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Bastos VK. Toxoplasma gondii em amostras de agua de reuso: proposta de método de
deteccdo e quantificacdo por PCR quantitativo em tempo real (QPCR). [tese]. S&o Paulo:
Faculdade de Saude Publica da USP; 2020.

Resumo - O reuso de agua contribui nos ambitos ambientais, sociais e econdmicos.
Entretanto a presenca de parasitos em amostras hidricas tem sido evidenciada por diferentes
estudos, entre eles Toxoplasma gondii. A auséncia de uma metodologia padronizada para
deteccdo de oocistos em amostras hidricas, dificulta a caracterizagdo das mesmas,
comprometendo a elaboracdo de uma legislacdo. Tendo em vista a importancia do reuso da
agua na mitigacdo da escassez, do stress hidrico e diante dos desafios expostos € que o
presente trabalho se insere. Objetivos - Propor técnica de concentracdo e recuperacdo de
oocistos em agua de reuso; propor método de extracdo de DNA,; detectar e quantificar
oocistos por gPCR. Método - Utilizando o método 1693/2014 USEPA, foram concentrados
30 L de &gua de reuso de 20 amostras provenientes de duas ETE’s da cidade de S&o Paulo,
Brasil. Os 15 mL resultantes desse processo foram concentrados em membrana 0,45um. O
material filtrado na membrana foi recuperado por raspagem com alc¢a bacterioldgica de 10 pL.
Para extracdo de DNA foram empregadas duas técnicas: o kit comercial DNeasy PowerSoil
Kit® otimizado com a enzima Zymolyase® e choque térmico. A quantificacdo de DNA foi
realizada com a sequéncia alvo B1. Resultados - Na extracdo por choque-térmico ndo foi
detectado DNA nas vintes amostras realizadas. Das 16 amostras submetidas a extracao
enzimatica, quatro foram consideradas positivas. Discussao - A extracdo de DNA consistiu na
etapa essencial para deteccdo e quantificacdo de oocisto, dado a natureza resistente das
paredes. Conclusdo - O reuso de dgua pode ser comprometido na auséncia de um protocolo
padronizado de deteccdo e quantificacdo de oocisto de T. gondii, que possibilite a

determinacédo de parametros parasitologicos para elaboracdo de uma legislacao.

Palavras-chave: Toxaplasma gondii, qPCR, amostra ambiental.



Bastos VK. [Toxoplasma gondii in water samples for reuse: proposal for a method of
detection and quantification by quantitative real-time PCR (qPCR)] [thesis]. Sdo Paulo:
Faculdade de Saude Publica da USP; 2020. Portuguese.

Abstract - The wastewater reuse contributes in the environmental, social and economic
spheres. However, the presence of parasites in water samples has been evidenced by different
studies, including Toxoplasma gondii. The absence of a standardized methodology for
detecting oocysts in water samples makes it difficult to characterize them, compromising the
drafting of legislation. In view of the importance of wastewater reuse in mitigating water
scarcity and stress and in view of the challenges presented, this work is inserted. Objectives -
To propose oocyst concentration and recovery techniques in wastewater reuse; propose DNA
extraction method; detect and quantify oocysts by qPCR. Method - Using method 1693/2014
USEPA, 30 L of wastewater reuse from 20 samples from two WWTPs in the city of Séo
Paulo, Brazil, were concentrated. The 15 mL resulting from this process were concentrated in
a 0.45 um membrane. The material filtered on the membrane was recovered by scraping with
a 10 pL bacteriological loop. For DNA extraction, two techniques were used: the commercial
kit DNeasy PowerSoil Kit® optimized with the enzyme Zymolyase® and freeze - thaw. DNA
quantification was performed with the target sequence Bl. Results - In freeze - thaw
extraction, no DNA was detected in the 20 samples performed. Of the 16 samples submitted
to enzymatic extraction, four were considered positive. Discussion - DNA extraction was the
essential step for oocyst detection and quantification, given the resistant nature of the walls.
Conclusion - Wastewater reuse can be compromised in the absence of a standardized protocol
for the detection and quantification of T. gondii oocysts, that allows the determination of

parasitological parameters for the elaboration of legislation.

Key words: Toxaplasma gondii, qPCR, environmental sample.
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1. INTRODUCAO

A introducdo de dgua encanada e tratamento de esgoto as habitacdes foi considerada a maior
“revolucdo sanitaria” do século 19 (FEINMANN, 2020).

Entretanto a urbanizagdo altera a sustentabilidade do ciclo da &gua, afetando a disponibilidade
para a populacdo (SORUP et al., 2020). Quando a demanda de agua excede o volume de agua
disponivel, ocorre a escassez de agua. Atrelada a escassez, advém o stress hidrico, que indica
a relagdo entre quantidade de agua liberada e os recursos renovaveis de agua. Intervencgdes
que visam re-equilibar o balango hidrico sdo essenciais. Portanto, o reuso de &gua traz

beneficios sociais, ambientais e econdmicos (TORRETA et al., 2020).

Tendo em vista a necessidade de proteger os corpos hidricos e assegurar 0 acesso a agua
potével a todos, é publicado 0 documento “Transformando Nosso Mundo: A Agenda 2030
para 0 Desenvolvimento Sustentavel”. O Objetivo do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 6
aborda a seguranca de agua limpa e saneamento, mais especificamente: “Assegurar a
disponibilidade ¢ gestdo sustentavel da agua ¢ sanecamento para todas e todos”. A agenda
ainda destaca a contribuicdo do ODS 6 no progresso de outros ODS (UN, 2015). ZHANG et
al. (2016), demonstraram através do “system thinking” que a melhoria no acesso a agua e
saneamento impacta em uma vida mais saudavel (ODS 3), promove a igualdade de género e 0

empoderamento feminino (ODS 5) através da reducdo das doengas de veiculagdo hidrica.

O reuso da agua desempenha papel fundamental na reducdo da pressdo dos recursos hidricos.
Embora essa préatica seja comum em alguns ambitos (inddstrias e agricultura), outros usos
devem ser considerados, como em areas urbanas, para lavagens de ruas, irrigacéo de parques,
dentre outros. O reuso urbano é uma tendéncia global sustentavel que preserva 0s mananciais
para usos nobres como o abastecimento publico (UNEP, 2005; KELLIS et al., 2013). Diante
da importancia que o reuso da dgua desempenha na sustentabilidade, em 2017, foi publicado o
relatorio “Wastewater: The Untapped Resource”, destacando que a gestdo desse uso é
imprescindivel para o futuro (WWAP, 2017). Em trabalho realizado por MIZYED e MAYS
(2020), onde inovagdes técnicas e a legitimacdo do reuso da agua foram avaliados, os autores
selecionaram a base de dados AQUASTAT, da UNFAO, como a mais completa. De acordo
com AQUASTAT, dos 92 paises avaliados, sdo produzidos mais de 283 x10° m® de esgoto.
Apenas 60% é tratado, 40% utilizado no reuso indireto e 5% no reuso direto. No Brasil, em

2017, apenas 45,1% do esgoto era tratado e foram registradas 258.826 internagdes causadas
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por doengas de veiculagdo hidrica (ITB, 2019). O lancamento dessas dguas no ambiente é
fonte de contaminacdo microbiol6gica e parasitoldgica tanto de mananciais como solos e
fontes de agua subterraneas, causando preocupacdes em saude publica devido a presenca de
patogenos (WWAP, 2017).

Um protozoario que vem assumindo relevancia no cenario de doencas transmitidas pela dgua
¢ Toxoplasma gondii, cuja estimativa é que a infeccdo mundial seja entre 30-50%. A
prevaléncia pode variar de 10 a 80%, podendo ocorrer diferencas dentro de um mesmo pais,
devido aos héabitos alimentares, situacdo socioecondmica, qualidade da agua e condicGes
sanitérias (FLEGR et al., 2014; ROBERT-GANGNEUX, 2014). Habitos culturais, religiosos
e presenca de felinos também sdo fatores que contribuem com o aumento da soroprevaléncia
de T. gondii. No Brasil, em algumas regides a taxa pode ultrapassar 70% (BAHIA-
OLIVEIRA et al., 2017).

O parasito que tem o gato como hospedeiro definitivo, pode infectar humanos através da
contaminacdo de alimentos como carne, vegetais e frutas. O solo e agua também tém
desempenhado papel importante na dispersio do T. gondii (DUMETRE e DARDE, 2003;
AUBERT e VILLENA, 2009; JONES e DUBEY, 2010; KARANIS et al., 2013, FLEGR et
al., 2014), uma vez que 0s oocistos sdo resistentes a temperatura de até 60° C, a tratamento
guimico com hipoclorito de sddio, 0z6nio e inativacdo ultravioleta. Podem sobreviver até 4,5
anos na agua (DUMETRE et al., 2003; VANWORMER et al., 2013). Apresentam duas
camadas similares a moléculas poliméricas o que lhes confere resisténcia fisica. A camada
externa € mais fina que a interna, e estas nao estdo aderidas. Quando expostos ao hipoclorito
de sddio, a camada externa pode ser removida; mantendo-se a camada interna intacta
(DUMETRE et al., 2013).

Embora a maioria das infecgdes em individuos imunocompetentes seja assintomatica ou com
sintomas subclinicos, manifestagdes clinicas podem ocorrer entre 10-20% dos infectados
(CAMILO et al., 2017). Em individuos imunodeprimidos e gestantes a toxoplasmose assume
importancia devido a infeccGes mais severas que podem causar retinocoroidite toxoplasmica,
encefalite, esplenomegalia, pneumonia e cegueira, abortos e comprometimento do
desenvolvimento mental do feto. (FLEGR et al., 2014; INAGAKI et al., 2014; HOSSEINI et
al., 2019).
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Considerando o aumento da prevaléncia da toxoplasmose, acredita-se que o ambiente
desempenhe papel importante na disseminacdo dos oocistos, principalmente a agua. No
Brasil, estima-se que entre 50 a 80% dos adultos estejam infectados por T. gondii. Foram
descritos surtos em todo territorio, sendo que a maior quantidade de individuos foi afetada
quando o solo ou &gua estavam contaminados por fezes de gatos. Notou-se ainda a
identificacdo de novos casos ao longo do tempo quando a infecgdo ocorria por veiculagdo
hidrica, pois a resisténcia a adversidades ambientais pelo oocisto prolonga a exposicdo e,

portanto, a ocorréncia de novos casos. (MEIRELLES et al., 2015).

