7% (21/216)
das amostras, por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (q-PCR), de frutas
e hortalicas coletadas em pequenos e grandes mercados e hortas na Pol6nia. A
analise dos dados revelou que as condi¢des de higiene ndo foram o fator determinante
para as amostras positivas. Segundo os pesquisadores, a baixa positividade das
amostras pode ter sido também pelas limitagbes relacionadas ao método escolhido
para recuperagao, onde varios oocistos podem ter sido perdidos, assim como na

escolha do método de extracdo do DNA.

Berrouch et al.,, (2020) conduziram uma pesquisa sobre protozoarios
potencialmente transmitidos para humanos através de agua contaminada, hortaligas
frescas e outros alimentos. No estudo, identificaram 16,6% (22/132) das amostras
contaminadas por T. gondii e, demonstraram que vegetais de folhas verdes s&do mais
suscetiveis do que legumes de raizes, possivelmente devido a ampla area de
superficie das folhas, que facilita a contaminacao direta pelo contato com solo e agua
contaminada. A estrutura da superficie também influencia, os vegetais de superficies
rugosas sao mais propensos a contaminagdo do que os de superficies lisas, como
rabanete e cenoura. Outros estudos foram realizados com o objetivo de identificar

protozoarios, incluindo T. gondii, em amostras de hortalicas (Tabela 1).
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1 Tabela 1 - Amostras positivas para Toxoplasma gondii em hortalicas em estudos

2 realizados a campo, no mundo.

Tipo de Quantidade NUmero de amostras Referéncia
amostra coletada positivas n (%)

Rabanete 60 3 (5,0%) Lass et al., 2011

Cenoura 46 9 (19,5%)

Alface 50 9 (18,0%)

Espinafre 387 3 (0,78%) Lalonde et al.,
2015

Alface lisa 62 1(0,6%) Marchioro et al.,
2016

Alface crespa 106 4 (3,7%)

Chicoéria 40 2 (5,0%)

Rucula 7 1(14,3%)

Salsinha 5 1 (20,0%)

Alface 30 1(0,3%) Pinto-Ferreira et
al., 2020

Cenoura 30 3 (10,0%) Berrouch et al.,
2020

Coentro 29 3 (10,3%)

Alface 28 2 (7,14%)

Salsinha 29 13 (44,0%)

Rabanete 16 1 (6,25%)

Menta 50 5(10,0%) Dardona et al.,
2021

Endro 50 4 (8,0%)

Agriao 50 4 (8,0%)

Salsa 50 3 (6,0%)

Tomilho 50 2 (4,0%)

Alface 50 1(2,0%)
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2.4. Métodos de deteccao e recuperacao de Toxoplasma gondii em hortalicas

Existem métodos padronizados para outros protozoarios como Giardia spp e
Cryptosporidium spp descritas no ISO 18744:2016, porém nenhum especifico e
sensivel para a detecgéo de oocistos de T. gondii em vegetais (Lass et al., 2012). Os
meétodos experimentais descritos na literatura geralmente comegam com a utilizagéao
de tampdes de eluicdo, como glicina, solugéo a base de dodecil sulfato de sddio (SDS)
e Tween 80, para a remogao dos oocistos das superficies folnosas. Em seguida, os
oocistos sdo agitados manualmente ou mecanicamente por um periodo especifico e,
posteriormente, centrifugados para separa-los dos residuos remanescentes. Em
alguns casos, a filtracdo também é realizada para auxiliar na etapa anterior. Por fim,

a analise molecular é utilizada para identificagdo do protozoario.

