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Resumo

Introducdo: Toxoplasma gondii, causador da toxoplasmose, € um protozoario
intracelular que apresenta véarias vias de transmissdo, dentre elas a
transfusional. Objetivo: Investigar por métodos sorolégicos e moleculares, a
infeccdo por T. gondii em doadores de sangue para avaliar o risco de
transmisséo via transfusional. Casuistica e métodos: Foram selecionados 750
individuos aptos a doacdo de sangue. Estes individuos foram submetidos a
uma entrevista sobre seus hébitos de vida e a uma coleta de sangue periférico.
Com o ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi investigada a presenca de
anticorpos anti-T. gondii das classes IgM e IgG, e por Nested PCR e qPCR a
parasitemia. As amostras positivas nos métodos moleculares foram submetidas
a genotipagem pelo método Multilocus Nested PCR RFLP. Os doadores com
resultados moleculares positivos e sorologias nao reagentes foram
reconvocados para investigar a soroconversao por ELISA e imunofluorescéncia
indireta (IFI). Além destes, os receptores dos hemocomponentes com suspeita
molecular de parasitemia foram rastreados. Destes, foram separadas aliquotas
de sangue periférico, antes da transfusdo e apos a transfusédo (x20 dias), as
quais também foram analisadas pelos métodos soroldgicos (ELISA e IFI) e
moleculares (Nested PCR, qPCR e Mulitplex Nested PCR RFLP). Resultados:
Trezentos e cinquenta e sete (47,6%) doadores apresentaram resultado
reagente e 393 (52,4%) apresentaram resultado ndo reagente para a pesquisa
de anticorpos anti-T. gondii da classe IgG. Vinte e sete (3,6%) apresentaram

resultado reagente para IgM e 723 (96,4%) ndo reagente. As variaveis
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associadas a infeccdo por T. gondii foram: média de idade avancada (P <
0,0001), consumo de leite cru (P = 0,001), consumo de carne crua e mal
passada de bovino e suino (P = 0,003), residir na zona rural (P = 0,004),
presenca frequente de vetores mecanicos na residéncia (barata, rato e mosca
P =0,02; ratos, P = 0,03), menor grau de escolaridade (1° grau incompleto, P <
0,0001 e 1° grau completo, P = 0,002) e a baixa renda familiar (P = 0,002).
Nenhuma amostra foi positiva pela gPCR, mas 40 (11%) apresentaram
resultado positivo pela Nested PCR e sorologia reagente. Entretanto, estas
amostras ao serem submetidas a genotipagem, nao apresentaram
amplificacbes. Os quatro casos rastreados também ndo apresentaram
resultados positivos nas andlises moleculares e nenhum doador reconvocado
apresentou soroconversdo. Conclusdo: Concluimos que a populacdo de
doadores de sangue estudada estd exposta a varios fatores de riscos
associados a infeccdo por T. gondii e, € provavel que a elevada frequéncia de
anticorpos anti-T. gondii da classe IgG encontrada neste trabalho esteja
relacionada a esta exposicdo. Os resultados demonstram que ndo ha
evidéncias moleculares de parasitemia nos doadores estudados, portanto o
risco de transmissao desta infeccao via transfusional € baixo ou nulo para esta
regido. Além disto, o insucesso da genotipagem e a nao ocorréncia de
soroconversao dos doadores reanalisados sugerem que a positividade,
encontrada em algumas amostras analisadas por Nested PCR, tratavam-se de
resultados falso-positivos.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Toxoplasmose, Técnicas de Diagndstico

Moleculares, Sorologia.
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Abstract

Introduction: Toxoplasma gondii, which causes toxoplasmosis, is an
intracellular protozoan that has several transmission routes, among them the
transfusion. Objective: To investigate by serological and molecular methods
the T. gondii infection in blood donors to assess the risk of transmission via
transfusion. Methods: We selected 750 individuals able to donate blood. These
individuals were submitted to an interview about their lifestyle habits and a
collection of peripheral blood. The immunosorbent assay (ELISA) was used to
investigate the presence of anti-T. gondii IgM and IgG classes, and the Nested
PCR and qQPCR, the parasitaemia. Positive samples in the molecular methods
were submitted for genotyping by the Multilocus Nested PCR RFLP method.
Donors with positive molecular result and no positive serology were recalled to
investigate seroconversion by ELISA and Indirect Immunofluorescence (lIF). In
addition, recipients of blood components with molecular suspected parasitemia
were screened. Of these, aliquots were separated from peripheral blood prior to
transfusion and after transfusion (£ 20 days), which were also analyzed by
serological methods (ELISA and IIF) and molecular (PCR, gPCR Mulitplex
nested PCR and RFLP). Results: Three hundred and fifty-seven (47.6%)
donors had positive result and 393 (52.4%) showed no positive result for the
presence of anti-T. gondii IgG class. Twenty-seven (3,6%) showed positive
result for IgM and 723 (96.4%) non-reactive. The variables associated with
infection by T. gondii were: advanced age (P < 0.0001), consumption of raw
milk (P = 0.001), consumption of raw and underare beef and pork meat (P =

0.003), to reside in the countryside (P = 0.004), frequent presence of
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mechanical vectors in the residence (cockroach, mouse and fly P = 0.02; mice,
P = 0.03), lower education (1st grade incomplete, P <0.0001 and 1%t grade
complete, P = 0.002) and low family income (P = 0.002). No sample was
positive by gPCR, but 40 (11%) were positive by Nested PCR and positive
serology. However, these samples did not show amplification when undergoing
to genotyping. The four cases screened did not show positive results to
molecular analysis and no recalled donor presented seroconversion.
Conclusion: We concluded that the studied population of blood donors is
exposed to various risk factors associated with infection by T. gondii, and it is
likely that the high frequency of anti-T. gondii IgG class found in this study is
related to this exposure. The results show that there is no molecular evidence of
parasitaemia in the studied donors, thus the risk of transmission of this infection
via blood transfusion is low or zero in this region. In addition, the failure of
genotyping and the non-occurrence of seroconversion of reanalyzed donors
suggest that the positivity found in some samples analyzed by Nested PCR,

were related to false-positive results.

Keywords: Toxoplasma gondii, Toxoplasmosis, Technical Molecular

Diagnostics, Serology.






1. Intreducic



1.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii (T. gondii), causador da toxoplasmose, foi
descrito, pela primeira vez, em 1908 por Splendore no Brasil e pelos
pesquisadores Nicolle e Manceaux no Norte da Africa.(:? Trata-se de um
protozoario, intracelular obrigatério que possui estagios evolutivos em forma de
arco, a qual foi responsavel pela atribuicdo do nome Toxoplasma.®

T. gondii € um parasito oportunista que pertence ao filo
Apicomplexa.® E um organismo eucarionte composto pelas seguintes
estruturas: condide, micronemas, roptrias, acidocalcisome, membrana interna,
aparelho de Golgi, vacuolos, ndcleo, mitocéndria, complexo basal, reticulo

endoplasmatico, granulos densos, apicoplasma e endossomo,® como ilustrado

na figura 1.
Condide
Micronema
Roptria
Acidocalcisome ~ g © ‘
Vacuolo —{. {~——|~—— Endossomo
Golgi —& = @’m— Apicoplasma
[ -
; ‘ bt ® | Granulos
Membrana interna —\ @ ‘
Nucleo :
Reticulo
Mitocondria

Complexo basal

Figura 1. Estrutura do T. gondii Adaptado de Blader e colaboradores (2015). 4



Este protozoario apresenta 0s estagios evolutivos oocisto
esporulado, taquizoito e cisto de bradizoito como formas infectantes para o

homem (Figura 2).®

A B NPT

Figura 2. Estagios evolutivos do T. gondii. A letra A corresponde ao estagio de
oocisto; a letra B ao estagio de taquizoito; a letra C ao estagio de cisto de
bradizoito. Adaptado de Robert-Gangneux e Dardé (2012).©)

Os oocistos apresentam morfologia elipsoides, possuem
aproximadamente 13 micrbmetro (um) de didametro e sdo formados por duas
camadas incolores. No seu interior contém dois esporocistos com quatro
esporozoitos e sdo encontrados no meio ambiente (Figura 2A).® O taquizoito é
0 estagio evolutivo que apresenta rapida multiplicacdo. Exibi morfologia em
arco, sendo a regido anterior pontiaguda e a regido posterior arredondada.
Mede em torno de 6 um de diametros e sdo encontrados temporariamente
livres em liquidos corpdreos (Figura 2B).6") Os bradizoitos sdo encontrados
dentro de cistos teciduais. Apresentam reproducgéo lenta por endodiogenia e
difere ligeiramente dos taquizoitos. Dentre as diferencas encontradas estédo: a
posi¢cdo nuclear na regido posterior e a resisténcia as agdes proteoliticas das
enzimas (Figura 2C).©)

O ciclo do T.gondii € do tipo heteroxeno, tendo os felinos como

hospedeiro definitivo e varios mamiferos e aves como hospedeiro intermediario



(Figura 3).68) O hospedeiro definitivo é infectado, principalmente, por ingestio
de cisto de bradizoitos, os quais podem ser encontrados em tecidos de
hospedeiros intermediarios. Apés a contaminacdo, os parasitos invadem os
enterocitos e se multiplicam, assexuadamente, para formacdo de merozoitos,
os quais sofrem diferenciacfes para os gametas masculinos e femininos. Estes
sao responsaveis pela reproducdo sexuada. Apés a fecundacdo dos gametas,
ocorre a formacdo dos oocistos ndo esporulados, os quais sdo liberados
juntamente com as fezes do animal. No meio ambiente, em condicGes
favoraveis, os oocistos sofrem esporulacdo com formacéo de dois esporocistos
com quatro esporozoitos cada.®

Os hospedeiros intermediarios séo infectados ao ingerirem estes
oocistos esporulados. Os esporozoitos sdo liberados dos oocistos e o0s
mesmos penetram nas células do epitélio intestinal, onde sofrem diferenciacao
em taquizoitos. Estes, replicam-se rapidamente por endodiogenia, rompem a
célula hospedeira e disseminam pelos sistemas do hospedeiro infectado. Com
o desenvolvimento das respostas imunoldgicas, os taquizoitos diferenciam-se
em bradizoitos dentro de cistos teciduais e podem permanecer viaveis por
longos periodos sem causar danos aparentes ao hospedeiro infectado.®)

O ser humano pode ser infectado pelas vias vertical ou pos natal. A
transmissao pela via vertical ocorre, principalmente, quando a mae adquiri a
primo-infeccdo durante o periodo gestacional, ou quando passa por periodos
de reagudizacdo.9 A transmisséo via pos natal ocorre, geralmente, por meio
da ingestédo de alimentos ou agua contaminada com os oocistos esporulados,

ou pelo consumo de carne crua ou mal passada de animais com cistos de



bradizoitos.® Além destas possibilidades, ha a transmisséo via transplante de

6rgéos soélidos*? e por transfusdo de hemocomponentes.®1.12)

Hospedeiro definitivo s Meio ambiente

!