Surtos causados por protozodrios via veiculagcdo hidrica ocorrem mundialmente e tém
impactos ndo somente na saude, como também na economia. Em 100 anos, foram registrados
325 casos de surtos, dentre os quais trés foram atribuidos a Toxoplasma gondii (KARANIS et
al., 2007). Ao fazer uma revisdo de surtos ocorridos no periodo de 2004-2010,
BALDURSSON e KARANIS (2011) relataram que dos 199 casos registrados, quatro eram de
toxoplasmose. Esses mesmos autores chamam a atencdo para o fato que melhorias no sistema
de vigilancia epidemioldgica nos registros de toxoplasmose, em geral, aumentam 0s casos,
incluindo os casos de veiculacdo hidrica como no Brasil e Guiana Francesa. A toxoplasmose
hidrica tem se mostrado uma ameaca consideravel e é alvo de esforcos para compreender sua
distribuicdo bem como desenvolver metodologia de deteccdo em amostras ambientais
(KARANIS et al., 2013).

No Brasil, os surtos com maior nimero de atingidos ocorreram no sul do pais, nos anos de
2001/2002 e no ano de 2018. Entre novembro de 2001 e janeiro de 2002, em Santa Isabel do
Ivai (Parand) foram registrados 426 individuos com sorologia compativel com toxoplasmose
aguda. Ap6s mapear 0s reservatorios de dgua da cidade, comprovou-se que um deles estava
contaminado com T. gondii. O foco principal que levou a contaminacgéo da fonte de agua foi a
conservacao precaria do reservatorio e a presenga de uma gata com filhotes que residiam no
local (DE MOURA et al., 2006). O segundo e mais contundente surto por veiculacdo hidrica
ocorreu em abril de 2018, em Santa Maria (Rio Grande do Sul) (MINUZZI et al., 2020b). O
ultimo relatorio fornecido pela prefeitura em de 19 de outubro de 2018, confirmava 809 casos,
sendo que 114 eram gravidas. Foram relatados trés oObitos fetais, 10 abortos e 22
toxoplasmoses congénitas (RIO GRANDE DO SUL, 2018).

Com o intuito de compreender qual o impacto da dgua na disseminacdo de oocistos, diversos

pesquisadores tém se empenhado em padronizar uma técnica de concentracao e quantificacdo
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do oocisto de T. gondii (ISAAC-RENTON et al., 1998; DUMETRE e DARDE, 2003;
KOURENTI et al., 2003; VILLENA et al.,, 2004; KOURENTI e KARANIS, 2004;
DUMETRE e DARDE, 2005; KOURENTI e KARANIS, 2006; DUMETRE e DARDE, 2007;
SOTIRIADOU e KARANIS, 2008; AUBERT, 2009; BORCHARDT et al., 2009; YANG et
al., 2009; SHAPIRO et al., 2010; JONES e DUBEY, 2010; GALLAS-LINDEMANN et al.,
2013; KARANIS et al., 2013; SHAPIRO et al., 2014; WELLS et al., 2015; HARITO et al.,
2017; GALVANI et al., 2019; SOUSA et al., 2020). Sdo escassas pesquisas realizadas em
esgoto bruto e tratado (MOULIN et al., 2010; GALLAS-LINDEMANN et al., 2013;
MARANGI et al., 2015; AJONINA et al., 2018). Ateé a ultima revisao bibliografica realizada
para esta tese, ndo havia publicacGes referentes a deteccdo de oocisto em agua de reuso.
Segundo SHAPIRO et al. (2019), os desafios da padronizacdo de uma metodologia residem
em multiplos fatores: pouco conhecimento sobre o oocisto, a baixa concentracdo no ambiente,
sedimentos nas amostras, e a semelhanca morfoldgica com outros protozoéarios dificultando a

identificagdo sob microscopia.

Uma das técnicas que tem se mostrado promissora é o PCR quantitativo em tempo real, uma
vez que é sensivel, especifica e com boa reprodutibilidade. O método tem sido proposto em
diversas pesquisas (JONES et al., 2000; KOURENTI e KARANIS, 2004; VILLENA et al.,
2004; SCHWAB e MCDEVITT, 2003; KOURENTI e KARANIS, 2006; WELLS et al.,
2015; MARANGI et al., 2015; GALVANI et al., 2019).

O desenvolvimento de uma metodologia padronizada que possibilite a detec¢do de oocisto em
amostras ambientais e nesse caso em amostras de agua de reuso é imprescindivel, uma vez
gue estes sdo resistentes no ambiente, ocorrem em baixas concentrac@es e tém baixa dose de

infeccao.

No Brasil, o cenario se agrava pois ndo ha legislagdo federal que regulamente a utilizacdo da
agua de reuso. No municipio de Séo Paulo foi promulgada, em 22 de abril de 2015, a Lei N°
16.174 que estabelece regras e medidas para fomento do reuso. No entanto, ndo sao
estabelecidos padrdes parasitoldgicos para controle de qualidade (CIDADE DE SAO
PAULO, 2015). Dois anos depois, em 28 de junho de 2017, o Estado de S&o Paulo publicou a
Resolugdo Conjunta SES/SMA/SSRH N° 01, onde o reuso direto ndo potavel de agua é
determinado para fins urbanos. Na Resolucdo, séo definidos os usos, padrbes de qualidade,
monitoramento e cuidados de manuseio da dgua de reuso. Antes do inicio da operacdo de uma

planta, é recomendado que seja realizada uma caracterizagdo microbiolégica completa
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(bactéria, virus e protozoarios). Apos o funcionamento da esta¢do, o produtor deve monitorar
a agua de reuso de acordo com as frequéncias estabelecidas. Para protozoarios
(Cryptosporidium e Giardia) o monitoramento deve ser mensal. Ainda nas Disposi¢Ges Finais
da Resolugdo, o Artigo 14 estabelece que os critérios técnicos adotados poderdo ser
reformulados e complementados diante do desenvolvimento cientifico e tecnologico, bem
como a necessidade de preservacdo ambiental, protecdo da satde publica e manejo sustentavel
da 4gua (GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO, 2017).

Tendo em vista 0 aumento da prevaléncia da toxoplasmose, relatos de surtos de veiculagédo
hidrica, necessidade do estabelecimento de uma técnica padronizada para amostras
ambientais, aumento da utilizacdo da agua de reuso e a falta de legislacdo federal que a
regulamente, € que o presente trabalho se insere. A pesquisa tem como objetivo propor uma
técnica de deteccdo e quantificacdo de oocistos de T. gondii em amostras de agua de reuso. Os
dados produzidos visam contribuir com o desenvolvimento de uma metodologia padronizada,
bem como com informacdes e subsidios na elaboracdo de politicas de utilizacdo de aguas

residudrias e estabelecimento de padrées de qualidade.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. TOXOPLASMA GONDII: AGENTE ETIOLOGICO E CICLO DE VIDA

A toxoplasmose é causada pelo coccideo T. gondii. Esse tem a familia Felidae como
hospedeiro definitivo e os demais animais de sangue-quente como hospedeiros intermediarios
(TENTER et al., 2000; DUBEY, 2010).

Toxoplasma gondii foi descrito inicialmente em dois trabalhos publicados em 1908 por
SPLENDORE (1908, traduzido para o inglés em 2009) e por NICOLLE e MANCEAUX
(1908, traduzido para o inglés em 2009). Alfonso Splendore caracterizou o0 parasito em
coelhos, no Brasil, enquanto Charles Nicolle e Louis Herbert Manceaux identificaram-no em
roedores denominados gundi (Ctenodactylus gundi), na Tunisia (MORRISSETE e AJIOKA,
2009). Em ambos os relatos, os pesquisadores pontuaram as semelhancas do parasito a
Leishmania. SPLENDORE (2009) ndo chegou a classifica-lo, mas NICOLLE e

MANCEAUX (2009) classificaram provisoriamente como Leishmania gondii. No entanto
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perceberam se tratar de um novo organismo, nomeando-o baseado em sua morfologia (do

Latim moderno Toxo = arco; plasma = vida) e no hospedeiro gundi (DUBEY, 2014).

O ciclo de vida completo do parasito foi elucidado somente em 1970, com a descoberta do
oocisto (fase ambientalmente resistente) e da fase sexuada no intestino delgado do gato
(TENTER et al., 2000; DUBEY, 2009).

A complexidade do ciclo biolégico (figura 1) heteroxeno facultativo do T. gondii esta
conectada por trés estagios infectantes: taquizoito, bradizoito e oocisto/esporozoitos
(FRENKEL et al., 1970; TENTER et al., 2000; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2017).
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Figura 1:Diagrama do ciclo de vida do Toxoplasma gondii.
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Adaptado de Bahia-Oliveira et al., 2015.

O taquizoito tem como caracteristica a replicacdo rapida (do Grego tachos = répido), tem
formato crescente e mede aproximadamente 2 x 6 pum. Esse se multiplica assexuadamente nas
células do hospedeiro por endodiogenia (DUBEY, 2010). Nos felinos o ciclo assexuado
ocorre nas células epiteliais ndo-intestinais, enquanto nos hospedeiros intermediarios pode

ocorrer em qualquer célula. Apos invadir a célula do hospedeiro, o taquizoito se torna ovoide
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e é rodeado pelo vacuolo parasitéfaro, onde irdo ocorrer as multiplicacbes (FRENKEL, 1973;
BAHIA-OLIVEIRA et al., 2017). Depois de seguidas replicacfes, a célula se rompe e 0s
taquizoitos sdo disseminados pela corrente sanguinea, infectando diversos tecidos, como
Sistema Nervoso Central (SNC), placenta, olhos, musculos esquelético e cardiaco. O estagio
do taquizoito causa uma forte resposta inflamatdria, destruicdo tecidual, causando
manifestacdes clinicas da doenca. (MONTOYA e LIESENFIELD, 2004).

Em resposta ao sistema imunologico, sdo formados os cistos contendo os bradizoitos que séo
resistentes a tratamentos existentes (KIM, 2015; TU et al., 2018). Os bradizoitos séo
estruturalmente similares aos taquizoitos, porém metabolicamente diferenciados ja que séo
latentes e adaptados para longa sobrevivéncia na célula hospedeira (BAHIA-OLIVEIRA et
al., 2017). Sua replicacéo é lenta (do Grego bradi = lento) (FRENKEL, 1973) e permanecem
encistados geralmente nos olhos e no cérebro, podendo ser encontrados nas visceras,
musculos esquelético e cardiaco. Esta forma evolutiva mede aproximadamente entre 7x1,5
um (CASTRO e DUBEY, 2019).