Chandra; Torres; Ortega (2014) avaliaram amostras de manjericao (25g), no
qual inocularam 100 oocistos na superficie das folhas. No estudo, foram testadas seis
solugdes diferentes: agua ultrapura, 3% de acido levulinico com 3% SDS, glicina 1M,
PBS 0,1%, Alconox®© 0,1% e HCl-pepsina 1%. Para a recuperagao dos oocistos,
empregaram técnicas como homogeneizagdo manual, seguida de concentragéo por
centrifugacédo e, a analise das amostras foi realizada utilizando nested-PCR e
microscopia. Entretanto, ressaltaram que o HCl-pepsina a 1% demonstrou uma
variabilidade menor na recuperacdo de oocistos. Apesar desse resultado, os
pesquisadores ressaltam que outras solu¢cdes podem apresentar melhor desempenho
em diferentes circunstancias. Eles sugerem que, em alimentos que contenham
gorduras ou lipidios, é preferivel utilizar solugbes de lavagem que possuam

propriedades detergentes, como é o caso do Alconox®©.

Hohweyer et al., (2016) realizaram uma analise em 30g de amostras de
manijericao e framboesa em busca de diversos parasitos, incluindo o T. gondii. Para a
recuperacao dos parasitos, utilizaram mesa de agitacdo e stomacher, empregando
tampao de glicina 1 M como solugéo extratora. Os resultados mostraram que 95% das
amostras positivas foram detectadas, com um desempenho ainda melhor quando
associado a separacado imunomagnética (IMS) e qPCR. Esses dados sugerem que
cada matriz alimentar possui caracteristicas especificas que podem interferir na
extracao/eluicao de protozoarios, como aprisionamento e forca de adesédo, bem como

na deteccdo por qPCR, devido a presenca de possiveis inibidores, e sugerem,
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portanto, que pode ser necessario implementar diferentes métodos dependendo do

parasito em questao.

Enquanto De Souza et al., (2016), utilizaram morangos e a contaminagéo se
deu pelo método de imersdo em agua contendo oocistos. Para recuperagéo foi
realizada homogeneizagado com a solugéo extratora Tween 80 1%, seguido de filtragao
em celulose, lavagem da membrana com Tween 80 0,1% para eluigdo, concentracao
por centrifugacao. E por ultimo foi realizada a analise molecular por meio da PCR, na
qual observaram que foi possivel recuperar os oocistos em todas as amostras

contaminadas.

Kimetal., (2021) e Shapiro et al., (2019) também utilizaram o detergente Tween
80 0,1% como solugao extratora, utilizando o método de homogeneizagdo manual e
concentracdo por centrifugacdo, ambos obtiveram adequada recuperacdo dos

oocistos em suas analises.

Quanto a analise das amostras recuperadas, usualmente utiliza-se a
amplificagdo do DNA por meio da PCR em pesquisas a campo (Tabela 2). Em estudos
experimentais também é utilizado a separagdo imunomagnética (IMS), g-PCR,
bioensaio, microscopia, dentre outros, independentemente do método ¢é

imprescindivel a recuperacao eficiente de oocistos.
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Tabela 2 - Analises moleculares realizadas em amostras provenientes de pesquisa a

campo.
Numero de Numero de
Método de
Pais amostras amostras Referéncia
analise
testadas positivas
[talia gPCR 648 5 Caradonna et al., 2017
Brasil PCR 62 1 Marchioro et al., 2016
Canada gPCR 1171 3 De Souza et al., 2016
Polbnia gPCR 50 9 Lass et al., 2012
EUA RT-PCR 62 12 Lily et al., 2021
Republica gPCR 90 8 Slany et al., 2019
Tcheca triplex
Marrocos gPCR 28 2 Berrouch et al., 2020

Métodos microscopicos para determinagcédo taxondmica de oocistos séo
limitados devido a semelhangca entre os oocistos quando n&o esporulados e a
necessidade de um parasitologista experiente para distingdo dos oocistos fecais
(Gajadhar et al., 2015; Mansfield; Gajadhar, 2004). Apesar de existirem Kits
comercialmente disponiveis para a detec¢cao de Cryptosporidium e Giardia por meio
de separacdo imunomagnética (IMS) e imunofluorescéncia indireta (IFA), ndo ha
disponibilidade semelhante para Cyclospora ou Toxoplasma (Lalonde; Gajadhar,
2016).