/d-
"\ n\

e
O
no

: " FS
A i j— \ Hospedeiro intermediério
Fase crénica

Figura 3. Ciclo bioldgico do T. gondii adaptado de Ferguson (2009).®

1.2 Infeccéo por T. gondii e Toxoplasmose humana

A infeccdo por T. gondii € mundialmente disseminada e a
soroprevaléncia varia entre os paises e dentro do mesmo pais.® Estima-se
que a prevaléncia de infeccdo por T. gondii no Brasil seja elevada, chegando
atingir 50% de criancas do ensino fundamental, e entre 50 a 80% das mulheres
com idade fértil.13) Com relacdo a populacdo de doadores de sangue, Vaz e

colaboradores (2008)@ encontraram 60% de resultados reagente para




anticorpos anti-T. gondii da classe IgG no Parana, e Coélho e colaboradores
(2003)% encontraram 75% para os doadores do Recife.

Por se tratar de um parasito oportunista, capaz de infectar varios
tipos celulares, as manifestacdes clinicas da toxoplasmose sao diversas,
dependem do local afetado e do estado imunolégico do hospedeiro.9 Os
primeiros casos da toxoplasmose humana foram descritos por Jank( (1923) e
Torres (1927). Tais pesquisadores relataram casos em criangas com
complicacdes neurolégicas.® No inicio da década de 40, foram relatados os
primeiros casos de toxoplasmose em adultos sem alteracées neuroldgicas. Em
1940, Pinkerton e Weinman relataram o encontro de Toxoplasma em biopsias
de um jovem de 22 anos e em 1941, Pinkerton e Henderson conseguiram isolar
de dois adultos com pneumonia atipica o T. gondii nos tecidos.(1®)

A infec¢cdo em imunocompetentes, normalmente, € assintomatica na
maioria dos casos e raramente necessita de tratamento.(9 As manifestacdes
mais frequentes sdo inespecificas como linfadenopatia cervical, febre, fadiga,
dores musculares, dor de garganta e dor de cabeca.” Complicagdes como
miocardite, pneumonia, hepatite e encefalite podem surgir, mas nao é
comum. 0

Nos individuos imunocomprometidos a doenca pode ser grave e
levar o individuo ao 6bito. Estima-se que 10% dos pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) nos Estados Unidos e 30% na Europa
morrem de toxoplasmose.” De acordo com os estudos de Passos e
colaboradores,® a taxa de mortalidade por toxoplasmose nos anos de 1988 e

1991 foi de 25,4% nos pacientes com SIDA do Estado de S&o Paulo.



Além destes, as gestantes também constituem um grupo importante
devido ao risco da transmissdao vertical. Os fetos podem apresentar
complicagcbes como hidrocefalia, microcefalia, calcificagcdo intracraniana,

retinocoroidite, retardo mental, entre outros.®
1.3 Diagnostico da infeccéo por T. gondii

O diagnéstico da infeccdo por T. gondii pode ser realizado por
métodos indiretos e diretos. Os métodos indiretos, 0os quais baseiam-se na
deteccdo de anticorpos especificos, sdo rotineiramente utilizados.(®1920 QO
emprego destes meétodos permitem determinar o processo infeccioso e
inferirem nas fases da doenca (aguda e cronica) por meio da deteccdo das
diferentes classes de anticorpos. Usualmente, utiliza-se a imunoglobulina da
classe IgM como marcador de infeccdo recente/aguda e IgG para infeccao
cronica.®2) Em casos duvidosos, a verificagdo da soroconversdo ou a
presenca de elevada concentracdo de anticorpos da classe IgG também séo
estratégias utilizadas para identificar a fase aguda da infecgédo. %

Embora existam varias vantagens dos métodos indiretos, alguns
fatores como a sensibilidade, a permanéncia da IgM por longos periodos na
circulacdo e o estado imunolégico do hospedeiro, podem influenciar nos
resultados destas andlises.®1320-29) Diante destas dificuldades, os métodos
diretos, cujos quais baseiam-se na identificacdo do parasito ou de seu material
genético, vem sendo utilizados para determinarem, com mais precisdo e

rapidez, os estagios recentes da infecgdo.?526)



Os meétodos moleculares sdo amplamente empregados para
ajudarem a detectar fase recente de infeccdo.?”?8) Ha relatos que estes
métodos sdo capazes de detectar o T. gondii em sangue periférico antes da
circulagdo dos anticorpos, 252239 o que demonstra a sua elevada sensibilidade

guando comparada aos métodos soroldgicos.

1.4 Transfusao de sangue

O processo de transferéncia de hemocomponentes de um individuo
(doador) para outro individuo (receptor) é denominado transfusdo de
sangue.®D Este processo é empregado na rotina médica para corrigir diversas
situacbes, tais como o tratamento da anemia ferropriva, da anemia
megaloblastica, da anemia hemolitica, da anemia auto-imune, etc.?

Embora haja uma ampla aplicabilidade, a transfusdo sanguinea
apresenta riscos de transmissdo de doencas infecciosas (bacteriana, viral e
parasitaria).®® Para evitar riscos de contaminacdo dos receptores de
hemocomponentes por microrganismos patogénicos, algumas estratégias sao
utilizadas durante o processo de selecdo do doador. Tais estratégias incluem a
selecéo clinica e epidemiolégica do doador; a triagem soroldgica;®¥ o uso de
filtros de leucdcitos e a autotransfuséo.

Além destas, as agéncias transfusionais brasileiras seguem normas
estipuladas pela Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC); da ANVISA, N°
1.353 de 20119 para selecionarem doadores sanguineos. Nesta Resolucéo,
todos os doadores potenciais de sangue passam por uma selecao inicial, na

qual é realizada uma entrevista sobre os habitos cotidianos. Ndo devem



apresentar nenhuma enfermidade infecciosa aguda e nenhum antecedente de
doenca infecciosa transmissiveis pelo sangue.

Apoés a triagem inicial, € obrigatoria a utilizacdo de métodos altamente
sensiveis, determinados pela ANVISA para a realizacdo de exames
laboratoriais nos testes de hepatite B e C, HIV | e I, Doenca de Chagas, Sifilis,
HTLV-l e Il. A triagem sorolégica para malaria é obrigatéria para regides
endémicas e a triagem para citomegalovirus somente para individuos
submetidos a transplante de o6rgdos e recém-nascidos.®® Embora estas
triagens sejam realizadas, existem relatos de transmissdo de patdgenos apos
transfusGes sanguineas.®”) Entre 1985 a 1997 foram registrados 946 de casos
de infeccdes pelo HIV pés-transfusional em pacientes hemofilicos na Roménia,
13.249 nos Estados Unidos e 2.364 na Franca.®")

Estes achados podem estar relacionados a infeccbes em estagio
precoce com impossibilidade dos testes de triagem em detectar a presenca do
patégeno e/ou anticorpos.®® Para aumentar a sensibilidade, a ANVISAGS)
autorizou a realizacdo de testes de amplificacdo de &cidos nucleicos para a
deteccdo dos virus HIV e HCV pelas agéncias transfusionais brasileiras.

Os métodos de amplificacdo de acidos nucleicos empregados no
diagnoéstico de doencgas infecciosa vém mostrando constante aprimoramento.
(39 Para a infeccdo bacteriana por Mycobacterium tuberculosis o método de
amplificacdo mostrou 96,9% de sensibilidade e 100% de especificidade,“? para
HCV a especificidade encontrada foi de 99% e a capacidade de deteccdo da

viremia 89 — 95%.“1)
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1.5 Transmisséo do T. gondii via transfusional

Apesar dos avancos dos meétodos laboratoriais e o0 continuo
aprimoramento dos procedimentos envolvidos na transfusdo de
hemocomponentes, sabe-se que ainda ha riscos de transmissao transfusional
de doencas infecciosas e parasitarias. Os primeiros casos de possiveis
transmissdes transfusionais do T. gondii foram descritos por Siegel e
colaboradores (1971)1Y e Nelson e coautores (1989).42 Entretanto, estes
estudos investigaram a infeccéo por este parasito utilizando métodos indiretos
destinados a deteccéo de anticorpos especificos (IgM e IgG), e ndo a presenca

do parasito.