A forma de resisténcia do T. gondii no meio ambiente € 0 oocisto, e esse tem sido responsavel
pelo aumento de infeccbes no mundo. Ele é resistente a estresses fisicos/quimicos,
desinfetantes como ozénio, UV e produtos a base de cloro (DUMETRE et al., 2013). O
oocisto € carregado negativamente e tende a ndo se agregar com outras particulas em agua
doce, 0 que ja pode ocorrer em aguas salobra e marinha. A densidade especifica varia entre
1,050 e 1,100 (DUMETRE et al., 2012). Na tabela 1 s&o apresentadas as caracteristicas gerais

do oocisto de T. gondii.
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Tabela 1: Caracteristicas gerais do oocisto de Toxoplasma gondii.
Caracteristca Oocisto

Tamanho (um) 10x 12
Espessura (nm) ~100
© NUmero de camadas 2
E Espessura camada externa (nm) 30
Bioquimica da superficie Proteinas cisteina e tirosina (entrelacada)

Fonte: Adaptado de DUMETRE et al., 2012.

O oocisto é constituido por duas camadas, sendo a externa mais fina que a interna (figura 2).
As camadas ndo estdo intrinsecamente ligadas uma vez que é possivel remover a camada

externa com hipoclorito de sédio (DUMETRE et al., 2013).

Figura 2: Parede externa do oocisto de T.gondii.
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Adaptado de DUMETRE et al.. 2013

A: Detalhe da parede do oocisto, com a parede externa (E) mais
fina e a interna mais grossa (I). B: Detalhe da parede do oocisto
apos tratamento com hipoclorito de sodio, a parede interna (I) se
mantém intacta e ha alguns resquicios da parede externa (setas).

A camada externa do oocisto contém mais de 90% de proteinas com variadas estruturas de
cisteina e tirosina. Estudos mostram que a tirosina entrelagada contribui para o formato e

fortalecimento da parede do oocisto. Essa disposicao da tirosina também confere ao oocisto a
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autofluorescéncia azul caracteristica. A complexa organizagdo polimérica confere robustez ao
oocisto em termos mecanicos (DUMETRE et al., 2013). BUSHKIN et al. (2013) sugerem que
a camada externa é semelhante as micobactérias, tendo lipideos alcool-acido resistente, rica
em triglicérides, e analoga a cuticula das plantas (celulose e cera/cutina). Os autores acreditam
que, embora sejam organismos divergentes, o uso de lipideos como protecdo a estresses
ambientais seja resultado de uma evolugdo convergente (figura 3).

Figura 3: Representacdo das paredes do oocisto Toxoplasma gondii, plantas e micobactérias.

Lipideos Alcool-acido . Lipideos Alcool-acido
resistente Ceras e cutina resistente

Glicoproteina Celulose

Fibras de B-1,3 glucano Peptidoglicano

Modelo da parede do Cuticula de plantas Parede de
oocisto de Toxoplasma Mycobacterium

Lipideos é&lcool-4cidos resistentes estdo presentes em ambas as camadas do oocisto de T.gondii. Fibras
de B-1,3 glucano estdo presentes na camada interna. Essas estruturas se assemelham as micobactérias e
plantas, o que confere resisténcia ao estresse ambiental.

Fonte: Adaptado de BUSHKIN et al., 2013.

A camada interna do oocisto é mais grossa e confere resisténcia a degradacdo quimica. Esta é
rica em B-1,3 glucan, disposto em forma de andaime trabecular (figura 4), dando sustentagéo
para camada externa (BUSHKIN et al., 2012).

Figura 4: Camada interna de oocisto de Eimeria (modelo para Toxoplasma gondii), constituida por -
1,3 glucano, em formato de andaime trabecular.

Fonte: Adaptado de BUSHKIN et al., 12.
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2.2. GENOTIPOS

O DNA do T. gondii é formado por 14 cromossomos, com marcadores espacados em
intervalos de 300 kb (kilobase). O tamanho genético total é de 592 cM (centiMorgan)
distribuidos em 104 kb/cM de unidade de mapa, como ilustrado na figura 5 (KHAN et al.,
2005). E haploide e possui 7.793 genes (KHAN et al., 2007).
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O desenvolvimento de diferentes métodos de marcadores genéticos permitiu a elucidacéo do
genoma do T. gondii. No entanto, essas diferentes técnicas possuem diversas classificagfes, 0
que pode acarretar confusio (DARDE et al., 2014). Quando HOWE e SIBLEY (1995)
descreveram o genoma do T. gondii, eles identificaram trés gendtipos clonais nomeados como
tipos I, Il e Ill. Esses genétipos foram isolados de mais de 100 amostras de animais e
humanos, provenientes da América do Norte e Europa. Amostras de outras regides
geograficas revelaram uma alta frequéncia de genotipos ndo-arquétipos, demonstrando uma
diversidade maior (SU et al., 2006). Esses gendtipos sdo denominados como “genétipo tinico”

ou “atipico”, e sdo mais encontrados na America do Sul (GALAL et al., 2019).

HOSSEINI et al. (2019) fizeram um levantamento bibliografico entre 1995 e agosto de 2017
de gendtipos em humanos de T. gondii. Foram selecionados 26 artigos apds cuidadosa
triagem. A caracterizacdo genética de isolados de T. gondii mostrou que o tipo Il foi o
genotipo predominante em humanos, com prevaléncia entre 64,3%, 62,1% e 41,7% em
pacientes com AIDS, toxoplasmose congénita e ocular, respectivamente. Na genotipagem do
ToxoDB, a maioria dos individuos (21,2%) foi infectada pelos genotipos n° 9 e n® 65. Com
base nesses resultados, o perfil genotipico dos isolados de T. gondii é diferente em todo o
mundo. As cepas nos paises asiaticos e africanos sdo caracterizadas por baixa diversidade
genética, enquanto a América do Norte e do Sul apresentam maior diversidade. Em paises
onde ndo foram encontrados dados, como Africa Ocidental e Austral, Australia e Asia

Ocidental, podem ser descobertas maior diversidade genética (figura 6).



Figura 6: Distribuicdo mundial dos gendtipos do Toxoplasma gondii.
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2.3. EPIDEMIOLOGIA E SURTOS
2.3.1. Soroprevaléncia de toxoplasmose em humanos

Mundialmente a soroprevaléncia de toxoplasmose é estimada principalmente por
pesquisas de infeccdo congénita e por alimentos. Cerca de 30% da populacdo esta
contaminada, podendo a exposic¢do ao parasito variar de 0% a 100% (BAHIA-OLIVEIRA et
al., 2017). Como ja citado, a prevaléncia varia entre os paises e as subpopulac@es devido a
habitos alimentares, situacdo socioecondmica, qualidade da &gua, condicBes sanitarias
(FLEGR et al., 2014; ROBERT-GANGNEUX, 2014). Sdo importantes também habitos
culturais, religiosos, presenca de felinos e fatores ambientais (DABRITZ e CONRAD, 2010).

Pesquisadores tém relatado a soroprevaléncia de toxoplasmose revelando a importancia de sua
vigilancia. PAPAS et al. (2009), fizeram um levantamento bibliogréfico onde analisaram a
soroprevaléncia do T. gondii e suas correlagbes com fatores de risco, ambientais e
socioecondémicos. A partir dos dados analisados confeccionaram um mapa mundial de

soroprevaléncia (figura 7).

Figura 7: Mapa mundial de soroprevaléncia de Toxoplasma gondii, segundo PAPAS et al., 2009.
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Auséncia de dados em branco

Fonte: Adaptado de PAPAS et al., 2009.
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Em trabalho realizado por LITO et al. (2013), foram relatadas prevaléncias entre 11% e 40%
em adultos dos EUA e do Reino Unido. No entanto, em outros paises os indices variaram
entre 11% e 28% na Escandinadvia e 25,7% em Portugal. Segundo PAPAS et al. (2009)
prevaléncias acima de 60% podem ser observadas no Brasil. Em extensivo trabalho realizado
por ROUATBI et al. (2019), foram coletados dados de publicacdes que se referiam a presenca
de T. gondii no Norte da Africa (Marrocos, Algéria, Tunisia, Libia e Egito). Os dados
relacionados a prevaléncia humana estdo ilustrados na figura 8. Nota-se que que as infecoes
variaram entre 1% e mais de 60%. Os autores destacam que, entre 1960 e 1970, ndo foram
registradas pesquisas sobre toxoplasmose. Entretanto, devido ao reconhecimento da doenca
como problema de saude publica, entre os anos de 2000 e 2018 ocorreu um aumento de
publicacBes. Outros fatores apontados pela revisdo foram a diversidade das amostras
realizadas em humanos e a presenca dos genotipos Il e Ill. Os paises Marrocos, Tunisia e
Argélia planejam estabelecer um programa nacional contra a toxoplasmose, baseados na
experiéncia francesa. A Franca relatou uma diminuicdo na prevaléncia e gravidade da
toxoplasmose apds a implementacdo de triagem gestacional obrigatéria, com triagem

padronizada e protocolos de tratamento, além da conscientizacao publica.

Figura 8: Panorama da soropreveléncia de Toxoplasma gondii em humanos em paises no Norte da
Africa, compilado por ROUATBI et al., 2019.
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Fonte: Adaptado de ROUATBI et al., 2019.



27

Na Malasia, entre 2008-2018, foram relatadas prevaléncias de 59,7% na populacéo da Ilha de
Pangkor, 57,4% entre os trabalhadores migrantes e 42,5% em gestantes (WANA et al., 2020).

Na Europa e nos EUA as melhorias higiénicas na pecuaria podem ter contribuido com a
diminuicdo nos indices de soroprevaléncia (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2017).

2.3.2. Surtos de veiculagéo hidrica

Com a elucidacéo do ciclo bioldgico, foi possivel relacionar alguns surtos de toxoplasmose a

veiculagéo hidrica.

O primeiro relato publicado por BENENSON et al. (1982) ocorreu no Panama, em 1979.
Foram infectados 39 soldados do Exército dos Estados Unidos que consumiram agua de trés

nascentes contaminadas.