A técnica de qPCR com analise de curva de melting esta disponivel para
diversos protozoarios da subclasse coccidia presentes em alimentos, amostras
clinicas e ambientais, porém, ainda nao foi validada para uso especifico em hortalicas
(Lalonde; Gajadhar, 2011). E necessario haver um método validado, uma vez que as
folhas verdes prontas para consumo apresentam propriedades fisicas e bioquimicas
que dificultam a remocao e detecgdo de oocistos. Suas folhas geralmente contém

fendis, polissacarideos, pectina e outros componentes que podem inibir a PCR,
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diminuindo a sensibilidade das analises moleculares (Schrader et al., 2012). Por esses
motivos, sdo necessarias modificagbes nos métodos para se adequarem a folhagem,
além de garantir sua integridade fisica, pois condi¢gdes inadequadas, como folhas
apodrecidas, murchas, congeladas, mofadas ou em decomposi¢do, podem
comprometer os resultados. Além disso, essas condi¢cdes podem liberar inibidores da

PCR, afetando a sensibilidade e precisdo das analises (Li et al., 2020).
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4. HIPOTESE

A ingestao de vegetais crus é uma forma relevante de transmisséo da
toxoplasmose. Um método eficaz de recuperagao de oocisto auxiliaria em uma

deteccao mais precisa do parasita.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Padronizar metodologia de recuperagao de oocistos de T. gondii em hortaligas

folhosas que seja de aplicagao pratica nos laboratérios.

5.2. Objetivo especifico

° Definir o melhor tampao de eluigdo, a melhor forma de homogeneizagao e

filtracdo, e o melhor tempo e rotagao da centrifugacéo;

e  Testar eficacia dos métodos de recuperagao de hortalicas através de testes

moleculares.

° Avaliar a sensibilidade do método de recuperacdo proposto por meio da

PCR convencional.
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6. ARTIGO

Padronizacgao e validagao de um método para recuperagao de oocistos de
Toxoplasma gondii em hortalicas folhosas

Resumo

Nos ultimos 20 anos, a ingestao de hortalicas de consumo cru e agua contaminadas
por Toxoplasma gondii, passou a ter maior relevancia em comparagao as demais vias
de transmissao envolvidas em surtos. Sabe-se que ha um desafio no diagnostico em
amostras ambientais, principalmente em vegetais, pois ha diversos inibidores de PCR
no ambiente, além disso, até o momento, ndo ha uma técnica validada de facil
execugao em laboratérios. Devido a essa dificuldade, o objetivo do presente trabalho
foi padronizar uma técnica de recuperacéo de oocistos de T. gondii em alface crespa.
Para a padronizacdo da técnica utilizou-se 1000 oocistos/mL de T. gondii para
contaminagao de cada 50g de amostra. Para a recuperagao, foram testadas como
solugdes extratoras, a agua destilada, salina (NaCl 0,085%), Tween 80 (0,1%), Glicina
1M e Dodecil sulfato de sodio (SDS 0,1%); homogeneizagdo manual, mecanica e
trituragdo por mixer, uso ou nao de filtragdo por gaze; e centrifugacdo (1500xg e
2100xg/10min), somando 60 protocolos diferentes, em ftriplicata. Foi realizada
extragcao de DNA e qPCR para quantificar e avaliar a eficiéncia. Quanto a solugao de
recuperagado, a agua, a Glicina e o Tween 80 apresentaram 75,0% (9/12) dos
protocolos com pelo menos uma replicata positiva, enquanto a salina e SDS, 8,3%
(1/12) (p<0,001). Com relagao ao tipo de homogeneizagao, a manual e a mecanica
apresentaram 60,0% (12/20) dos protocolos com pelo menos uma replicata positiva.
Nao houve diferenca estatistica relacionada a amplificagdo quanto a filtracdo e as
velocidades de rotagdo. Apds a triagem inicial, realizou-se analise estatistica entre as
variaveis de maior recuperacdo: agua, Glicina e o Tween 80 e tipo de
homogeneizagdo. A homogeneizagdo manual apresentou a maior repetibilidade,
variando de 83,2% a 91,7% entre as replicatas. Considerando a sensibilidade,
amplificagéo, repetibilidade e numero de cépias, 0 melhor método de recuperagao de
oocistos em alface foi: solugao extratora de Glicina 1M com homogeneiza¢gao manual
e 10 minutos de centrifugagédo a 2100 xg.