Com os avancos dos meétodos de biologia molecular, a deteccédo e
caracterizacdo do T. gondii em liquidos corpéreos e em tecidos de humanos
sintomaticos e de animais laboratoriais vem sendo utilizados com sucesso.®*3-
45) Considerando a possibilidade de detectar e caracterizar o gendétipo do
parasito em amostras clinicas, por métodos moleculares, este trabalho

dedicou-se a investigar a infeccdo por T. gondii em doadores de sangue.
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1.6 Objetivo geral

Detectar com o uso de meétodos sorologicos a infec¢do por T. gondii,
bem como caracterizar o genotipo deste protozoario por métodos moleculares

em doadores de sangue.
1.7 Objetivos especificos

e Determinar a soroepidemiologia da infeccdo por T. gondii em doadores
de sangue da regido noroeste paulista.

e Avaliar o risco de transmissdo transfusional a partir de doadores de
sangue com evidéncia sorologica para infeccdo por T. gondii, utilizando
métodos moleculares.

e Investigar o risco de transmissdo transfusional do T. gondii utilizando
métodos moleculares em amostras de receptores de hemocomponentes

com suspeita de parasitemia.



2. Resultadas
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Os resultados deste trabalho estdo apresentados na forma de trés manuscritos.

Manuscrito 1

Titulo: Soroepidemiologia da infec¢cado por Toxoplasma gondii em doadores de
sangue

Autores: Fabiana Nakashima, Octavio Ricci Junior, Valquiria Pardo de Sousa,
Marcos Paulo Miola, Cinara de Cassia Branddo de Mattos, Luiz Carlos de

Mattos.

Manuscrito 2

Titulo: Investigacdo molecular de Toxoplasma gondii em doadores de sangue
com evidéncia sorolégica de infeccao

Autores: Fabiana Nakashima, Octavio Ricci Junior, Valquiria Pardo de Sousa,
Marcos Paulo Miola, Cinara de Cassia Branddo de Mattos, Luiz Carlos de

Mattos

Manuscrito 3

Titulo: Avaliagdo molecular do risco da transmisséo via transfusional do
Toxoplasma gondii

Autores: Fabiana Nakashima, Octavio Ricci Junior, Valquiria Pardo de Sousa,
Marcos Paulo Miola, Cinara de Cassia Branddo de Mattos, Luiz Carlos de

Mattos



Manuscrite 1
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2.1 Manuscrito 1

Soroepidemiologia da infecgdo por Toxoplasma gondii em doadores de

sangue

Fabiana Nakashima?, Octavio Ricci Junior?; Valquiria Pardo de Sousal; Marcos

Paulo Miolal; Cinara de Céssia Brandao de Mattos?, Luiz Carlos de Mattos?!

!Laboratério de Imunogenética da Faculdade de Medicina de Sédo José do Rio
Preto - FAMERP
2Diretor do Hemocentro de Sdo José do Rio Preto - Fundacdo Faculdade

Regional de Medicina de S&o José do Rio Preto (FUNFARME)

Resumo

Toxoplasma gondii € um protozoario de ampla distribuicdo mundial causador
da toxoplasmose. A prevaléncia da infeccdo por este parasito varia entre as
diferentes populacfes e esta associada, principalmente, com a exposicdo dos
seres humanos com os fatores de riscos. Este trabalho teve por objetivo
investigar a soroepidemiologia da infecgcao por T. gondii entre doadores de
sangue. Foram selecionados 750 doadores de sangue do Hemocentro de S&o
José do Rio Preto-SP. Apds a obtencdo do termo de consentimento, livre e
esclarecido, os participantes responderam a um questionario sobre seus
habitos de vida e foram submetidos a coleta de sangue periférico. A presenca

dos anticorpos anti-T. gondii da classe IgG foi determinada pelo método de
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ELISA. Trezentos e cinquenta e sete (47,6%) doadores apresentaram resultado
reagente e 393 (52,4%) apresentaram resultado ndo reagente. As variaveis
associadas a infeccao por T. gondii foram: idade (P < 0,0001), consumo de
leite cru (P = 0,001), consumo de carne crua e/ou mal passada de bovino e
suino (P = 0,003), residir na zona rural (P = 0,004), presenca frequente de
vetores mecanicos na residéncia (barata, rato e mosca P = 0,02; ratos, P =
0,03), menor grau de escolaridade (1° grau incompleto, P < 0,0001 e 1° grau
completo, P = 0,002) e a baixa renda familiar (P = 0,002). Mediante aos dados
obtidos, concluimos que a populacdo de doadores de sangue do Hemocentro
de Sao José do Rio Preto esta exposta a varios fatores de riscos associados a
infeccdo por T. gondii e, sendo assim, € provavel que a elevada frequéncia de
anticorpos anti-T. gondii da classe IgG encontrada neste trabalho esteja

relacionada a esta exposicao.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; doadores de sangue; fatores de risco;

epidemiologia.

Introducéo

T. gondii é um protozoario intracelular obrigatério causador da
toxoplasmose.? No homem, a doenca é de grande importancia clinica devido
as severas consequéncias que podem ser desenvolvidas entre os individuos
imunocomprometido ou imunossuprimido e fetos.®4) Estima-se que 10% dos
pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) nos Estados

Unidos e 30% na Europa morram de toxoplasmose.® Em S&o Paulo, o estudo
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de Passos e colaboradores (2000)®), encontrou a taxa de mortalidade por
toxoplasmose de 25,4% em pacientes com SIDA. Em fetos, a infecgéo por T.
gondii pode ser grave levando ao desenvolvimento da Tétrade de Sabin, que é
caracterizada por hidrocefalia, retinocoroidite, calcificacdes cerebrais, retardo
mental ou perturbacdes neuroldgicas.”

A transmissdo desta infeccdo para os seres humano envolve as formas
de oocisto esporulado, cisto de bradizoito e taquizoito.® Os oocistos s&do
eliminados juntamente com as fezes dos gatos, as quais podem contaminar
alimentos e a agua de consumo humano. Os cistos de bradizoitos podem ser
encontrados contaminando carnes de consumo humano ou oOrgaos solidos
utilizados para o transplante. E os taquizoitos podem ser encontrados
temporariamente livres em liquidos corporeos, e portanto podem ser
transmitidos via transplacentaria em gestantes pelo consumo de leite cru, de
animais infectados, ou por transfusdo de hemocomponentes contaminados. @4

A infeccdo por T. gondii € amplamente disseminada e a soroprevaléncia
varia entre os paises e dentro do mesmo pais.® Estima-se que a prevaléncia
de infeccdo por T. gondii no Brasil seja elevada, chegando atingir 50% de
criangas do ensino fundamental, e entre 50 a 80% das mulheres com idade
fértil.) Com relacdo a populacédo de doadores de sangue, Vaz e colaboradores
(2008)® encontraram 60% de resultados reagente para anticorpos anti-T.
gondii da classe IgG no Parana e Coélho e colaboradores encontraram 75%
para os doadores do Recife. Segundo Studenicova e colaboradores (2006),%
a prevaléncia da toxoplasmose na populacdo humana esta associada a

exposicao aos fatores de risco desta populacdo. Portanto, o conhecimento
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sobre as possiveis rotas de infeccdo envolvidas dentro de uma determinada
populacdo sdo de grande importancia epidemiologica. Dessa forma, esta
pesquisa teve por objetivo determinar a soroepidemiologia da infecgdo por T.

gondii em doadores de sangue da regido noroeste paulista.

Material e Métodos

Aspecto ético e selecdo dos participantes

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto - FAMERP (parecer
006/2011). Foram selecionados 750 individuos aptos a doacdo de sangue do
Hemocentro de Sdo José do Rio Preto-SP. Apds a obtencéo da assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido, os participantes responderam um
questionario de carater epidemiolégico e foram submetidos a coleta de sangue

periférico para a investigacao da infeccao por T. gondii por meio sorologico.

Sorologia
Para investigar a presenca de anticorpos especificos anti-T. gondii da

classe IgG foi utilizado o método de ELISA (DiaSorin, Italia).

Dados epidemioldgicos investigados
O questionario respondido pelos participantes incluia dados
epidemiologicos basicos como idade, género, habitos alimentares (consumo de

leite cru, carne cura ou mal passada, higienizacdo adequada de legumes e
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verduras), condi¢cdes habitacionais (zona em que residem, presenca frequente
de vetores mecanicos, presenca de animais domésticos), condi¢cdes
socioeconbmicas (nivel de escolaridade e renda familiar) e historico de

transfusao.

Andlise estatistica

O software GraPhPad InStat 3.0 foi utilizado para realizar as anélises
estatisticas. Para investigar a associacdo entre a infeccdo por T. gondii e 0s
potenciais fatores de riscos foram realizadas as andlises univariaveis utilizando

o teste X2 classico e o teste T student.

Resultados
Participantes

A relacdo dos dados epidemiolégicos e as frequéncias de resultados
reagentes para a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii para a classe IgG
obtidos entre os 750 doadores aptos a doacdo de sangue encontram-se na
tabela 1. A média de idade dos participantes foi de 34,3 (mediana 33; intervalo
de 16 a 65 anos). Quinhentos e dez (68%) dos individuos selecionados eram
do sexo masculino e 240 (32%) eram do sexo feminino. A diferenca entre as
médias de idade do sexo masculino (34.80+11.60) e feminino (32.85+10.71) foi
estatisticamente significante (P = 0,028; teste T-student = 2,21; Grau de
liberdade = 748; Intervalo de confianca de 95% = 0.2159-3.696). A faixa etaria
de 30 a 39 anos foi a mais frequente encontrada entre os doadores de sangue

de Sao José do Rio Preto-SP.
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Pesquisa de anticorpos especificos anti-T. gondii

Em relac&o a sorologia para a pesquisa dos anticorpos anti-T. gondii da
classe 1gG, 357 (47,6%; x de idade = 37.1+10.8) apresentaram resultado
reagente e 393 (52,4%; x de idade = 31.7£11.6) ndo reagente. A prevaléncia

de infeccéo por T. gondii encontrada neste trabalho foi de 47,6%.