Em 1995, ocorreu em Greater Victoria (British Columbia), Canada, um surto que atingiu 100
pessoas. As idades dos infectados variava entre 6 e 83 anos; os sintomas relatados, como
retinite e linfoadenopatia, eram condizentes com sintomas de toxoplasmose. ApoOs
investigacdo realizada pelos pesquisadores, constatou-se que o reservatorio municipal estava
contaminado. Evidenciou-se que a presenca de felinos domésticos e selvagens, aplicacdo de
produtos quimicos ineficientes para desinfecgdo primaria e condi¢des precérias no sistema de
filtracdo contribuiram para disseminacdo do T. gondii (BOWIE et al., 1997).

No Brasil, o primeiro surto relatado de toxoplasmose ocorreu em 1965 em um seminario em
Braganca Paulista, Sdo Paulo (SP). Na época, 30 pessoas foram infectadas, ndo apresentando
sintomas da doenca e nove apresentaram 0s sintomas (MAGALDI et al., 1967). No ano
seguinte, foram relatados 99 casos em uma universidade em Sdo José dos Campos (SP), entre
estudantes e funcionarios (MAGALDI et al., 1969). Em ambos os casos nao foi possivel
determinar a fonte de contaminagéo pois o ciclo de vida do T. gondii ainda ndo havia sido

elucidado.

GATTAS et al. (2000) investigaram um surto ocorrido em 1999 em uma universidade de S&o
Paulo, onde 113 pessoas foram acometidas. Foram observados mais de 200 gatos vagando
pela universidade, sendo a contaminagdo associada a agua e alimento. Notou-se ainda que
apos o tratamento da agua por filtros de 2um e controle da populacédo de gatos, ndo foram
relatados novos casos (apud DUBEY et al., 2012).
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O primeiro surto de destaque de toxoplasmose ocorreu entre o final de 2001 e o comeco de
2002 em Santa Isabel do lvai, Parana (PR). Apds alguns casos sintomaticos, foram realizadas
buscas ativas, campanhas na midia e relatos de médicos onde 2884 pessoas se voluntariaram
para serem testadas. Dessas, 426 apresentaram IgM positivo e anticorpos IgG para T. gondii.
Testes oftalmoldgicos foram realizados em 408 pacientes e 10% apresentaram lesGes
oculares, enquanto 4,4% tiveram necrose na retina. Um inquérito ambiental foi realizado com
intuito de determinar a fonte de contaminacdo. Depois de mapear o sistema de abastecimento
de &gua da cidade, verificou-se que um dos dois reservatorios estava ligado ao surto. Os
pesquisadores conseguiram identificar quatro escolas que tinham &gua distribuida pelo
reservatorio suspeito durante o pico do surto. T. gondii foi isolado em trés amostras, e apds
nested-PCR foi identificado como SAG-2, genotipo I. Concluiu-se que a manutencao precaria
do reservatorio levou a contaminacdo da agua. Atrelado a esse fato foi constatado que uma
gata com filhotes residia no topo do tanque. Embora ndo tenha sido possivel testar, o sorvete
feito com &gua do reservatdrio contaminado tambem foi associado ao surto (DE MOURA et
al., 2006)

Casos de contaminacdo de agai foram relatados em 2011 por DUTRA et al. (2012) nos
municipios de Ji-Parana, Ouro Preto do Oeste e Jaru, Rondénia (RO). Amostras de agua
utilizada para o preparo da polpa da fruta foram positivos para T. gondii, em 2013, em Pontas
das Pedras (PA), MORAIS et al. (2016) constataram 73 casos de toxoplasmose. Segundo 0s
autores, o acai foi fonte de contaminacdo. A fruta pode ter sido contaminada por oocistos
durante a coleta, transporte ou preparo do suco.

Em Montes Claros de Goias (GO), em junho de 2016, foram registrados os primeiros casos de
surto. Dos 251 casos suspeitos, apenas 114 concordaram em participar da pesquisa. Apds a
realizacdo de ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para IgG, IgM e teste de avidez, 71%
(81/114) apresentaram anticorpos para T. gondii, enquanto 59,6% (68/114) apresentaram um
perfil para infeccdo aguda. Os alimentos mais consumidos entre 0s doentes eram queijo
caseiro, salame, salsicha, carne e leite cru. Com base nestes resultados foram testadas
amostras de carne, queijo, agua publica, 4gua de irrigacdo de legumes, fertilizante e solo.
Duas amostras de queijo e uma amostra de agua de irrigagdo estavam contaminadas. Segundo
0s autores, esses achados sugerem que o alimento e o alimento irrigado com &gua

contaminada foram a principal via de infecgdo (DA COSTA et al, 2018).
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MINUZZI et al. (2020b) demonstraram que &gua contaminada foi a fonte do maior surto
relatado em Santa Maria (RS), com 2010 notificacGes, em abril de 2018. O dltimo relatoério
apresentado pela prefeitura de 19 de outubro de 2018, mostrou que 809 casos foram
confirmados, entre estes 114 estavam gravidas. Trés mortes fetais, 10 abortos e 22 casos de
toxoplasmose congénita foram registrados (RIO GRANDE DO SUL, 2018). A anélise da
placenta de duas gravidas que receberam tratamento contra toxoplasmose durante o surto,
revelou a presenca de um genotipo atipico, ainda ndo descrito na base de dados ToxoDB
(MINUZZI et al., 2020a).

Em relatério divulgado em 15 de maio de 2019, pela Prefeitura de Campinas, foram
confirmados 25 casos de toxoplasmose em um colégio. Foi realizado um inquérito
epidemioldgico (caso-controle) com intuito de determinar a fonte de contaminacdo. Foram
avaliadas as seguintes vias de exposi¢do: ingestdo de dgua da rede da escola; sentar/deitar em
gramado e/ou areia no colégio; ter contato com gatos na escola nos dltimos 60 dias; fazer
refeicbes nos restaurantes e/ou cantina da escola (desde o inicio do ano letivo e em qual
restaurante); ingestdo e carne crua e mal passada; ingestdo de verduras, legumes e frutas crus
minimamente processados. ApoOs avaliacdo das informacfes obtidas, determinou-se que a
infeccdo ocorreu devido a ingestdo de alimentos contaminados por oocistos. Amostras de
agua foram coletadas em quatro pontos: ponto de captacdo, reservatério principal, bebedouro
do refeitorio e bebedouro do ginasio. Foram realizadas analises de cloracdo e potabilidade
cujos resultados estavam dentro dos parametros previstos e exigidos pela Portaria de
Consolidagdo n° 05/2017. O poco utilizado pelo colégio também estava com documentacéo e
analises de qualidade de dgua conforme. Devido aos resultados do inquérito epidemioldgico,
gue indicaram uma contaminacdo por alimentos, ndo foram realizadas analises de presenca e
auséncia de oocistos e T. gondii nas amostras de dgua. No relatério é destacado as limitacGes
das analises laboratoriais disponiveis, bem como sua baixa sensibilidade para deteccdo de
oocisto (PREFEITURA MUNICIPAL DE CAMPINAS, 2019).
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2.4. Deteccao de oocistos de Toxoplasma gondii em esgoto

Como citado anteriormente, ndo existem pesquisas de deteccdo de oocistos em agua de reuso.
Algumas raras publicagcdes abordam deteccdo em esgoto bruto e tratado.

Em 2010, MOULIN et al., investigaram a contribuicdo do esgoto tratado na qualidade
microbioldgica do Rio Sena, Franga. Entre outros parametros, verificaram a presenca de
oocistos de T. gondii nos esgotos bruto e tratado. O sobrenadante restante da purificacdo de
Cryptosporidium e Giarda foi analisado em microscopia de fluorescéncia e PCR. Para
deteccdo molecular foi utilizado o segmento bp 529 (banco de genes AF146527). Nao foram
detectados oocistos nas amostras. Segundo o0s autores, 0s oocistos sdo liberados
exclusivamente por felinos e dependem do comportamento de defecacdo destes. Deve ser
levada em consideracdo a distribuicdo heterogénea dos oocistos em amostras ambientais.
\Sendo assim, a concentracdo de oocistos no esgoto e no rio Sena foram muito baixas.
Atrelado a esses fatos, é destacado que, embora tenha ocorrido melhorias, as técnicas de

deteccdo de oocistos em amostras de dgua ainda € um desafio.

Na Alemanha, GALLAS-LINDERMANN et al. (2013), coletaram amostras de esgoto
efluente e afluente, agua superficial, agua subterranea e &gua de torneira para verificar a
ocorréncia de oocistos de T. gondii. A metodologia utilizada para identificacdo dos oocistos
foi Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP), tendo o gene B1 como alvo. Das 95
amostras, oito amostras foram positivas (quatro do esgoto efluente e quatro afluente). Os
autores destacam que, embora a agua seja considerada um dos principais veiculos de
disseminacdo de oocistos, ndo had uma técnica eficiente de deteccdo e sdo poucos os relatos

descrevendo essa via de transmissao.

MARANGI et al. (2015) utilizaram a técnica multiplex e High Resolution Melting (HRM)
para deteccdo de (oo)cistos de Crysptosporidium, Giardia e Toxoplasma gondii em 119
amostras derivadas de quatro ETE’s com diferentes tratamentos. Analisaram também 113
amostras de mexilhdes provenientes da Turquia e Italia. O gene alvo selecionado foi o B1.
Embora todas as amostras de esgoto tenham dado negativo, sete amostras de mexilh&o foram
positivas. A técnica multiplex e HRM pode ser empregada na investigacao epidemioldgica, no
monitoramento e rastreamento de doencas causadas por alimentos e agua. Mostrou-se também

uma técnica mais acessivel quando comparada com outras metodologias moleculares.
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Em Hamburgo, Alemanha, AJONINA et al. (2018), verificaram a ocorréncia de Entamoeba
histolytica e Toxoplasma gondii em 16 amostras de esgoto bruto e nove de esgoto tratado.
Para deteccdo de T. gondii foi utilizado o nested-PCR, tendo o gene B1 como alvo. Os
resultados foram negativos para todas as amostras. Os autores discutem que por ter como
hospedeiro definitivo os felinos, humanos e outros animais néo liberam oocistos. Consideram

ainda que quando a caixa de areia é limpa, os dejetos sdo descartados no lixo e ndo no esgoto.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo avaliar uma técnica de deteccdo e quantificacdo de
oocisto de Toxoplasma gondii em amostras de gua de reuso, da regido metropolitana de Sdo
Paulo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Auvaliar técnica de concentracdo e recuperacdo de oocistos em agua de reuso;

A\

Avaliar técnica enzimatica de extracdo de DNA em amostras de dgua de reuso;

» Aplicar técnica de choque térmico para extracdo de DNA em amostras de &gua de
reuso;

» Padronizar técnica molecular de quantificacdo de Toxoplasma gondii em amostras de

agua de reuso utilizando metodo de qPCR.
4. METODO

4.1. LOCAL DA AMOSTRAGEM

As coletas foram realizadas em duas Estagoes de Tratamento de Esgoto (ETE’s A e B), na

regido metropolitana de Séo Paulo, que produzem agua de reuso.