Palavras-chave: hortaligas, diagndstico, Tween 80, glicina 1M, SDS 0,01%



© 0 N o u b~ W

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

30

31
32

31

Standardization and validation of a method for recovering Toxoplasma gondii

oocysts from leafy vegetables

Abstract

In the last 20 years, the ingestion of raw vegetables and water contaminated by
Toxoplasma gondii has become more relevant than other transmission routes involved
in outbreaks. It is known that there is a challenge in diagnosing environmental samples,
especially vegetables, because there are several PCR inhibitors in the environment,
and so far there is no validated technique that is easy to perform in laboratories. Due
to this difficulty, the aim of this study was to standardize a technique for recovering T.
gondii oocysts from lettuce. To standardize the technique, 1000 oocysts/mL of T. gondii
were used to contaminate 50g sample each. For recovery, distilled water, saline (NaCl
0.085%), Tween 80 (0.1%), Glycine 1M and Sodium Dodecyl Sulfate (SDS 0.1%) were
tested as extractant solutions; manual, mechanical homogenization and grinding by
mixer; use or not of gauze filtration; and centrifugation (7500xg and 27100xg/10min), in
60 different protocols, in triplicate. DNA extraction and qPCR were carried out to
quantify and evaluate efficiency. As for the recovery solution, water, Glycine and
Tween 80 showed 75.0% (9/12) of the protocols with at least one positive replicate,
while saline and SDS showed 8.3% (1/12) (p<0.001). With regard to the type of
homogenization, manual and mechanical homogenization had 60.0% (12/20) of the
protocols with at least one positive replicate. There was no statistical difference in
amplification between filtration and rotation speeds. After the initial screening, a
statistical analysis was carried out between the variables with the highest recovery:
water, glycine and Tween 80 and type of homogenization. Manual homogenization
showed the highest repeatability, ranging from 83.2% to 91.7% between replicates.
Considering the sensibility, amplification, repeatability and number of copies, the best
method for recovering oocysts in lettuce was: 1M Glycine extract solution with manual

homogenization.

Keywords: vegetables, diagnosis, Tween 80, glycine 1M, SDS 0.01%
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Introducgao

A toxoplasmose € uma antropozoonose de grande importancia mundial,
principalmente pela alta frequéncia de surtos. Em imunocompetentes, comumente
ocorre de forma benigna com auséncia ou presenca de sinais clinicos brandos, em
gestantes, pode acarretar abortamento ou malformagbes congénitas, em
imunocomprometidos 0s sinais sdo graves e podem levar a obito (Bowie et al., 1997).

O principal meio de transmissao da doenca atualmente € o consumo de carne
crua ou malcozida contendo cistos teciduais, bem como a ingestdo de agua e
hortaligas contaminadas com oocistos de Toxoplasma gondii. A contaminagao de
vegetais destinados ao consumo humano pode acontecer em diferentes estagios da
producédo, desde a qualidade da agua usada para irrigagao até o uso de adubos de
origem animal, além das praticas de armazenamento, transporte e manipulagao
durante a colheita. Esses fatores estdo diretamente ligados a possibilidade de
contaminacgao, conforme observado por Ferreira et al., (2018).

T. gondii € reconhecido como um dos principais parasitas responsaveis por
doengas transmitidas por alimentos e agua na populagdo, tendo um impacto
significativo, tanto na economia, quanto na saude publica (FAO, 2012). No Brasil, mais
de 40 surtos foram documentados na literatura, durante os ultimos 50 anos, dos quais
cerca de 45,0% foram associados aos oocistos como forma bioldgica, e a 4gua e as
hortalicas foram apontadas como as principais vias de transmissao (Pinto-Ferreira et
al., 2019).