Fatores de risco envolvidos na infeccao por T. gondii

Foi possivel identificar sete varidveis associadas com o resultado
sorologico reagente para a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii da classe IgG
na populacao estudada. Sdo elas: x de idade, consumo de leite cru, consumo
de carne bovina e suina crua ou mal cozida, zona habitacional, presenca de
vetores mecanicos, nivel de escolaridade e renda familiar, conforme ilustrado

na tabela 2.

Discusséo

Este trabalho buscou investigar a soroepidemiologia da infec¢éo por T.
gondii em doadores de sangue da regido noroeste paulista. De acordo com 0s
resultados observou-se que a taxa de infeccéo para a regido noroeste paulista
entre os doadores de sangue € elevada (47,6%). Este achado € semelhante
aos trabalhos realizados com gestantes para a mesma regido, %1% mesmo
quando o método de triagem utilizado foi diferente.??

Ao comparar com outros trabalhos realizados em diferentes partes do

mundo, a taxa de infeccdo, encontrada neste trabalho, € maior do que os
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doadores de sangue de Durango-México, Taiwan, Tailandia, de varias regides
Ir4, Ardbia Saudita, Nova Zelandia, Zona urbana Karnatak da india,
Eslovaquia,115-24) mas é menor do que os doadores de Quénia,®® do Parana
no Brasil® e do Recife no Brasil.(!?

VariagOes relacionadas a taxa de infeccao por T. gondii sédo esperadas
para as diferentes populacbes do mundo, pois a disseminacdo das formas
infectantes do parasito € ampla e depende dentre muitos fatores dos habitos
alimentares, dos habitos culturais, da umidade e temperatura do meio
ambiente, da profissdo e do método laboratorial utilizado para determinar a
infecgéo.(15‘17'19'21‘24)

Considerando os fatores ambientais, Sdo José do Rio Preto fica
localizada no sudeste do Brasil, na regido noroeste do estado de S&do Paulo
(IBGE,
http://www.cidades.ibge.gov.br/xtras/perfil.php?lang=&codmun=354980&search
=sao-paulo%7Csao-jose-do-rio-preto) e apresenta o clima tropical (CEPAGRI,
http://www.cpa.unicamp.br/outras-informacoes/clima_muni_559.html), o que
favorece a sobrevivéncia de oocistos no meio ambiente,® aumentando as
chances do contato destas formas do parasito com novos hospedeiros.

Para os doadores pesquisados neste trabalho, o habito de consumir
carne bovina e suina mal passada ou crua demonstrou associagcdo com a
soropositividade para a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii da classe IgG.
Este achado indica que a infec¢cdo por cistos de bradizoitos ocorre entre 0s
doadores de sangue da regido noroeste paulista, sendo assim, uma importante

via de transmissdo. A associacdo do consumo de carne crua com a infeccao


http://www.cidades.ibge.gov.br/xtras/perfil.php?lang=&codmun=354980&search=sao-paulo%7Csao-jose-do-rio-preto
http://www.cidades.ibge.gov.br/xtras/perfil.php?lang=&codmun=354980&search=sao-paulo%7Csao-jose-do-rio-preto
http://www.cpa.unicamp.br/index.html
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por T. gondii também foi encontrada entre os doadores de sangue de Taiwan
(porco), Eslovaquia e Egito.(111626) Em contraste, Alvarado-Esquivel e
colaboradores (2007),(!® que encontraram baixa frequéncia de infeccdo entre
os doadores de sangue do México (7,4%), ndo encontraram esta associacao, o
que ajuda a reforcar a compreenséao de que, realmente, os habitos alimentares
estdo envolvidos na prevaléncia de infeccdo deste protozoario em diferentes
regides do mundo.

Este trabalho identificou o consumo de leite cru como potencial fator
de risco para infecgcdo por T. gondii entre os doadores de sangue da regido
noroeste paulista. Os resultados obtidos apontam para a possivel associacdo
entre o resultado positivo para pesquisa de anticorpos da classe IgG e o
consumo de leite cru. Portanto, este achado sugere que a infeccdo por
taquizoitos também ocorre entre os doadores de sangue desta regido.
Considerando que a presenca desta forma infectante no leite de varios
hospedeiros intermediarios ja foi detectada,?”) pode-se inferir que se trata de
uma rota importante de transmissao entre os doadores da regido noroeste
paulista.

Foi possivel observar também que residir na zona rural esta associado a
infeccdo por T. gondii entre os doadores pesquisados neste trabalho. Esta
associacéo também foi encontrada entre os doadores do Ird®") e do Iraque.®®
De acordo com Suhad e colaboradores (2013)©® a pavimentagdo da zona
urbana contribui para a reducéo da sobrevida dos oocistos no meio ambiente e,
assim, resulta na diminuicdo da exposicao da populacao desta forma infectante

eliminada pelas fezes dos gatos. Como o clima da regido noroeste paulista
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favorece a sobrevida do oocisto no meio ambiente, residir em zona rural, a qual
€ constituida em grande parte por solo sem pavimento, pode contribuir com o
aumento da frequéncia de infeccdo devida a maior exposicdo ao ambiente
contaminado por oocistos. Em contraste aos nossos resultados, o estudo
Studenicova e colaboradores (2006)*Y) ndo encontrou esta associacdo com 0s
doadores da Eslovaquia.

Neste trabalho, observou-se que a presenca frequente de vetores
mecanicos (baratas, moscas e ratos) na residéncia estd associada com o
resultado reagente para infeccdo por T. gondii. Sabe-se que os vetores barata
e rato frequentam ambientes que podem estar contaminados com fezes de
gatos com oocistos e, consequentemente, carregam 0S 00CIStoOS em seus
tegumentos para dentro da casa do hospedeiro humano, aumentando assim,
as chances de infeccdo. Ja as moscas, podem veicular os oocistos em suas
patas apds pousarem em superficies contaminadas e posteriormente pousar
em alimentos de consumo cru, como por exemplo; as frutas. Dessa maneira,
aumenta as chances de contado do ser humano com esta forma infectante do
protozoario.

Embora os resultados tenham sugerido que a transmissao por oocisto
ocorra entre os doadores pesquisados, neste trabalho ndo foi observada
associacao entre a presenca do gato como animal domeéstico com a sorologia
reagente para anticorpos anti-T. gondii da classe 1gG. E possivel que os
cuidados higiénicos adotados pelos proprietarios destes animais estejam
contribuindo com a reducdo do contato com as fezes contaminadas. Todavia,

as fezes contaminadas liberadas livres no meio ambiente podem ser
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encaminhadas para dentro da casa dos hospedeiros humanos por vetores
mecanicos e, por isso, esta via de transmissao continua sendo importante entre
os doadores de sangue da regido noroeste paulista.

Concordando com os resultados obtidos neste trabalho, Zarkovic e
colaboradores (2007)©* também n&o encontraram associagdo com a presenca
de gato entre os doadores da Nova Zelandia, mas encontraram com a
presenca do cdo. O cao também € um hospedeiro intermediario do T. gondii e
nao elimina formas infectantes para o homem, porém este animal pode
carregar em suas patas, ou pelos, os oocistos liberados por gatos no meio
ambiente para dentro da casa de seus proprietarios, elevando assim, as
chances de contato destas formas com os hospedeiros humanos.

Com estes achados € possivel compreender que as trés formas
infectantes do protozoario (taquizoitos, cistos de bradizoitos e oocistos
esporulados) sdo de grande importancia para a disseminagcdo desta infeccao
entre os doadores de sangue da regido noroeste paulista.

Além disso, o presente trabalho também constatou que a taxa de
soropositividade diminui com o aumento do grau de escolaridade, assim como
outras publicacdes ja relataram,(1516.21.23.26) @ com o aumento da renda familiar
que também foi observado no trabalho de Chiang e colaboradores (2012).(6)
Acreditamos que o maior grau de escolaridade colabore com a diminuicdo da
transmissao por T. gondii, pois este fator estd associado ao maior nivel de
conhecimento sobre as principais fontes de contaminacdo de doencas. Assim,
individuos com estes conhecimentos melhoram seus habitos higiénicos,

favorecendo a diminuicdo do contato de formas infectantes deste parasito com
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estes individuos. Concordando com esta afirmacdo, Alvarado-Esquivel e
colaboradores (2007)®% especularam que o maior grau de escolaridade esta
relacionado com as boas praticas de higienizacao sanitaria, as quais favorecem
a diminuicdo da disseminacao destes parasitos.

Também foi possivel observar neste trabalho que a média de idade entre
os doadores de sangue com sorologia reagente é maior que os individuos com
sorologia ndo reagente. Este resultado também foi encontrado por outros
autores que também investigaram este fator com a infeccdo por T. gondii.
(11,1517,19-21,24,28.29) Este achado é compreensivo, pois quanto maior a idade do
hospedeiro, maiores as chances de exposicdo aos fatores de risco associados

a esta infeccéao.