A ETE A, produz 45 L/s de agua de reuso e o processo de producao esta descrito na figura 9.
O tratamento desta ETE consiste em processo de lodos ativados e de RAFA (Reator
Anaerdbio de Fluxo Ascendente). Os esgotos tratados por ambos 0s processos sdo submetidos
a desinfeccdo por cloro e transferidos para uma caixa de mistura de efluentes. Essa mistura
passa por dois processos de filtracdo — granular e por cartuchos. Em seguida, a agua ja tratada
e desinfectada é entdo armazenada em reservatorio para utilizagdo. O ponto de coleta para a

analise de quantificacdo de oocistos de T. gondii ocorreu na saida do reservatorio.
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Figura 9: Processo de tratamento de esgotos e producdo de agua de reuso da ETE A e ponto de coleta.

Recirculagao
Zona anoxica

Tanque de
_b Dec_an!a_dor Decanta'd_or desinfecgdo
primario aeracio secundario sistema lodo
ativado
Retorno lodo
Coleta 30 L
;Lodo Lodo I
R Caixa de g
Grade Caixa de Caixa de v mistura b
—> . . U Interceptor >
Afluente mecanizada/ | areia | | distribuicdo R s ETE X de —| ReRvalqgy
1 | efluentes
| Loda i
3 | Filtro |
i - i biolégico 1 | f )
Gradeadog Areia 9 3 Tanque de Processo de tratamento
i ’ | desinfecgdo preliminar
| | sistema = <
| —»| RAFA | »| |Ta09uepre; || ' combinado Processo de tratamento
i oxidagdo | | @ _—— | T lodo ativado
v o : Lodo \ Y,
Aterro g i f )
4 ,,,,,,,,,,,,,,,,
sanitario 4 Leito secagem Lodo Procesc?md;;;egsmento
Recirculagao = <
Zona anoxica Processo de tratamento
fisico-quimico

N S




34

A ETE B produz 37 L/s de &gua de reuso. O processo de tratamento de esgotos é realizada
pelo processo de lodos ativados e o volume médio diario de esgoto tratado é de 2,5 m3/s.
Consiste de tratamento secundario e tratamento terciario com coagulagdo utilizando
policloreto de aluminio seguido de floculagcdo e sedimentacdo, filtracdo em areia-antracito e
zedlita (20pum) e desinfecgdo com hipoclorito de sodio (30 minutos, com 2 a 10 ppm de cloro
residual total). O esgoto tratado passa, entdo, por sistemas de filtros de discos — Filtro Arkal -
para a remocao de particulas em suspensdo da dgua na faixa usual entre 20 a 400 um. A &gua
ja tratada e pronta para reuso é armazenada em reservatorio. O ponto de coleta para a analise
de quantificacdo de oocistos de T.gondii foi na saida do reservatorio. O processo de sua

producido e o0 ponto de coleta estdio detalhados na  figura  10.



Figura 10: Processo de tratamento de esgotos e producdo de agua de reuso da ETE B e ponto de coleta.
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4.2. AMOSTRA E AMOSTRAGEM

As amostras foram coletadas, quinzenalmente, de maio de 2016 a setembro de 2016,

totalizando 20 amostras.
4.3. COLETA, PRESERVACAO E TRANSPORTE

As coletas foram realizadas segundo o método analitico da Environmental Protection Agency
(EPA — Método 1693/2014).

Foram coletados 30L de amostra em trés frascos de polipropileno com capacidade de 10L,
limpos e esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121° C. As amostras foram identificadas
por numero, local, data e hora da coleta.

Os frascos contendo as amostras foram transportados para o Laboratorio de Microbiologia
Ambiental e Resisténcia a Antimicrobianos (MicroRes) da Faculdade de Saude Publica/USP

sob-refrigeracdo (4° C a 8° C) e foram analisadas dentro de um periodo maximo de 24 horas.
4.4. CONCENTRACAO DE OOCISTOS DE TOXOPLASMA GONDI|
4.4.1. Método USEPA 1693/2014

Para a recuperacdo de oocistos de T. gondii foi empregado o Método 1693/EPA 2014 —
Method 1693: Cryptosporidium and Giardia in disinfected wastewater by
concentration/IMS/IFA. Assim como descrito por MOULIN et al. (2010) e MARQUES et al.
(2020), o sobrenadante resultante da separagdo imunomagnética (tanto do tubo de Leighton
quanto dos microtubos) foi utilizado para recuperacdo de oocistos de T. gondii.

A filtracéo e concentragio foram realizadas em capsulas Envirocheck®HV, em fluxo de dois
litros por minuto. Com intuito de diminuir o impacto da turbidez da amostra e melhorar a
recuperacdo de oocistos, foram adicionados 150 mL de solucdo dispersante de
hexametafosfato de sddio (NaHMP). A amostra foi submetida a agitacdo de 900 rpm por

cinco minutos. O NaHMP foi descartado e o filtro lavado com 150 mL de agua destilada.

Para etapa de eluicdo, foram adicionados 150 mL de solugdo PBSTa (Phosphate Buffered

Saline with Tween — antifoam), agitando o filtro a 900 rpm por cinco minutos. A amostra foi
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recolhida em tubo conico de 250 mL. Uma segunda eluicdo com 150 mL de PBSTa foi
realizada, submetendo o filtro a duas agitagdes de maneira que a solucdo de elui¢do entrasse
em contato com toda a superficie da membrana. A amostra foi recolhida em tubo conico de
250 mL.

Os tubos foram centrifugados a 2500 rpm por 15 minutos e o sobrenadante descartado com
pipeta, tomando cuidado para ndo comprometer o sedimento. O sedimento foi posteriormente
ressuspendido em homogeneizador e transferido para um tubo conico de 50 mL. Este foi
centrifugado a 2500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente com

pipeta. O sedimento foi homogeneizado e transferido para um tubo de Leighton.

A amostra foi submetida a separacdo imunomagnética de (oo)cistos de Cryotosporidium e

Giardia, contribuindo com a recuperacao de possiveis oocistos.

Para isso, o0 tubo de Leighton foi transferido para o0 MPC-1, com o lado plano voltado para
faixa magnética. Apds homogeneizar suavemente por dois minutos, em uma inclinacéo de 90°

0 sobrenadante foi recolhido em um tubo conico de 50 mL.

Essa etapa permite que os (oo)cistos de Cryotosporidium e Giardia, bem como inibidores

sejam removidos do sobrenadante, restando os possiveis oocistos de T. gondii.

As etapas da separacdo imunomagnética estdo representadas na figura 11.
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Figura 11: Representacdo da separacdo imunomagnética de (oo)cistos de Cryotosporidium e Giardia e
coleta do sobrenadante.
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Adaptado de: Wohlsen T e Katouli M, 2008.

Separagdo imunomagnética: 1- Adicdo dos imunobeads; 2- Captura de (oo)cistos; 3- Separacao
magnética; 4- Coleta do sobrenadante.

O sedimento foi ressuspendido com mililitro de solugdo tamp&o SL-A 1X e transferido para
um microtubo. Este foi acoplado ao MPC-M, com a faixa magnética e agitado a 180 ° por um
minuto. O sobrenadante foi recolhido com pipeta e transferido para o tubo cénico de 50 mL

gue ja continha amostra, resultando em amostras de 15 mL.

Essas amostras foram armazenadas a -20° C para deteccdo e quantificacdo de oocistos de

Toxoplasma gondii.
4.4.2. Concentragdo por membrana e raspagem

Os 15 mL obtidos do processo anterior de filtracdo foram concentrados em uma membrana de

0,45 um. A membrana foi transferida para uma placa de Petri.

Para auxiliar na remocdo da amostra, foram utilizados dois mililitros de PSBTa aquecido a
37°C. Foram efetuadas duas lavagens com um mililitro cada. O material contido na
membrana foi raspado em movimentos lineares com uma alca bacteriologica de 10 pL. Com a

ajuda de uma ponteira, a amostra foi recolhida e transferida para um tubo de dois mililitros.

A amostra foi submetida a centrifugagéo a 14.000 rpm por cinco minutos. Foram descartados

1.900 pL do sobrenadante, restando 100 pL da amostra.
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Esta foi dividida em duas aliquotas de 50 pL para a extracdo de DNA para comparacao de

duas metodologias: enzimatica e por choque térmico.
4.5. DETECCAO DE TOXOPLASMA GONDII POR gPCR

4.5.1. Extracdo de DNA

Sao propostas duas técnicas de extracdo de DNA do oocisto: kit comercial DNeasy PowerSoil

Kit® otimizado com a enzima Zymolyase® e choque térmico.
4.5.1.1. DNeasy PowerSoil Kit® otimizado com a enzima Zymolyase®

O kit comercial DNeasy PowerSoil Kit® (MoBio, atualmente Qiagen) foi utilizado segundo
recomendacdes do fabricante) e otimizado com a enzima Zymolyase® (2000 unidades —
E1005). Foi empregado uma aliquota de 50 puL da amostra a qual foram adicionados 75 pL
(375U) de enzima. Apds homogeneizar o tubo rapidamente, a amostra foi incubada 24 horas

em banho-maria a 37°C.

No dia seguinte, a amostra foi transferida para o tubo PowerBeads®, que acompanha o kit. O
tubo foi agitado no homogeneizador e 60uL da solugdo C1 foram adicionados. Durante 20
segundos o tubo foi homogeneizado por inversao. Este foi aquecido em banho-maria a 70°C

por dez minutos.

Apdbs esse periodo a amostra foi acoplada na plataforma horizontal do homogeneizador e
agitada por dez minutos na velocidade méaxima permitida para essa plataforma.

Posteriormente a amostra foi centrifugada por 30 segundos a 10.000 g (RT).

O sobrenadante (500 pL) foi transferido para um novo tubo de coleta de dois mililitros. Foram
adicionados 250 pL da solucdo C2 e, apds agitar no homogeneizador por cinco segundos, a

amostra foi incubada por 5 minutos a 4°C. A amostra foi centrifugada por um minuto a 10.000
g.