A identificacdo das provaveis causas de um surto de toxoplasmose depende,
principalmente de investigagcao epidemioldgica, uma vez que, 0 aumento nos casos
da doenca é percebido meses apds os surtos, quando as amostras contaminadas do
periodo ja ndo estdo mais disponiveis para analise, uma vez que foram consumidas
ou descartadas (Meireles et al., 2015). Além disso, as amostras ambientais,
geralmente, contém um numero baixo de oocistos, o que dificulta sua detecgdo. E
importante observar que, até o momento, ndo existem métodos comprovadamente
eficazes e padronizados para a recuperagao de oocistos de T. gondii que sejam
aplicaveis em laboratérios com recursos limitados (Chalmers et al., 2020). Esses
métodos, quando disponiveis, geralmente se aplicam a outros protozoarios, como
Cryptosporidium parvum e Giardia intestinalis descritas no ISO 18744:2016. Diante

disso, este trabalho, teve como objetivo padronizar uma técnica de recuperacao de
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oocistos de T. gondii em alface crespa de facil execucédo, baixo custo e que auxilie na

investigacao de surtos de toxoplasmose.

Material e Métodos

Para o estudo foram utilizados oocistos de T. gondii da cepa ME-49 (LUNDE;
JACOBS, 1983) provenientes de banco de oocistos do Laboratério de Protozoologia
Veterinaria da Universidade Estadual de Londrina (UEL). O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA/UEL) sob o n° 51/07. Os oocistos
de T. gondii foram armazenados em acido sulfurico a 2%.

A hortalica utilizada para a padronizacdo da metodologia foi a alface crespa
(Lactuca sativa), possui superficie rugosa o qual facilita na adesao dos oocistos e, foi
selecionada por ser uma das mais consumidas, na forma crua, no Brasil (BARROS;
MOREIRA; CARAMELO, 2014). Os vegetais foram cortesia da Fazenda Escola da
UEL, que cederam 65 touceiras de alface, para obtengdo de 180 amostras de 50 g
cada.

Apos coleta, foram imediatamente higienizadas, secas e cada amostra de 50 g
foi inoculada com 1 mL de agua ultrapura contendo 1.000 oocistos de T. gondii (a
concentracdo de parasitas foi estimada utilizando contagem por camara de
Neubauer). A inoculagéo foi realizada cuidadosamente de forma a garantir que os
oocistos fossem distribuidos de maneira homogénea em toda superficie das folhas.
As folhas inoculadas foram mantidas sob refrigeragao (4°C) por 48 horas para garantir

que os oocistos se fixassem, assim como ocorre no ambiente (Figura 1).

Figura 1. Esquema empregado para padronizagdo do método de recuperagao de
Toxoplasma gondii em hortalicas. Pés de alface utilizados para coleta de amostras
(01), amostras higienizadas e secas (02), separagdao de amostras de 50g (03),
inoculagdo com 1ml de agua ultrapura contendo 1.000 oocistos de T.gondii em cada
amostra pesada (04), armazenamento sob refrigeracéo a 4°C/48 horas (05), amostras
contaminadas homogeneizadas com 200 mL de solucdo de lavagem de acordo com
sua identificagdo (06), realizagdo da agitagdo manual, mecanica durante cinco
minutos em saco plastico, ou trituracdo em Becker com auxilio de mixer, até que as
amostras tornassem liquidas, respectivamente (07), cada solucdo distribuida em
quatro tubos de centrifugacao de fundo cénico de 50 mL (08), utilizando, ou ndo, gaze
dupla para filtragdo das folhas previamente (09), dupla centrifugacdo durante 10
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minutos testando as velocidades de rotagdo de 1500 xg ou 2100 xg (10), pellets
armazenados em microtubo de 1,5 mL a -20°C até a extragcdo de DNA (11).