Concluséo
A populacdo de doadores de sangue da regido noroeste paulista esta
exposta as varias fontes de infeccdo por T. gondii. E possivel que a elevada

frequéncia, encontrada neste trabalho, esteja relacionada a esta exposic¢ao.
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Tabela 1. Dados epidemioldgicos dos 750 doadores aptos a doacédo de sangue

selecionados do Hemocentro de Séao José do Rio Preto-SP

Geral IgG Reagente
Nimero % NUmero %
Numero 750 100 357 47,6
X de idade + Desvio Padrdo 34,3114 37,1£10,8
Faixa etéaria Total % NUumero %
16-17 6 0,8 2 0,6
18-19 71 9,5 13 34
20-24 115 15,3 35 9,8
25-29 92 12,3 41 11,5
30-39 229 30,5 120 33,6
40-49 151 20,1 97 27,2
50-59 78 10,4 43 12,0
> 59 8 11 6 1,7
Género Total % NGmero %
Sexo Masculino 510 68,0 254 71,1
Sexo Feminino 240 32,0 103 28,9
Habitos alimentares Total % NGmero %
Consumo de Leite Cru 301 40,1 165 46,2
Consumo de Carne Crua ou mal passada 283 37,7 130 36,4
Higienizacdo adequada dos legumes e verduras 715 95,3 340 95,2
Condic¢6es habitacionais Total % NGmero %
Zona urbana 714 95,2 331 92,7
Zona rural 36 4.8 26 7,3
Presenca de vetores mecénicos na residéncia 214 28,5 101 28,3
Presenca de animal domestico 678 90,4 322 90,2
Condicdes socioeconémicas Total % N{mero %
Nivel de escolaridade
1° grau completo 68 9,1 45 12,6
1° grau incompleto 118 15,7 77 21,6
2° grau completo 304 40,5 141 39,5
2° grau incompleto 25 3,3 12 3,4
Superior completo 136 18,1 51 14,3
Superior incompleto 97 12,9 29 8,1
N&o responderam 2 0,3 2 0,5
Renda familiar
1 salario 30 4,0 23 6,4
2 saléario 116 15,5 64 17,9
3 saléarios 177 23,6 81 22,7
4 salarios 125 16,7 49 13,7
Acima de 4 salarios 289 38,5 133 37,3
N&o responderam 13 1,7 7 2,0
Historico de transfuséo 33 4.4 21 59
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Tabela 2. Analise univariavel entre as variaveis de risco e o resultado
sorologico reagente e ndo reagente para anticorpos anti-T. gondii da classe 1gG

Caracteristicas lgG Reagente (16 R p+(@) IC** 95%
reagente
x+DP x+DP
X de idade 37,1+10,8 31,7+11.6 <0.0001 -7,0a-3,8
Mediana 36 30
Faixa etaria
Nimero % Nimero % p(b) OD***  |C 95%
18-19 13 18,3 58 81,7 <0,0001 0,2 0,1a04
20-24 35 30,4 80 69,6 <0,0001 0,4 0,3a0,7
40-49 97 64,2 54 35,8 <0,0001 2,3 16a34
Habitos alimentares
Namero % Namero % p(b) oD IC 95%
Consumo de leite cru
Sim 165 54,8 136 45,2 12a22
N&o 192 42,8 257 57,2 0,001 1.6
Consumo de carne
Bovino e/ou suino 20 74,1 7 25,9 0,003 3,8 1,5a9,3
Condicdes habitacionais
Nimero % Nimero % p®) oD IC 95%
Zona
Rural 26 72,2 10 27,8 1,4a6,3
Urbana 331 46,4 383 53,6 0,004 30
Presenca de vetores
mecanicos
Barata/mosca/ratos 13 76,5 4 23,5 0,02 4,0 1,3a12,8
Ratos 11 78,6 3 21,4 0,03 4481 1,2a16,6
Condicdes socioecondmicas
Nimero % Nimero % p® oD IC 95%
Renda familiar
1 salério 23 76,7 7 23,3 0,002 3,8 1,6a9,0
4 salarios 49 39,2 76 60,8 0,05 0,7 0,4a1,0
Nivel de escolaridade
1° grau completo 45 66,2 23 33,8 0,002 2,3 1,4a3,9
1° grau incompleto 77 65,2 41 34,7 <0,0001 2,4 1,6 a3,6
Superior completo 51 37,5 85 62,5 0,01 0,6 0,4a0,9
Superior incompleto 29 29,9 68 70,1  0,0003 0,4 0,3a0,7

*P = Valor P determinado pelo testes T de student @ e pelo qui-quadrado ®);
**|C = Intervalo de confiang¢a; ***OD = Odds Ratio
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2.2 Manuscrito 2

Investigacdo molecular de Toxoplasma gondii em doadores de sangue

com evidéncia soroldgica de infecgédo

Fabiana Nakashima?, Octavio Ricci Junior?; Valquiria Pardo de Sousal; Marcos

Paulo Miola®; Cinara de Céassia Brand&o de Mattos?, Luiz Carlos de Mattos?

!Laboratério de Imunogenética da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio
Preto - FAMERP
°Diretor do Hemocentro de Sdo José do Rio Preto - Fundacdo Faculdade

Regional de Medicina de S&o José do Rio Preto (FUNFARME)

Resumo

T. gondii, causador da toxoplasmose, é um protozoario de ampla
disseminacdo mundial que pode ser transmitido por varias vias, dentre elas a
transfusional. Para avaliar o risco de transmissédo deste parasito via transfuséo
de hemocomponentes, este trabalho buscou investigar, por métodos
moleculares, a presenca de parasitemia por T. gondii em doadores de sangue
com evidéncia sorologica de infec¢do. Para esta finalidade, foram selecionados
750 individuos aptos a doacédo de sangue do Hemocentro de Sdo José do Rio
Preto-SP. A infeccdo por T. gondii foi determinada pelo método ELISA, por
meio da pesquisa de anticorpos especificos anti-T. gondii das classes IgM e

IgG. A determinacdo da possivel parasitemia foi realizada pelos métodos
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moleculares Nested PCR e qPCR, tendo como alvo o gene B1 do parasito. As
amostras consideradas positivas na Nested PCR foram submetidas a
genotipagem pelo método Multilocus Nested PCR RFLP para os marcadores
SAG1, 5SAG2, 3'SAG2, SAG3, GRA6, BTUB, c22-8, c29-2, L358, PK1, alt-
SAG2, APICO e CS3. Das 750 amostras analisadas, 362 (48,3%)
apresentaram resultado sorolégico reagente. Destas, nenhuma amostra
apresentou curva de amplificacdo pela gPCR, mas 40 (11%) apresentaram
resultado positivo pela Nested PCR. As amostras, consideradas positivas na
Nested PCR, ao serem submetidas a genotipagem, pelo método Multilocus
Nested PCR RFLP, ndo apresentaram amplificacdes especificas para nenhum
marcador pesquisado do parasito. Diante da concordancia dos resultados,
entre gPCR e a genotipagem, concluimos que ndo ha evidéncias moleculares
de parasitemia nos doadores estudados, sendo assim, o risco de transmissao
desta infeccédo via transfusional é baixo ou nulo para esta regido. Além disso, o
insucesso da genotipagem sugere que a positividade, encontrada em algumas

amostras analisadas por Nested PCR, trata-se de resultados falso-positivos.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, transmissdo por T. gondii, analises

moleculares, sorologia, infeccéo por T. gondii.

Introducéo
Toxoplasmose € uma parasitose causada pelo protozoario denominado
T. gondii.®? A taxa de infeccdo por este parasito é elevada em diversas

regibes do mundo,®® mas a ocorréncia da doenca é baixa em individuos
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imunocompetentes.(). A transmissdo deste parasito ocorre por trés vias
principais; pela ingestdo de agua e alimentos crus (legumes, frutas e verduras)
contaminados por oocistos esporulados, pelo consumo de carne crua ou mal
cozida de animais contaminados por cistos de bradizoitos e pela via vertical em
periodos agudos de infeccdo materna.?8 Além destas, foi sugerido por alguns
autores a transmisséao via transfusional.®10

A infeccdo por T. gondii & diagnosticada usualmente por métodos
sorologicos indiretos, 0s quais investigam a presenca dos anticorpos
especificos contra o parasito.?1112 Dependendo dos resultados destas
pesquisas, os individuos séo classificados em perfis sorolégicos, sendo estes
utilizados para determinar as fases aguda ou crénica da doenca.? A presenca
de imunoglobulinas da classe IgM, normalmente, caracteriza a fase aguda e, a
presenca de 1gG a fase cronica.™ Embora estas pesquisas colaborem com a
determinacao da infeccdo e com a classificacdo de suas fases, estes métodos
dependem da producdo de anticorpos do hospedeiro em niveis detectaveis
pelos métodos laboratoriais disponiveis e, ainda, ndo permitem evidenciar a
presenca do parasito no sangue periférico. Por estas razdes, avaliar o risco de
transmisséo via transfusional utilizando somente os métodos sorolégicos como
parametros parece ser insuficiente.

Considerando as limitagdes dos métodos sorolégicos a Portaria n® 112
do Ministério da Salde (2004),1® determinou a utlizacdo de métodos
moleculares para a pesquisa do material genético dos virus HIV e do HCV por
transfusdo de hemocomponentes visando a diminuicdo do risco transfusional

dos mesmos. 3 Corroborando com a normativa, os trabalhos de Lajolo e
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colaboradores (2008)4 e Stramer e coautores (2004)®% demonstraram que é
possivel detectar a viremia por métodos moleculares mesmo antes dos
meétodos soroldgicos, podendo assim, diminuir os casos de transmissao.

A possibilidade de deteccdo da parasitemia por T. gondii em individuos
imunocompetentes com infeccdo aguda e cronica por métodos moleculares ja
foi relatada por alguns autores.(161") Dessa forma, é possivel que a constatacao
da parasitemia em doadores de sangue, por métodos moleculares, forneca
informacdes consistentes para avaliar o risco de transmisséo deste parasito via
transfusional. Considerando tais afirmacdes, este trabalho buscou avaliar o
risco de transmissdo transfusional a partir de doadores de sangue com
evidéncia sorolégica para infeccdo por T. gondii, utilizando métodos

moleculares.