Foram transferidos cerca de 600 pL para um novo tubo de dois mililitros. Foram adicionados
200 pL da solucdo C3. Apds agitar no homogeneizador por cinco segundos a amostra foi
incubada a 4°C por 5 minutos. A amostra foi submetida a centrifugacdo por um minuto a
10.000 g.
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Cerca de 750 pL do sobrenadante foram cuidadosamente transferidos para um novo tubo de
dois mililitros. Foram adicionados 1200 pL de solucdo C4 e a amostra foi agitada no

homogeneizador por cinco segundos.

As colunas de purificacdo foram montadas e 675 pL da amostra foram adicionados a coluna,
sendo centrifugado por um minuto a 10.000 g. Apo6s descartar o filtrado do tubo o

procedimento foi repetido até que toda amostra tivesse sido purificada.

Em seguida, 500 pL de solugdo C5 foram acrescentados a coluna de purificagdo. A amostra
foi centrifugada por 30 segundos a 10.000 g. O filtrado foi descartado e a centrifugagéo

repetida para que todo etanol (C5) fosse removido.

A coluna de purificagdo foi cuidadosamente transferida para um novo tubo de dois mililitros e
100 pL de solucdo C6 foi despejada no centro da coluna. Apds centrifugar a 10.000g (RT) por

60 segundos, a coluna de purificacao foi descartada. O DNA obtido foi armazenado a -20°C.
4.5.1.2. Choque térmico

Uma aliquota de 50 pL foi submetida a seis ciclos de congelamento (-80° C) e aquecimento
(90 °C) de cinco minutos cada. Apds a etapa de choque térmico, a amostra foi transferida para
um tubo PowerBeads®. O tubo foi agitado no homogeneizador e 60uL da solugdo C1 foram
adicionados, sendo homogeneizado durante 20 segundos por inversdo. Este foi aquecido em

banho-maria a 70°C por dez minutos.

Em seguida, a amostra foi acoplada na plataforma horizontal do homogeneizador e agitada
por dez minutos na velocidade méaxima permitida para essa plataforma. Posteriormente a

amostra foi centrifugada por 30 segundos a 10.000g (RT).

O sobrenadante (500 uL) foi transferido para um novo microtubo de dois mililitros. Foram
adicionados 250 pL da solucdo C2 e, apds agitar no homogeneizador por cinco segundos, a

amostra foi incubada por 5 minutos a 4°C. A amostra foi centrifugada por um minuto a 10.000

g.

Cerca de 600 pL do sobrenadante foi cuidadosamente transferido para um novo tubo de dois

mililitros. Foram adicionados 200 pL da solucdo C3 e ap0s agitar no homogeneizador por
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cinco segundos a amostra foi incubada a 4°C por 5 minutos. Esta foi submetida a
centrifugagdo por um minuto a 10.000 g.

Cerca de 750 pL do sobrenadante foram cuidadosamente transferidos para um novo tubo de
dois mililitros. Foram adicionados 1200 pL de solucdo C4 e a amostra foi homogeneizada por

cinco segundos.

Com as colunas de purificacdo montadas, 675 pL da amostra foram adicionados a coluna,
sendo centrifugado por um minuto a 10.000 g. Apos descartar o filtrado do tubo o
procedimento foi repetido até que toda amostra tivesse sido purificada.

Em seguida, 500 pL de solugdo C5 foram acrescentados a coluna de purificacdo. A amostra
foi centrifugada por 30 segundos a 10.000 g. O filtrado foi descartado e a centrifugagéo

repetida para que todo etanol (C5) fosse removido.

A coluna de purificagdo foi cuidadosamente transferida para um novo tubo de dois mililitros e
100 pL de solugdo C6 foi despejada no centro da coluna. Apos centrifugacdo a 10.000g (RT)
por 60 segundos, a coluna de purificacdo foi descartada. O DNA obtido foi armazenado a -
20°C.

4.5.2. Ensaio de PCR em Tempo Real (qPCR)

Para quantificacdo de oocistos de T. gondii por qPCR, foi selecionada uma sequéncia alvo
descrita por Kompalic-Cristo et al. (2007). Essa sequéncia consiste em um fragmento de 65
pares de base do gene B1, repetido em 35 copias do genoma do parasito. No quadro 1 estdo

descritos os iniciadores e respectivas sondas utilizadas.
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Quadro 1: Iniciadores e sonda (QPCR)

Iniciadores e sonda Sequéncia Localizacéo no gene

pb

GENE_B1_TG-TX2-F

5'CTAGTATCGTGCGGCAATGTG 3 531-551

GENE_B1_TG-TX2-R
5GGCAGCGTCTCTTCCTCTTTT 3" 571-592

GENE_B1_TG-TX2M1
5 '(6-FAM) -CCACCTCGCCTCTTGG- (QNQ-MGB) 3' 552-567

Fonte; KOMPALIC-CRISTO et al., 2007

4.5.3. Curva Padrao

Para quantificacdo de oocistos de T. gondii, foi feita uma curva padrdo utilizando um
fragmento de 466 pb, sintetizado pela Integrated DNA Technologies (IDT, Lowa EUA) sob a
forma de gBlocks Gene Fragments®, denominado B1 Partial (GALVANI et al., 2019).

O fragmento foi selecionado apds ser realizado um alinhamento tipo BLASTnN
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) da sequéncia do produto
de PCR de 62 pb gerado pelos iniciadores GENE_B1 TG-TX2-F e GENE_B1 TG-TX2-R
(KOMPALIC-CRISTO et al., 2007). A sequéncia de 466pb foi selecionada dentre os hits

testados pois resultou em 100% de identidade com a sequéncia do produto da PCR esperado.

A sequéncia de 466 pb comercializada liofilizada, foi ressuspendida em tampdo TE até

concentragdo de 5ng/pL.

4.5.4. CondigOes de Amplificacdo da qPCR

Para amplificagcdo do fragmento-alvo, reacbes de 20 pL foram utilizadas, sendo: 7,3 pL de
agua ultrapura MilliQ®; 10 pL de TagMan®Environmental Master Mix 2.0 (Applied
Biosystem®); 0,7 pL de solucéo iniciadores/sonda (Applied Biosystem®) (0,2 uM de cada
iniciador e 0,3 UM de sonda TagMan-MGB) e 2,0 uL de DNA extraido da amostra. As


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
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amostras foram amplificadas em triplicata. As condic¢des da amplificacdo do fragmento pela
gPCR estéo descritas no quadro a seguir.

Quadro 2 - CondicBes de amplificacdo do DNA de Toxoplasma gondii pela qPCR

Parametros de Ciclagem Tempo
Pré PCR 50°C por 2 minutos
Desnaturacdo inicial para ativacdo da enzima AmpliTagGold® 95°C por 10 minutos
. Desnaturacd 0 1
40 ciclos esnaturacao i 95°C por 15 segundos
Anelamento e extensdo 60°C por 1 minuto

Fonte: KOMPALIC-CRISTO et al., 2007

Para obtencdo dos dados de amplificagdo foi utilizado o equipamento StepOnePlus™ - Real
Time PCR System (Applied Biosystem®). Controles negativos (Non Template Controls — NTC)
e positivos (oocistos de T. gondii) foram incluidos em todas as reaces, com adi¢cdo de agua
livre de DNases e RNases para o controle das reacGes. As amostras e 0s controles positivos e
negativos foram testados em triplicata em cada reacdo, sendo realizado o mesmo

procedimento para avaliar a eficiéncia da curva padréo.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante do cenéario de escassez hidrica atrelada ao estresse hidrico, a utilizacdo da agua de
reuso é imprescindivel. Entretanto, a auséncia de um protocolo padronizado para detecgdo e
quantificacdo de oocistos de Toxoplasma gondii compromete a proposta de uma legislacdo
gue contemple parametros parasitolégicos. Sendo assim, o emprego da agua de reuso pode ser

comprometido diante de possiveis danos a satde humana.

Embora ndo haja uma legislacdo federal sobre o assunto, alguns governos estaduais e
municipais, entre estes o Governo do Estado de Sdo Paulo e o municipio de Sao Paulo,
desenvolveram resolucdes e leis com o intuito de suprir essa demanda. Enquanto a lei do
municipio de Sao Paulo estabelece regras e medidas para o fomento do reuso, a resolucéo do

Estado de S&o Paulo é mais abrangente, incluindo padrées de qualidade e monitoramento.

Ainda que agdo do Estado de Sdo Paulo seja um avango para estimular o reuso de agua de
maneira segura, a resolucdo estabelece o monitoramento apenas dos protozoarios
Cryptosporidium e Giardia. Essa mesma resolucdo destaca que diante de desenvolvimento

cientifico e tecnologico, os critérios técnicos poderdo ser reformulados.
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Ao analisar o panorama mundial, é possivel verificar que a infeccdo por Toxoplasma gondii
via veiculacao hidrica tem se destacado. Entretanto, ainda ndo foi possivel implementar um
protocolo padronizado para deteccdo de oocisto de T. gondii em amostras ambientais. As
principais barreiras enfrentadas pelas equipes de pesquisadores que se dedicam ao
desenvolvimento do protocolo sdo: pouco conhecimento sobre o oocisto, a baixa concentragdo
no ambiente, sedimentos nas amostras e a semelhanca morfoldgica com outros protozoarios

dificultando a identificacdo sob microscopia.

A presente pesquisa teve por objetivo contribuir com a evolugdo de um protocolo padronizado
propondo técnicas de concentracdo, recuperacdo, deteccdo e quantificacdo de oocisto de

Toxoplasma gondii em amostras de dgua de reuso.

Ateé o ultimo levantamento bibliogréafico realizado em julho de 2020, ndo foram encontradas
pesquisas em &gua de reuso. Portanto, foram utilizados como referéncia artigos onde as
amostras eram provenientes de agua superficial, dgua tratada (ISAAC-RENTON et al., 1998;
DUMETRE e DARDE, 2003; KOURENTI et al., 2003; VILLENA et al., 2004; KOURENTI
e KARANIS, 2004; DUMETRE e DARDE, 2005; KOURENTI e KARANIS, 2006;
DUMETRE e DARDE, 2007; SOTIRIADOU e KARANIS, 2008; AUBERT, 2009;
BORCHARDT et al., 2009; YANG et al., 2009; SHAPIRO et al., 2010; JONES e DUBEY,
2010; GALLAS-LINDEMANN et al., 2013; KARANIS et al., 2013; SHAPIRO et al., 2014;
WELLS et al., 2015; HARITO et al., 2017; GALVANI et al., 2019), esgoto bruto e esgoto
tratado (MOULIN et al., 2010; GALLAS-LINDERMANN et al., 2013; MARANGI et al.,
2015; AJONINA et al., 2018). Trabalhos que descrevem as caracteristicas do oocisto foram
essenciais para a proposta da técnica de lise para extracdo do DNA (DUMETRE et al., 2012;
DUMETRE et al., 2013; BUSHKIN et al., 2012; BUSHKIN et al., 2013). O conhecimento
gerado por essas pesquisas foi essencial para o desenvolvimento de propostas de técnicas que

visam acelerar a consolidagdo de um protocolo padronizado.