Para padronizar a metodologia de recuperagao, foram testadas, em ftriplicata,
cada etapa e suas variaveis, tais como: solugao extratora, tipo de homogeneizagao,
presenga ou auséncia de filtracao e velocidade de centrifugacao. Cinco solugdes de
lavagens foram avaliadas neste estudo: agua destilada, salina (NaCl 0,085%), Tween
80 (0,1%), Glicina 1M e Dodecil Sulfato de Sddio (SDS 0,1%). As alfaces
contaminadas foram homogeneizadas com 200 mL de cada solugao de lavagem, a
homogeneizagao procedeu-se de trés formas: agitagdo manual; mecanica, utilizando
o agitador de mesa (Elmeco, The Hot Rock model RP-50, EUA), durante cinco minutos
em saco plastico, ou ainda, trituragdo em Becker com auxilio de mixer, até que as
amostras tornassem liquidas. Cada solucéo, foi entdo distribuida em quatro tubos de
centrifugagao de fundo cénico de 50 mL, utilizando, ou n&o, gaze dupla para filtragao
das folhas. As amostras passaram por dupla centrifugagdo durante 10 minutos

testando as velocidades de rotagdo de 1500 xg e 2100 xg (Figura 2).
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Figura 2. Fluxograma das analises realizadas com alfaces crespas para padronizagao
do método.
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Todas os testes foram realizados em triplicata, totalizando 180 analises

Os pellets, resultantes da centrifugacado foram armazenados em microtubo de
1,5 mL a -20°C até a extracdo de DNA.

Analise molecular

A extracao de DNA, das 180 amostras, foi realizada com o Kit PureLink
Genomic DNA (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA) de acordo com as
recomendacgdes do fabricante.

Para amplificacdo e quantificacdo de DNA utilizaram-se os primers Tox9F
(AGGAGAGATATCAGGACTGTAG) e Tox11R (GCGTCGTCTCGTCTAGATCG) e a
Probe: ToxPT1, descritos por (REISCHL et al., 2003). O SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystems) foi usado para detectar a fluorescéncia na PCR em tempo real
usando o sistema StepOne ™ (Applied Biosystems, Waltham, EUA). Para o ensaio,
cada mistura de reagao teve um volume final de 20 L e foi realizada em duplicata.

Para quantificacdo de oocistos por meio da q-PCR foi necessaria a produgao
de curva padrdo, contendo as seis concentragdes: 10° 104, 103, 102, 10", 10°,
conforme descrito por Opsteegh et al., (2010)
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Analise estatistica

Inicialmente, como triagem, foi realizada analise estatistica por meio do
software Epi info 3.5.4 (Dean et al., 1990), utilizando o teste t de Student para
determinar significancia estatistica entre as diferentes condi¢cbes testadas.

Apos a triagem dos resultados foi utilizado R environment version 3.6.2,
packages epitools e epiDisplay (Aragon, 2020; Chongsuvivatwong, 2018; R Core
Team, 2019), foram realizadas analises de regressao logistica adotando-se nivel de
significancia de 5%, a forga de associagao foi medida por meio dos valores de odds
ratio (OR) e respectivo intervalo de confianga de 95%. Diferentes solugdes extratoras,
formas de homogeneizacédo, filtragdo e velocidade de centrifugagdo foram
consideradas variaveis independentes e a positividade de pelo menos uma réplica na
gPCR a variavel dependente.

Classificaram-se os protocolos quanto a amplificagdo em ao menos uma das
triplicatas, repetibilidade da amplificagdo (0,33; 0,67 ou 1 dentre as triplicatas), média

e desvio-padrdo do numero de copias amplificadas.

Avaliacdo de sensibilidade

Apds padronizacdo, a melhor técnica passou por teste de sensibilidade, na
qual avaliou-se a quantidade minima de oocistos detectaveis. Utilizou-se na
contaminacgao 5, 10, 25, 50, 100 oocistos. A extracdo de DNA também foi realizada
com o Kit PureLink Genomic DNA de acordo com as recomendacdes do fabricante,
na PCR o fragmento de 529 pb foi amplificado para detecgdo do DNA do T. gondii,
utilizou-se os iniciadores descritos por Homan et al. (2000). Os produtos da PCR foram
visualizados apds a eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com SyBr safe
DNA (Invitrogen®, California, EUA).
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Resultados

No total, foram 60 protocolos diferentes, em triplicata, totalizando 180 amostras
analisadas. Entre os tampdes de eluicdo avaliados, observou-se que a agua, a Glicina
e o Tween 80 apresentaram 75,0% (9/12) dos protocolos com pelo menos uma
replicata positiva, enquanto a salina e SDS 8,3% (1/12) (p<0,001).