Material e Métodos

Casuistica

Apoés a aprovacgdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP (parecer 006/2011), 750
individuos aptos a doacdo de sangue do Hemocentro de Sao José do Rio
Preto-SP foram selecionados. Depois da obtencdo da assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido pelos participantes, o sangue periférico foi
coletado em dois tubos, um sem e outro com anticoagulante. O tubo com
anticoagulante (EDTA) foi utilizado para extracdo do material genémico para

detectar a possivel parasitemia por T. gondii. O tubo sem anticoagulante foi
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utilizado para pesquisar a presenca dos anticorpos anti-T.gondii das classes

IgM e 1gG.

Pesquisa de anticorpos especificos anti-T. gondii das classes IgM e IgG

As pesquisas dos anticorpos anti-T. gondii das classes IgM e IgG foram
realizadas pelo método de ELISA (DiaSorin, Itdlia), de acordo com as
instrucdes do fabricante. De acordo com os resultados encontrados, 0s
participantes foram classificados em perfis soroldgicos. Os individuos com o
perfil IgM-lIgG- foram excluidos das analises moleculares por ndao apresentarem

evidéncias de infeccdo pelo método soroldgico.

Extracdo do DNA gendmico
O material genbmico foi extraido utilizando o protocolo publicado por
Mattos e colaboradores (2011)19); utilizando o Pure Link Genomic DNA Mini Kit

da Invitrogen.

Reacdo em Cadeia da Polimerase convencional (cPCR) para a pesquisa
do gene FUT2

Para avaliar a qualidade do material extraido e verificar a presenca de
fatores inibitorios da PCR, todas as amostras com evidéncia sorologica de
infeccdo (n=362) foram submetidas a pesquisa do gene FUT2 utilizando o
protocolo descrito por Svensson e colaboradores (2000)1% com modificacdes.
O resultado desta analise foi revelado por eletroforese em gel de agarose a

2%, corado com brometo de etidio.
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Nested PCR (nPCR) para a pesquisa do gene B1 do Toxoplasma gondii
Apos a avaliacdo da qualidade de extracédo e da verificacdo da presenca
de fatores inibitérios por meio da cPCR para o gene FUT2, as amostras de
DNA foram submetidas a pesquisa do gene B1 do parasito por Nested PCR. O
protocolo desenvolvido com modificacbes foi publicado por Okay e
colaboradores (2009)?9%. O resultado foi observado por meio da eletroforese

em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio.

Genotipagem

A genotipagem foi realizada pela reacdo de Multilocus Nested-PCR-
RFLP nas amostras com resultado positivo na Nested PCR durante a triagem
para 0 gene Bl do parasito. Este método foi utilizado para pesquisar 0s
marcadores SAG1, 5°'SAG2, 3'SAG2, SAG3, GRA6, BTUB, c22-8, c29-2, L358,
PK1, SAG2, APICO e CS3. Esta anadlise foi realizada em parceria com a
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de
Séo Paulo (USP) utilizando os protocolos publicados por Su e colaboradores

(2010)V) e Pena e colaboradores (2008).22

PCR em tempo real (QPCR)

A PCR em tempo real foi realizado também para pesquisar o gene B1 do
T. gondii nas 362 amostras com sorologia reagente utilizando o ensaio
presenca/auséncia. O mix foi preparado adicionando 4,5 pl de agua RNAse

Free, 10 pl de 2x QuantiTec Probe PCR Mater Mix (Qiagen), 0,5 pl do ensaio
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XL da IDT (500 nM de cada primer e 250 nM da sonda) da Invitrogen e 5 pl do
DNA gendmico. O ciclo foi realizado no aparelho Step One Plus (Applied) com
as seguintes temperaturas: uma vez de 50°C por 2 minutos, uma vez de 95°C
por 15 minutos, 40 vezes 94°C por 15 segundos, 40 vezes de 60 °C por 1
minuto e uma vez de 50°C por 30 segundos. Os primers e a sonda utilizados

nesta andlise foram publicados por Gunel e coautores (2012).33)

Resultados

As caracteristicas da casuistica e os resultados sorolégicos encontram-
se na tabela 3. Os resultados das analises moleculares realizadas nas
amostras com evidéncias sorolégicas de infeccdo (n=362; 48,3%) encontram-
se na tabela 4. As figuras de 4 a 7 ilustram os padrbes de resultados

encontrados nas analises moleculares.

Discusséo

Considerando o risco da transmissdo do parasito T. gondii por
transfusdo de hemocomponentes, o presente trabalho investigou a presenca
deste protozodario em sangue periférico de doadores de sangue com evidéncia
sorologica de infecgdo, utilizando métodos moleculares.

A viabilidade de transmissao transfusional por T. gondii, ja foi sugerida
por alguns pesquisadores. %10 Entretanto, nestes trabalhos a avaliacdo do
risco de transmissédo transfusional foi baseada nos resultados de analises
soroldgicas indiretas,®10 as quais ndo permitem evidenciar a parasitemia. Para

investigar a presenca de parasitos circulantes, torna-se necessaria a utilizagédo
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de métodos diretos. No entanto, por se tratar de um parasito intracelular
obrigatério que pode infectar qualquer tipo celular do organismo humano, 0s
meétodos diretos sdo de dificil execucdo e, por isso, ndo sdo rotineiramente
utilizados. %

Ha diversos estudos na literatura que detectaram este parasito utilizando
0os métodos moleculares. Contudo, ha maioria destes, a casuistica foi composta
por pacientes com manifestacdes ou com suspeitas clinicas de infeccao por T.
gondii,?%2526) o que colabora, parciaimente, com as interpretactes
laboratoriais. Divergente a estas pesquisas, este trabalho investigou por
métodos moleculares a parasitemia por T. gondii em individuos considerados
saudaveis, sem manifestacdes ou suspeitas clinicas.

Inicialmente, para triar a parasitemia foi investigada a presenca do gene
B1 do T. gondii por Nested PCR. As amostras com resultado positivo por esta
metodologia foram submetidas a genotipagem utilizando o método de
Multilocus Nested PCR RFLP. Porém, todas as amostras positivas na Nested
PCR néo apresentaram amplificacdes na genotipagem. Varios fatores podem
ter influenciado este resultado. Estudos de Alfonso e coautores (2009)?") e
Buchbinder e colaboradores (2003),8) por exemplo, demonstraram que a
sensibilidade e a reprodutibilidade da PCR dependem, dentre outros fatores, da
quantidade de parasitos presentes na amostra.(?7:28)

Como a casuistica composta por este trabalho tratava-se de
imunocompetentes, nado se esperava elevada parasitemia, mesmo em
infeccbes primarias.® Assim, é possivel que a baixa parasitemia esperada em

individuos imunocompetentes, devido a ativacdo do sistema imunoldgico do
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hospedeiro,?® tenha colaborado na obtencéo dos resultados negativos durante
a genotipagem, visto que, cada regido envolvida nesta analise repete-se uma
Gnica vez no genoma do parasito e, de acordo com Su e colaboradores
(2010),?Y a sensibilidade do Multilocus Nested PCR RFLP é de 10 parasitos.
Portanto, encontrar resultados negativos em amostras com baixo numero deste
protozoario pelo método Multilocus Nested PCR RFLP é esperado. Mesmo
assim, esta interpretacdo n&do descarta a possibilidade de ter ocorrido

contaminacao durante as andlises de Nested PCR nesta pesquisa.

O gene B1 repete-se no genoma do parasito 35 vezes, por isso, €
considerado um bom alvo para o diagnéstico de infeccdo por T. gondii.®
Segundo Homan e colaboradores (2000),% o nimero de cépias do alvo dentro
do genoma, aumenta a sensibilidade do método empregado. Esta afirmacéo &
consistente com nossos resultados obtidos através da Nested PCR. No
entanto, ao submeter as amostras pelo método de PCR em tempo real para a
mesma regido, os resultados encontrados n&o foram concordantes com a
Nested PCR. Nenhuma amostra apresentou amplificacdo na PCR em tempo
real, mesmo aquele individuo classificado com perfil soroldégico de transicdo
(IgM+IgG+).

Estes achados concordam com os de Chiang e coautores (2012)@D que
pesquisaram parasitemia em 1783 doadores de sangue de Taiwan por qPCR
utilizando também o sistema TagMan para o0 elemento repetitivo 529.
Entretanto, discordam dos achados de Zainodini e colaboradores (2014)? e

Mahmoudvand e colaboradores (2015)®3), os quais conseguiram detectar a
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parasitemia em doadores de sangue utilizando a gPCR pelo sistema SYBR

Green, pesquisando as regides SAG1 e Bl do parasito, respectivamente.

Esta discordancia, de certa forma, € esperada, pois o principio de
deteccdo da fluorescéncia utilizado nestes trabalhos é diferente. O sistema
SYBR Green, utilizados por estes autores, ndo apresenta especificidade tao
boa quanto o sistema TagMan, o qual envolve uma sonda especifica da regiao
alvo®4, O sistema SYBR Green pode anelar em qualquer amplificado de dupla
fita, seja o alvo ou nd0.34 E provavel que, os diferentes resultados entre este
trabalho e dos autores que utilizaram o sistema SYBR Green, tenham relacéo

com o principio de deteccédo da fluorescéncia e os alvos pesquisados.

Concordando com nossos resultados, no Nested PCR, Sarkari e
colaboradores (2014)®% também detectaram parasitemia em doadores de
sangue utilizando o Nested PCR para o gene Bl. Segundo o trabalho de
Teixeira e coautores (2013)©® a sensibilidade da gPCR e a Nested PCR para a
deteccdo deste parasito em liquido amnidtico é a mesma (98,3%), mas a
especificidade € menor (90,2%) para a Nested PCR em relacdo a gPCR
(100%). Considerando estes resultados,®® podemos deduzir que a utilizacéo
da Nested PCR, aumenta o risco de obtencédo de resultados falso-positivos
quando comparado a qPCR, o que pode ter ocorrido com as amostras deste

trabalho quando submetidas a esta analise.