O primeiro desafio enfrentado foi o volume de amostra a ser coletado, bem como a
concentragdo dessa amostra. A escolha do volume a ser coletado foi baseada na provéavel
dispersdo dos oocistos na dgua e em pesquisas que visam a recuperacdo de (oo)cistos de
Cryptosporidium sp e Giardia sp. em amostras hidricas (USEPA, 2014). Considerando que
concentracdo de um volume maior de amostra aumenta a probabilidade de recuperagédo de

oocisto, GALVANI et al. (2019) coletaram 20 L de amostra de agua superficial. Como as
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amostras analisadas nesta pesquisa eram provenientes do tratamento terciario de esgoto, foi

proposta a coleta de 30 L de agua de reuso.

Trabalhos que tém como objetivo a recuperacdo e concentracdo de oocisto de T. gondii em
amostras ambientais vém sendo desenvolvidos por diversos grupos de pesquisa (ISAAC-
RENTON et al., 1998; DUMETRE e DARDE, 2003; KOURENTI et al., 2003; VILLENA et
al., 2004; KOURENTI e KARANIS, 2004; DUMETRE e DARDE, 2005; KOURENTI e
KARANIS, 2006; DUMETRE e DARDE, 2007; SOTIRIADOU e KARANIS, 2008;
AUBERT, 2009; BORCHARDT et al., 2009; YANG et al., 2009; SHAPIRO et al., 2010;
JONES e DUBEY, 2010; GALLAS-LINDEMANN et al., 2013; KARANIS et al., 2013;
SHAPIRO et al., 2014; WELLS et al., 2015; HARITO et al., 2017; GALVANI et al., 2019).
Tendo em vista 0 sucesso da recuperacao de (oo)cisto de Cryptosporidium sp e Giardia sp em
amostras hidricas por meio de filtracdo (USEPA, 2014) esse método foi considerado para a
recuperacdo de oocistos de T. gondii a partir das amostras de agua de reuso. Até 0 momento,
ndo ha um método padronizado de recuperacao desses oocistos a partir do eluato resultante do
filtro. A recuperacdo de oocisto de T.gondii, a partir do sobrenadante resultante da separagédo
imunomagnética (IMS) de (oo)cistos de Cryptosporidium sp e Giardia sp foi proposta por
MOULIN et al. (2010). O emprego desse procedimento pode contribuir com a diminuicdo de
inibidores da amostra. MARQUES et al. (2020) utilizaram também filtracdo e recuperacéo de
oocistos no sobrenadante proveniente da etapa IMS de (o)ocistos de Cryptosporidium e
Giardia. Considerando que esse mesmo procedimento foi utilizado nesta pesquisa, esta
proposta de recuperacdo de oocisto de T. gondii pode constituir-se em uma opg¢éo para futuros
trabalhos. E importante destacar que procedimentos que visam a recuperagio de 00cisto por
IMS estdo sendo desenvolvidas. DUMETRE e DARDE (2005) propuseram 0 uso de dois
anticorpos monoclonais (mAbs 3G4 e 4B6), testando captura direta e indireta. Apo6s
verificarem, por imunofluorescéncia, que o anticorpo mAb 3G4 reagiu com a parede externa
tanto do oocisto esporulado e ndo-esporulado, este foi selecionado para a etapa de IMS. O
mAb 4B6 foi dispensado pois reagiu apenas com a parede interna do oocisto esporulado,
indicando que sO reagiu ao oocisto com lacunas na parede. O método indireto apresentou
melhor recuperacdo (69,4%) que o indireto (25,2%). Para a captura direta, beads foram
revestidos com mAb 3G4, e incubados com amostras contendo oocisto de T. gondii. Na
captura indireta o anticorpo foi incubado com o oocisto e a particulas magnéticas foram
adicionadas para recuperacdo do complexo oocisto-3G4. A hipdtese é que anticorpos livres,

na captura indireta, se associaram facilmente ao oocisto, enquanto aqueles associados aos
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beads tiveram maior dificuldade. Os pesquisadores ressaltam que essa metodologia é uma
opcéo valida para recuperacdo de oocisto em amostras de agua. No entanto, testes devem ser
realizados a fim de validar a metodologia. HARITO et al. (2017) propuseram a recuperacao e
quantificacdo de oocisto atraves da separacdo por lecitina-magnética e qPCR. Embora a
técnica tenha apresentado boa recuperacdo, ainda € um procedimento caro, ndao sendo
aplicavel para andlises de monitoramento ambiental. Embora sua especificidade ainda esteja
sendo estudada, a proteina rTgOWP1-f foi sugerida como opcdo de biomarcador para anéalise
imunofluorescente por SOUSA et al. (2020), por serem encontradas nas paredes externas de

oocisto esporulado ou néo.

O volume do sobrenadante (15 mL) obtido foi reduzido para a extracdo de DNA.
Considerando que tanto na centrifugacdo quanto na flotacdo podem ocorrer perdas de oocisto,

foi proposta a concentragdo em membrana de 0,45um.

Para qPCR foi selecionado como alvo o gene B1. Como no Brasil sdo descritos variados
gendtipos de T. gondii e 0 B1 é um gene conservado, a possibilidade de deteccdo de DNA nas
amostras ¢ ampliada. Além desse fator, estudos mostraram que esse gene apresenta boa

sensibilidades na técnica aplicada.

No decorrer da pesquisa, ficou evidente que o maior desafio enfrentado para a detecgédo de
oocisto era a extragdo de DNA. Como demonstrado por DUMETRE et al. (2012),
DUMETRE et al. (2013), BUSHKIN et al. (2012) e BUSHKIN et al. (2013), a composicio e
estrutura das camadas que formam o oocisto sdo complexas, conferindo robustez ao oocisto.
GALVANI et al. (2019) destacaram também que a extracdo € uma etapa essencial para
deteccdo de oocisto em amostras hidricas, uma vez que somente a utilizacdo do kit comercial
DNeasy PowerSoil Kit® ndo se mostrou eficiente. Diante desse desafio e considerando a
composi¢do das camadas do oocisto de T. gondii, a presente pesquisa propés dois protocolos
de extracdo. O DNA extraido foi detectado e quantificado com a técnica de g°PCR. Um dos
métodos selecionado foi a técnica de choque-térmico (FAYER et al., 2002; FAYER et al.,
2003; VILLENA et al., 2004; MILLER et al., 2005a; MILLER et al., 2005b;
GIANGASPERO et al., 2005; MOLINI et al., 2007; ADELL et al., 2014; GIANGASPERO
et al.,, 2014; WELLS et al., 2015; STAGGES et al., 2015; BIGO-CLIVOT et al., 2016)
associado ao kit comercial DNeasy PowerSoil Kit®. Para extracdo enzimatica, a Zymolyase®

foi selecionada considerando a composi¢édo da parede interna, rica em B-glucano, associada ao
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DNeasy PowerSoil Kit®. Para a técnica de choque-térmico foram avaliadas 20 amostras. Para
o0 protocolo com enzima, foram analisadas 16 amostras, devido a disponibilidade da enzima.

O DNA purificado de ambas as técnicas ndo foi quantificado por fluorimetria pois, em testes
realizados previamente, foi verificado que eram necessérios volumes elevados para obter

resultado. Assim, optou-se pela preservacdo da amostra para a realiza¢do do gPCR.

Para construcdo da curva-padrdo do qPCR, seria utilizada uma suspensdo de oocisto,
submetida aos mesmos procedimentos de extracdo por choque-térmico e enzimatico.
Entretanto, a obtencdo e padronizacdo da suspensdo de oocisto mostrou-se dificil e trabalhosa,
além do perigo de exposicdo da equipe envolvida na pesquisa. SOKOL et al., (2020),
destacam as dificuldades logisticas, custos e perigos de produzir e trabalhar com oocisto.
Devido aos riscos inerentes a essa atividade, a instituicdo e equipe que desempenham essa
atividade devem estar comprometidas com a biosseguranca, salde ocupacional, desenvolver
o0s testes baseados em protocolos rigorosos, supervisdo e documentacdo de todas as etapas,
incluindo a seguranca ambiental e bem-estar animal. Atrelada as dificuldades de obtencdo de
oocisto, 0s métodos usuais para 0 desenvolvimento da curva-padrdo sdo demorados,
dispendiosos, necessitam de habilidades especificas e pode ocorrer contaminacdo do
laboratdrio (podendo acarretar mais despesas). Portanto, o uso de DNA sintético (g-Block) é
uma opcao segura, acessivel, que fornece sensibilidade e confiabilidade. Outra vantagem é a
exatiddo do nimero de coOpias obtidas nas diluicbes (CONTE et al., 2018). Tendo em vista
esses desafios, GALVANI et al. (2019), utilizaram o DNA sintético para a construgdo da
curva-padrdo na deteccdo de oocisto de T. gondii em amostras de agua superficial. O DNA
sintético vem sendo empregado em pesquisas realizadas com virus e tem sido considerado
uma ferramenta 0til para lidar com as limitacbes do modelo biolégico (TOURINHO et al.,
2015; LIMA et al., 2017; BANDEIRA et al., 2020). Tendo em vista os beneficios do emprego
do DNA sintético, é importante que sejam realizados estudos para validacdo do mesmo para

pesquisas com protozoarios.