Com relagao ao tipo de homogeneizacgao, a manual e a mecanica apresentaram
60,0% (12/20) dos protocolos com pelo menos uma replicata positiva. O mixer
mostrou-se com menor capacidade de recuperagao 20,0%; ((5/20); p=0,03). Nao
houve diferenca estatistica relacionada a amplificacdo quanto a filtracdo e as
velocidades de rotacdo. Durante a analise estatistica entre as variaveis de maior
recuperagao: agua, Glicina e o Tween 80 e tipo de homogeneizacéo (Tabela 1), a
Glicina foi a solugcdo de eleicdo para a padronizacdo do método, e quanto a
homogeneizagdo, a manual, o qual apresentou a maior repetibilidade, variando de
83,25% a 91,75% entre as replicatas. Uma vez que observando-se os desvios-padrao
do numero de copias amplificadas entre as replicatas, a agua e Glicina tiveram maior
repetibilidade na homogeneizagdo manual, enquanto no Tween 80 na mecanica. Ao
avaliar a média do numero de copias, a mecanica apresentou melhores resultados,
variando de 175,68 a 193,73.

Tabela 1 - Comparacgao da repetibilidade, numero de copias amplificadas e desvio
padrao, entre os tampdes de eluicdo, agua, Tween 80 e glicina, que apresentaram
maior porcentagem de amplificacao.

SOLUGAO HOMOGENEIZAGAO REPETIBILIDADE N° COPIAS DESVIO
AMPLIFICADAS PADRAO

AGUA MANUAL 84% 61,0 10,4
AGUA MECANICA 83% 193,7 328
TWEEN 80 MANUAL 92% 86,0 39,4
TWEEN 80 MECANICA 67% 175,7 28,6

GLICINA MANUAL 83% 165,2 21,6
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GLICINA MECANICA 50% 183,0 60,0

Os tempos de centrifugacdao, nas rotagdes de 2100xg e 1500xg, nao
demonstraram diferengas estatisticamente significativas, bem como o resultado
comparativo entre o uso e nao uso da filtracado das amostras.

Quanto ao teste de sensibilidade, realizado com a técnica padronizada, a
presenga de oocistos foi detectada em amostras com concentragdo a partir de 25

oocistos por 50g de alface.

Discussao

No presente estudo, a glicina e Tween 80 apresentaram melhores resultados,
e foram empregados anteriormente em diversos trabalhos (Shapiro et al., 2019;
Caradonna et al.,, 2017; De Souza et al., 2016; Hohweyer et al., 2016; Lalonde;
Gajadhar, 2016). Ambos sao detergentes neutros e a glicina esta disponivel em po, o
que favorece a sua diluicdo, além disso, ndo forma demasiada espuma. Por outro
lado, o Tween 80 € um liquido viscoso, apresentando desafios em sua diluicdo. Em
relagdo as demais solugdes de extracdo, o SDS apresentou menor porcentagem de
recuperacao, possivelmente, devido ao excesso de espuma, que pode ter interferido
na recuperagcao dos oocistos (Chandra; Torres; Ortega, 2014), outros protocolos
sugerem a utilizagdo do anti-espuma na solugao, resultando em melhor recuperagéo
(Caradonna et al., 2017).

Em relacédo a utilizagao de agua destilada, em nosso trabalho foi a terceira
solugéo que apresentou melhor resultado. No entanto, essa abordagem nao alcangou
a mesma eficacia descrita por Berrouch et al. (2020), que demonstraram uma alta
recuperacao de oocistos em 132 amostras de alface e outras hortalicas em de um
mercado em Marrakech. No qual utilizaram agua destilada como solugdo de
homogeneizagao, sendo que 22 amostras foram positivas para T. gondii.