Todavia, por se tratar de um trabalho com amostras de liquido amnidtico
e ndo de sangue periférico, esta interpretacédo pode ser tendenciosa e, por isso,
mais estudos sdo necessarios para avaliar os diferentes métodos moleculares

na deteccdo de parasitos em sangue periférico de individuos



45

imunocompetentes. Embora a evolucdo dos métodos moleculares tenha
colaborado para a deteccdo de microrganismos importantes para a transfusao
de sangue,*1® o0s mesmos apresentam limitacdes relacionadas aos
parametros de sensibilidade e especificidade. E possivel que a discordancia
entre os resultados do Nested PCR com o gPCR e a genotipagem, encontrada
neste trabalho, esteja relacionada a baixa especificidade e ao elevado risco de

contaminacao devido aos procedimentos pés PCR envolvidos neste método.

Concluséao

De acordo com os resultados encontrados na qPCR e na Multilocus
Nested PCR RFLP, concluimos que ndo ha evidéncias moleculares de
parasitemia entre os doadores de sangue da regido noroeste paulista, portanto
0 risco de transmissdo é baixo ou nulo para esta regido. Além disso, a
discordancia entre os métodos moleculares, sugere elevado risco de

contaminagao e menor especificidade do Nested PCR.
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Tabela 3. Caracteristicas da casuistica e resultados sorologicos para pesquisa

de anticorpos anti-T. gondii das classes IgM e 1gG

Caracteristicas

Género N* % x** de Mediana Minimo e
idade+DP*** (anos) Maximo (anos)
Masculino 510 68,0 34,8+11,6 34 16 a 65
Feminino 240 32 32.8£10.7 32 16 a 60
Total 750 100 34,3+11,4 33 16 a 65
Sorologia N %  xdeidadetDP  Mediana Minimo e
(anos) Maximo (anos)
IgM reagente 27 3,6 36,8+11,7 32 19a59
IgM néo reagente 723 96,4 34,1+11,3 33 16 a6
IgG reagente 357 47,6 37,1+10,8 36 16 a 65
IgG néo reagente 393 524 31,5£11,2 30 16 a 64

*N = Namero; **x = média; **DP = Desvio padrao
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Tabela 4. Resultados das analises moleculares das 362 amostras com
evidéncias sorologicas de infec¢cédo

Nested PCR  Genotipagem gPCR

Perfis Soroldgicos Positivo Positivo Positivo
N* % N % N % N %
IgM+lgG- 5 1,4 0 0,0 0 0,0 0 0,0
IgM-lgG+ 335 925 39 975 0 0,0 0 0,0
IgM+1gG+ 22 6,1 1 2,5 0 0,0 0 0,0
Total 362 100,0 40 100,0 0 0,0 0 0,0

*N = NUmero
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01 02 03 04 05 06 07 08 CP

288 pb

Figura 4.Perfil eletroforético da PCR convencional obtido durante as pesquisas
do fragmento de 288 pb referente ao gene Bl do Toxoplasma gondii. Os
nameros de 01 a 08 correspondem as amostras de doadores. M representa o
marcador de 100 pb, CP refere-se ao controle positivo e CN ao controle

negativo.
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M 01 02 0304 05 06 07 08 CP

115 pb

Figura 5.Perfil eletroforético da Nested PCR obtido durante as pesquisas do
fragmento de 115 pb do gene B1 do Toxoplasma gondii. Os numeros de 01 a
08 correspondem as amostras de doadores. M representa o marcador de 100

pb, CP refere-se ao controle positivo e CN ao controle negativo
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25 29 30 35 H20 41 42 50 79 81 100 138 h20 GT1 PTG CTG HFF Coug MAS BS w20 185*187 188 18'9 192 195 197 207 219

223 267 319 322 328 329 333 337 338 349 357 361 366 367 391
e Srn e - - -

Figura 6.Perfil eletroforético da Nested PCR realizada para amplificar o marcador GRA6 do Toxoplasma gondii. Os numeros
21, 22, 25, 29, 30, 35, 41, 42, 50, 79, 81, 100, 138, 185, 187, 188, 189, 192, 195, 197, 207, 219, 223, 267, 319, 322, 328, 329,
333, 337, 338, 338, 349, 357, 361, 366, 367, 391 correspondem amostras de DNA dos doadores aptos a doacdo de sangue
do Hemocentro de S&o José do Rio Preto. Os controles positivos correspondem as seguintes abreviacdes: GT1 (cepa l), PTG
(cepa 1), CTG (cepa lll), Coug (cepa atipica), MAS (cepa atipica), Tg Cat BR5 (cepa atipica). As abreviacbes H20

correspondem aos controles negativo da reacao.
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Figura 7. Grafico de amplificacdo das amostras de doadores aptos a doacdo de
sangue do Hemocentro de Sao José do Rio Preto-SP. As curvas que

apresentaram amplificacdo (em vermelho) correspondem aos controles

positivos (cepa RH).
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2.3 Manuscrito 3

Avaliagcdo molecular do risco da transmissdo via transfusional do

Toxoplasma gondii

Fabiana Nakashima?, Octavio Ricci Junior?; Valquiria Pardo de Sousal; Marcos

Paulo Miolal; Cinara de Céssia Brandao de Mattos?, Luiz Carlos de Mattos?!

!Laboratério de Imunogenética da Faculdade de Medicina de Sédo José do Rio
Preto - FAMERP
2Diretor do Hemocentro de Sdo José do Rio Preto - Fundacdo Faculdade

Regional de Medicina de S&o José do Rio Preto (FUNFARME)

Resumo

T. gondii, causador da toxoplasmose, é um protozoario de ampla distribuicdo
mundial. Dentre as varias vias de transmissdo deste parasito, pouco se
conhece sobre a transfusional. Portanto, este trabalho buscou investigar, por
métodos moleculares, o risco da transmissdo deste protozodrio por esta via.
Para tanto, 250 individuos aptos a doacédo de sangue do Hemocentro de Sao
José do Rio Preto-SP foram selecionados. Nas amostras, obtidas a partir do
sangue periférico destes individuos, a infeccado foi determinada pelo ELISA
(IgM e IgG) e a parasitema pela Nested PCR e gqPCR. As amostras com
suspeita de parasitemia foram submetidas a Multiplex Nested PCR RFLP, afim

de caracterizar o genoétipo do parasito. Os doadores com resultados
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discordantes entre as analises sorologicas e moleculares (IgM-lgG-, Nested
PCR positivo) foram reconvocados para uma nova coleta um ano apos a
primeira analise, para investigar a soroconversao (ELISA e IFl). Além destas
analises, os hemocomponentes originados a partir das bolsas, com suspeita de
parasitemia, foram rastreadas para identificar os seus respectivos receptores.
Destes, foram separadas aliquotas de sangue periférico, antes da transfusao e
apos a transfusdo (£20 dias). Estas amostras também foram analisadas pelos
meétodos sorologicos (ELISA e IFI) e moleculares (Nested PCR, gPCR e
Mulitplex Nested PCR RFLP). Das 250 amostras analisadas, 34 (13,6%)
apresentaram resultado positivo somente na Nested PCR. Estas foram
rastreadas, porém somente em quatro casos foram realizados as analises
sorologicas e moleculares nas amostras pré e pos transfusional. Somente uma
amostra, oriunda de receptor, apresentou resultado positivo na Nested PCR,
porém ao ser submetida a genotipagem ndo observou-se amplificacdes para
nenhum marcador. Os resultados moleculares da PCR, obtidos nesta
pesquisa, indicam gque ndo ocorreu transmisséo transfusional do T. gondii na
populacdo estudada. Além disso, a ndo ocorréncia de soroconversdo de
doadores com suposta parasitemia, detectada por Nested PCR, ilustra a menor

especificidade deste método e os risco de contaminacdes evolvido.

Palavras-chave:
Toxoplasmose; vias de transmissédo por T. gondii; hemocomponentes; riscos

transfusionais.
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Introducéo

Toxoplasmose é uma doenca parasitaria causada pelo agente etiolégico
T. gondii. Trata-se de um protozoario intracelular obrigatorio e oportunista,
capaz de infectar qualquer célula nucleada de varios mamiferos e aves.() Em
humanos, a taxa de infeccdo € elevada, porém a frequéncia do
desenvolvimento da doenca é baixa.(? Estima-se que um terco da populacédo
mundial esteja infectada com este parasito.® A frequéncia de infeccdo esta
associada aos habitos alimentares, condicbes ambientais, habitos culturais,
condicbes socioeconbmicas, idade do hospedeiro, dentre outros fatores.
Normalmente, a infeccdo ndo estd associada as complicacbes severas em
individuos imunocompetentes, mas pode levar a quadros graves em individuos
imunocomprometidos e os fetos.®

Nos humanos, a transmissao deste parasito pode ocorrer via congénita
ou apls o nascimento; adquirida principalmente pelo consumo de carne crua
ou mal passada, contaminada por cistos de bradizoitos, e pela ingestdo de
alimentos ou agua contaminados por oocistos esporulados. A transmissao
vertical ocorre quando a gestante se infecta, pela primeira vez, durante a
gestacdo ou passa por periodos de reagudizacdo.G# Além destas, o
hospedeiro humano ainda pode adquirir esta infec¢ao via transplante de érgéos
solidos e transfusdo de hemocomponentes.®-®)

A toxoplasmose ndo é uma doenca infecciosa triada pelas agéncias
transfusionais brasileiras.® Os riscos de transmissdo do T. gondii por esta via
nao estdo bem esclarecidos. Os estudos que buscaram avaliar este risco

basearam-se, principalmente, nos resultados sorolégicos indiretos e ndo na
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deteccdo de parasitemia.®® Por se tratar de uma infeccdo de frequéncia
elevada,®* inclusive no Brasil,(1%1) a exclusdo de bolsas com diagndstico
sorologico reagente para toxoplasmose, com finalidade de diminuir o risco de
transmissdo, pode prejudicar o recrutamento de doadores, bem como a
qualidade de vida dos pacientes que necessitam destes componentes
sanguineos.