Nesta pesquisa, para o desenvolvimento da curva-padréo, foi realizada uma diluigéo seriada
1:10, onde foram selecionados nove pontos (10’ a 10%) para amplificagdo. Apos a
amplificagéo, cinco pontos formaram uma curva-padrdo com eficiéncia 89,5%, R? = 0,997, Y
=40.794 e Slope -3,6 (figural2).
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Figura 12: Curva-padrdo desenvolvida a partir de diluicdo seriada de g-Block:
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Ao analisar a amplificacdo das amostras de agua de reuso submetidas a extracdo por choque-

térmico ndo houve deteccdo de DNA de T. gondii (figura 13).
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Figura 13: Representacdo da amplificacdo de amostras de &gua de reuso submetidas a

extragdo por choque-térmico:
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MANORE et al. (2019) compararam ciclos variados de choque-térmico para extracdo de
DNA de oocistos de Cryptosporidium parvum e Toxoplasma gondii em amostras ambientais.
Os autores demonstraram que ao submeter as amostras a diversos ciclos de congelamento
(nitrogénio liquido) e aquecimento (adgua fervente) por cinco minutos, ndo melhorou a
extracdo e deteccdo de DNA. Concluiram ainda que o aumento do nimero de ciclos pode ter

resultado em diminuicdo da sensibilidade devido a degradacédo do DNA.

Das amostras provenientes da extragdo enzimética, quatro foram positivas, sendo uma acima
do threshold de 0,021042. A tabela abaixo especifica as amostras positivas com respectivos

Ct e numero de copias:
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Tabela 2: Amostras de &gua de reuso positivas extraidas por enzima, Ct e nimero de copias:

Amostra Ct  N°de cdpias
37 36,21 10,59
54 28,90 1126,60
88 34,30 35,83
106 37,68 4.152

A figura 14 ilustra arepresentacao grafica da amplificacdo, com o threshold estabelecido.

Figura 14: Representacdo grafica da amplificacio de DNA de Toxoplasma gondii,

provenientes de extragdo enzimatica de amostras de dgua de reuso:
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O numero de copias em relacdo ao Ct das amostras positivas de DNA de T. gondii estdo

representados pelos pontos azuis na curva-padréo abaixo (figura 15).
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Figura 15: Amostras positivas representadas na curva-padréo para quantificacdo de DNA de
T. gondii em amostras de agua de reuso.
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Ao analisar os resultados obtidos, foi verificado que a extracdo de DNA com enzima foi mais
eficiente que o método de choque-térmico. Na extragdo com DNeasy PowerSoil Kit®
otimizado com Zymolyase® foi detectado DNA em quatro amostras, sendo possivel a
quantificacdo em uma delas. Considerando a composi¢do da parede interna do oocisto rica em
B-glucan, e provavel que a enzima (associada ao kit de extracdo) tenha lisado as paredes do
oocisto. Entretanto, devido a composi¢do das paredes dos esporozoitos ricas em tirosina

(FREPPEL et al., 2019), a acdo do kit de extracdo pode néo ter sido suficiente para rompé-las.

A pesquisa desenvolvida visou contribuir com a proposta de um protocolo para detecgéo e
quantificacdo de oocisto de Toxoplasma gondii em amostra de agua de reuso. Ao progredir
pelas etapas, da coleta até a quantificacdo, foi possivel verificar que cada uma delas possui
desafios inerentes as amostras ambientais, bem como a necessidade de compreensdo da

morfologia, comportamento e evolugdo do oocisto.
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Embora a parte técnica seja uma ferramenta imprescindivel para alcancar o objetivo de
consolidar um protocolo, deve-se destacar que a perspectiva da satde publica é fundamental
para a prevencdo da disseminacdo de oocisto de T. gondii, especialmente em amostras

ambientais.

Como verificado pelo levantamento bibliografico, a veiculacdo hidrica tem se mostrado
relevante e de impacto significativo uma vez que infeccOes causadas por oocisto levam a
respostas imunologicas mais severas (DUBEY, 2009), além da longa persisténcia e resisténcia

desses no ambiente.

Entretanto, o cenario de escassez e estresse hidrico demandam agfes importantes que
preservem a agua para uso nobre. O desenvolvimento sustentavel da &gua como proposto na
ODS 6, o guia de reuso da agua desenvolvido pela ONU e o0 empenho de véarios paises para
empregar a dgua de reuso de modo adequado demonstram o comprometimento da sociedade

com a salde humana e ambiental.
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6. CONCLUSAO

As conclusdes provenientes da proposta de um protocolo para concentracdo, recuperagéo e
quantificacdo de oocisto de Toxoplasma gondii em &gua de reuso foram:

o Este estudo € pioneiro na pesquisa de oocisto de T. gondii em &gua de reuso;

o Embora a filtragdo seja a melhor metodologia para concentracdo de oocisto em
amostras hidricas, é preciso definir um volume apropriado para agua de reuso;

o A recuperacdo de oocisto no sobrenadante proveniente da separacdo imunomagnética
pode ser considerada uma opcdao satisfatoria;

o A extracdo de DNA € o maior desafio para deteccdo e quantificacdo de oocisto;

o A extracdo enzimatica foi mais eficiente quando comparada ao choque térmico;

o A quantificacdo de DNA de T.gondii em agua de reuso pelo g°PCR mostrou-se um
método sensivel, especifico e rapido;

o O uso do g-Block pode ser uma alternativa segura e acessivel para o ensaio do qPCR;

o Os dados gerados nesta pesquisa podem contribuir com futuras analises em &gua de
reuso;

o O avanco do conhecimento cientifico relacionado ao oocisto de T. gondii, em &gua de
reuso, fornece subsidios para os primeiros esbogos de uma legislacdo visando a
protecdo da salde humana e ambiental.
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Orientador: Maria Tereza Pepe Razzolini.
Bolsista dola): Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES, Brasil.
Palavras-chave: Toxoplasma.
Grande area: Ci€ncias Biologicas
Grande Area: Ciéndias da Satide | Area: Saiide Coletiva / Subdrea: Satide Publica.
Grande Area: Ciéndias Bioldgicas [ Area: Parasitologia | Subdrea: Protozoologia de Parasitos /
Especialidade: Protozoologia Parasitaria Humana.
2010 - 2012 Mestrado em Salde Ambiental.
Faculdade de Salde Publica - USP, FSP, Brasil.
Titulo: Deteccdo e quantificacdo de ovos vidveis de Ascaris sp & ovos de outros helmintos em
lodo de esgoto,Ano de Obtengdo: 2012,

Orientador: Maria Tereza Pepe Razzolini.
Bolsista do(a): Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES, Brasil.
Palavras-chave: Lodo; Agricultura; Ascaris sp.
Grande area: Ciéncias Biologicas
Setores de atividade: Agua, esgoto, atividades de gesto de residuos e descontaminacio.
2007 - 2008 Especializacdo em Salde Ambiental. (Carga Horaria: 530h).
Faculdade de Saide Publica - USP, FSP, Brasil.
Titulo: Impeortancia da microbiclogia aguatica na qualidade da agua para consumo humano..
Orientador: Dr.Alejandro Jorge Dorado/ Dra. Solange Martone Rocha.
1998 - 2005 Graduacdo em Biologia.
Universidade Presbiteriana Mackenzie, MACKENZIE, Brasil.
Titulo: Prevaléncia de Enteroparasitos em criangas da Escola Estadual Professora Marina
Cintra (Ensino Fundamental - Ciclo I), situada no centro de S3o Paulo..
Orientador: Professora Doutora Ligia Beatriz Lopes Persoli.
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Maria Tereza Pepe Razzolini

Endereco para acessar este CV: hitp:/ /lettes. onpq.br/ 8467 049835493563
ID Lattes: 8467049839493963
Ukima atuakacio do curicub em 07/08/2020

Possui graduacdo em Biologia pela Universidade Presbiteriana Mackenzie (1986), mestrado em Saneamento
Ambiental pela Universidade Presbiteriana Mackenzie (1998) e doutorado em Salde Publica pela Universidade de
S3o Paulo {2003). Atualmente € professora associada do Departamento de Saide Ambiental da Faculdade de Saade
Publica da Universidade de S3o Paulo. Atuando na drea de Microbiologia Ambiental, especialmente na avaliacao da
qualidade microbicldgica de aguas e avaliagdo quantitativa de risco microbioldgico. (Texte informado pelo autor)

Identificacao

Nome

Nome em citagoes bibliograficas
Lattes iD

Orcid iD

Endereco
Endereco Profissional

Maria Tereza Pepe Razzolini

RAZZOLINI, M. T. P.;Maria Tereza Pepe Razzolini;RAZZOLINI, MARIA TEREZA PEPE
http://lattes.cnpq.br/846 7049839453963

? https:/ forcid.ong/0000-0003-3308-9550

Faculdade de Saide Publica da Universidade de Sdo Paule.

Avenida Dr Amaldo 715 1o andar Departamento de Satde Ambiental
Cerqueira César

01246-904 - Sao Paulo, SP - Brasil

Telefone: (11) 30617712

Ramal: 210

Fax: (11) 30617732

URL da Homepage: http://www.fsp.usp.br

Formacao académica/titulagao

2000 - 2003

1995 - 1998

1990 - 1991

1983 - 1986

Doutorade em Saide Publica (Conceito CAPES 6).

Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil.

Titulo: Avaliacao sanitaria de aguas residuarias provenientes de lagoas de estabilizacdo para
irrigacao de culturas agricolas no Estado de Sao Paulo., Ano de obtengdo: 2003,

Orientador: Wanda Maria Risso Gunther.

Bolsista do(a): Fundagdo de Ampare a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo, FAPESP, Brasil.
Palawras-chave: Irrigacao agricola; Escherichia coli; reuso de esgoto; colifagos; helmintos;
Salmanella.

Grande drea: Ciéncias Bioldgicas

Mestrado em Saneamento Ambiental.

Universidade Presbiteriana Mackenzie, MACKENZIE, Brasil.

Titulo: Ocomrencia de Asromonas e suas toxinas em aguas de consumo humano provenientes
de caixas d'agua e bebedoures. Ano de Obtencdo: 1998,

Orientador: Petra Sanchez Sanchez.

Bolsista do(a): Fundacio de Amparo & Pesquisa do Estado de S8o Paulo, FAPESP, Brasil.
Palawras-chave: Aeromonas; Agua de consumo; Toxinas; Caixa de agua; Bebedouros.
Grande area: Ciéncias Biologicas

Especializagdo em Tecnicos Del Agua.

Universidad Politecnica de Catalufia, UPC, Espanha.

Titulo: Microbiologia de filtros percoladores de industrlas de papel e celulose.

Orientador: Francisco Gutierrez Lucena.

Graduagdo em Biologia.

Universidade Presbiteriana Mackenzie, MACKENZIE, Brasil.

65