A salina, como solugdo de lavagem, ndo apresentou bons resultados na
recuperacdo de oocistos quando associada a analise molecular, porém a sua

utilizacdo pode ser mais vantajosa quando aplicada a técnica de Sheater, como
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realizado por Dardona et al. (2021), em que também utilizaram salina para analise nas
amostras de vegetais e, observaram que houve maior positividade quando aplicada
essa técnica.

A recuperacdo manual e mecanica tiveram bons resultados e semelhantes
quanto a metodologia, diferenciando quando comparada a solugdo de extracdo. O
experimento realizado por Chandra et al. (2014) observaram maior taxa de
recuperagcao de oocistos de Cyclospora cayetanensis no método manual quando
comparado ao mixer. A hipotese é de que o manual permite maior abrasdo na
superficie das folhas. Enquanto o mixer apresentou menor taxa de recuperacao,
possivelmente por promover destruigao das folhas e acumulo de matéria organica na
amostra, causando uma extragao ineficiente e/ou inibicao da qPCR.

A utilizagéo da filtragdo com gaze durante a padronizagéao, teve por objetivo a
retencdo de matéria organica que pode interferir na amplificagdo de DNA. Contudo, o
uso ou ndo da gaze, ndo teve diferenca significativa. E importante notar que varios
outros estudos nao empregaram a filtracdo em seus métodos e, ainda assim,
obtiveram resultados positivos na recuperacao dos oocistos (Kim et al., 2021; Lalle et
al., 2018; Shapiro et al., 2019).

As velocidades de centrifugacao testadas estiverem todas acima de um limiar
necessario para uma recuperagao eficaz dos oocistos, entdo, qualquer variagao
adicional pode néao influenciar significativamente nos resultados.

Em relagdo ao teste de sensibilidade, a capacidade de recuperar oocistos em
concentracdes tao baixas quanto 25 oocistos por 50 g de alface € uma indicagao
positiva da sensibilidade da técnica empregada no nosso trabalho. Isso significa que,
mesmo quando as hortalicas estdo contaminadas com quantidade relativamente baixa
de oocistos, 0 método ainda é capaz de detecta-los de maneira confiavel, além disso

a PCR convencional esta disponivel para utilizacdo em diversos laboratérios.

Conclusao

A utilizagao da solugao de glicina, homogeneizagao manual, ndo necessidade
de filtragao da solugdo em gaze e centrifugacéo a 2.100 xg, foi a metodologia eficiente
e eficaz para recuperagao dos oocistos, em hortaligas folhosas. Com este estudo foi

possivel determinar um método de facil execugao, simplificado e de baixo custo para
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a detecgdo de DNA de T. gondii em amostras de alface, o qual podera auxiliar no
diagnodstico em surtos e na pesquisa a campo, podendo ser aplicado em qualquer
laboratério, pois o método utiliza solugées de baixo custo, de facil obtencédo e

equipamentos presentes nos laboratérios.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

A padronizacao de um método para a recuperacao de oocistos de Toxoplasma
gondii em hortalicas € importante para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos,
assim como para sua aplicagao pratica em investigagoes, pesquisas de campo, e em
diversos laboratorios. Principalmente pelo aumento do numero de casos de surtos por

toxoplasmose envolvendo hortaligas folhosas.

A presente pesquisa foi capaz de identificar a glicina como a solugao extratora
mais eficaz para a recuperacao de oocistos, além de estabelecer a padronizacédo do
processo de homogeneizagdo manual, centrifugacdo a 2.100 xg por 10 minutos e
analise por meio da g-PCR e PCR convencional. Essa padronizacao do método
destaca-se como uma abordagem promissora para uma detecgao precisa e confiavel

do T. gondii.

Os resultados obtidos no teste de sensibilidade, por meio da PCR
convencional, confirmaram a validade e sensibilidade deste método, o qual demonstra
que o método proposto é util, eficaz e importante para monitorar a seguranga alimentar
e prevenir potenciais riscos a saude publica, além de poder ser utilizado este método
para deteccao do parasito em laboratérios que ndo possuem gPCR. Além disso,
meéetodo de recuperagdo trouxe evidéncias para pesquisas com solugdes de

lavagem/eliminacao de T. gondii em hortali¢as.