Com os avancos dos métodos de biologia molecular, a deteccédo e
caracterizacdo do T. gondii em liquidos corporeos, em tecidos de humanos
sintomaticos e animais de laboratério vem sendo utilizados com sucesso.*2-14
Considerando a possibilidade de detectar e caracterizar o genétipo do parasito
em amostras clinicas, por métodos moleculares, este trabalho dedicou-se a
investigar o risco de transmissao transfusional do Toxoplasma gondii utilizando
métodos moleculares em amostras de receptores de hemocomponentes com

suspeita de parasitemia.

Material e Métodos

Doadores de sangue

Apbs a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto - FAMERP (parecer 006/2011), 250
doadores de sangue do Hemocentro de S&o José do Rio Preto-SP foram
selecionados. Depois da obtencdo da assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido pelos participantes, o sangue periférico foi coletado em dois

tubos; um sem e outro com anticoagulante.



64

Pesquisa de anticorpos especificos anti-T. gondii das classes IgM e IgG
Com o soro foi realizada a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii das
classes IgM e IgG pelo método de ELISA (DiaSorin, Italia), seguindo as
instrucdes do fabricante. Conforme os resultados, os participantes foram
classificados em perfis sorolégicos (PS). Alem do ELISA, o método de
imunofluorescéncia indireta (WAMA Diagndstica, Brasil) também foi realizado
nos individuos com resultado néo reagente no ELISA e positivo para Nested

PCR.

Extracdo do DNA gendmico

Com o sangue periférico coletado com o tubo com anticoagulante
(EDTA) foi realizado a extracdo do material genémico utilizando o protocolo
publicado por Mattos e colaboradores (2011)1® utilizando o Pure Link Genomic

DNA Mini Kit da Invitrogen.

Reacdo em Cadeia da Polimerase convencional (cPCR) para a pesquisa
do gene FUT2

Para avaliar a qualidade do material extraido todas as amostras foram
submetidas a pesquisa do gene FUT2 utilizando o protocolo descrito por

Svensson e colaboradores (2000)*® com modificacées.
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Nested PCR (nPCR) para a pesquisa do gene B1 do Toxoplasma gondii
O protocolo utilizado nesta analise foi publicado por Okay e

colaboradores (2009).17

PCR em tempo real (qPCR)

O PCR em tempo real foi realizado também para pesquisar o gene Bl
do T. gondii nas 250 amostras utilizando o ensaio presenca/auséncia. O mix foi
preparado adicionando 4,5 ul de agua RNAse Free, 10 pl de 2x QuantiTec
Probe PCR Mater Mix (Qiagen), 0,5 ul do ensaio XL da IDT (500 nM de cada
primer e 250 nM da sonda) da Invitrogen e 5 pul do DNA gendmico. O ciclo foi
realizado no aparelho Step One Plus (Applied) com as seguintes temperaturas:
uma vez de 50°C por 2 minutos, uma vez de 95°C por 15 minutos, 40 vezes
94°C por 15 segundos, 40 vezes de 60 °C por 1 minuto e uma vez de 50°C por
30 segundos. Os primers e a sonda utilizados nesta andlise foram publicados

por Gunel e coautores (2012).(1®

Genotipagem

A genotipagem foi realizada pelo método de Multilocus Nested-PCR-
RFLP nas amostras com resultado positivo na Nested PCR durante a triagem
para o gene Bl do parasito. Este método foi realizado em parceria com a
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de
Séo Paulo (USP) utilizando os protocolos publicados por Su e colaboradore
(2010)™% e Pena e colaboradores (2008).%29 A realizacdo deste método

objetivou-se a identificar e comparar os genétipos do parasito entre doador e
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receptor, permitindo assim, inferir com mais seguranca o risco de transmissao

desta infeccéo via transfusional.

Rastreamento das bolsas de sangue com resultado positivo na Nested
PCR

As bolsas de sangue com resultado positivo na Nested PCR foram
rastreadas com o objetivo de identificar os pacientes que as receberam. Dos
receptores, uma aliquota de sangue periférico foi separada antes da transfusao
(amostra pré-transfusional) e outra aproximadamente 20 dias apés a transfusao
(amostra pos-transfusional). Nestas amostras foram realizadas as analises
moleculares (Nested PCR, gPCR e genotipagem) para evidenciar a parasitemia
e definir o genodtipo do parasito. Além destas, as andlises sorolégicas para
pesquisar os anticorpos anti-T. gondii das classes IgM e IgG também foram
realizadas. Grande dificuldade foi encontrada nesta etapa devido ao nao
comparecimento dos receptores ao servico transfusional apés a transfusdo, o

que comprometeu a coleta das amostras pos-transfusional.

Rastreamento dos doadores de sangue com resultados discordantes
entre a Nested PCR e a sorologia

Uma segunda analise foi realizada para tentar esclarecer os resultados
discordantes encontrados entre Nested PCR e sorologia em alguns doadores
de sangue (n=23). Os doadores foram reconvocados para uma nova coleta um
ano apd6s a doacdo de sangue. Tais amostras (soro) foram submetidas a

pesquisa dos anticorpos especificos anti-T.gondii pelos métodos ELISA e
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Imunofluorescéncia indireta (IFI) com a finalidade de identificar a
soroconversao. Além desta, as amostras foram analisadas pelos mesmos

métodos moleculares ja descritos anteriormente.

Resultados

Das 250 (100%; média de idade 34,3+12; mediana 33 anos; intervalo 16
a 65 anos) amostras de doadores analisadas, nenhuma apresentou resultado
positivo na gPCR, mas 34 (13,6%; média de idade 37,6+11,3; mediana 38
anos; intervalo 20 a 58 anos) foram positivas na Nested PCR. Destas 34,
nenhum gendtipo do T. gondii foi determinado pelo Multilocus Nested PCR
RFLP. Na tabela 5 encontram-se o0s resultados das analises soroldgicas e
moleculares dos doadores.

Mesmo com os resultados discordantes entre as andlises moleculares
(Nested PCR, gPCR e genotipagem), as 34 amostras de doadores com Nested
PCR positivo foram rastreadas. Dez amostras pré-transfusionais e seis pos-
transfusionais foram analisadas pelos métodos moleculares e soroldgicos. Os
resultados das andlises encontram-se na tabela 6. Em dois casos nédo foi
possivel realizar a analise sorologica devido a quantidade insuficiente de
amostra separada.

Das 16 amostras de receptores analisadas, somente em quatro casos foi
possivel obter as amostras pré e pos transfusionais (tabela 7). Dos 23
doadores reconvocados, somente sete (30,4%) compareceram para a segunda
coleta, a qual se destinou a investigar a ocorréncia de soroconverséo. Destes,

nenhum participante apresentou resultado reagente no ELISA e na IFI.
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Discusséo

Este trabalho buscou avaliar o risco de transmissdo do T. gondii via
transfusional por meio de andlises moleculares em pacientes que receberam
hemocomponentes com suspeita de parasitemia. Sabe-se que a parasitemia
por T. gondii est4 presente principalmente nas infec¢des recente, porém pouco
se conhece sobre a permanéncia e vitalidade deste parasito na circulacédo
sanguinea de humanos.@ In vitro, estima-se que este parasito sobreviva em
sangue humano coletado com citrato por um periodo de 26 a 28 dias a 4 °C. ??
Esta constatacdo apoia a hipétese levantada por alguns pesquisadores de que
é possivel a ocorréncia de transmissé&o via transfusional deste protozoario. -8

Os estudos que investigaram o risco de transmissao transfusional em
humanos utilizaram como parametro os resultados obtidos dos métodos
soroldgicos indiretos.®8 Embora estes métodos sejam Uteis no diagndstico de
infeccdo e na caracterizagcdo das fases (aguda e crbnica) da doenca, 0s
mesmos nao permitem detectar e/ou caracterizar o parasito, o que dificulta a
comprovagdo de transmissdo por esta via, visto que sdo varias as fontes
possiveis de aquisicdo deste parasito.

Os métodos moleculares vem sendo amplamente empregados no
diagnostico da toxoplasmose em individuos com manifestagbes clinicas da
doenca. (1214.17.23-25 Estes métodos, além de detectar o DNA do parasito,
permitem genotipar o mesmo em amostras clinicas e de isolados,®920.25)
inclusive em individuos saudaveis assintomaticos.?6-2%) Por estas razdes, este

trabalho utilizou a Nested PCR e a gPCR para evidénciar a parasitemia e a
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genotipagem para caracterizar o genétipo do parasito entre os doadores de
sangue e seus respectivos receptores.

Os hemocomponentes originados a partir do sangue de doadores com
resultado positivo na Nested PCR foram rastreados afim de investigar seus
respectivos receptores. Nestes, as mesmas analises moleculares e sorolégicas
foram realizadas para detectar a infeccdo e caracterizar os gendtipos do
possivel parasito transmitido. De acordo com o resultado da sorologia,
evidenciou-se gque os quatro casos de receptores analisados, ja apresentavam
resultado positivo para a infeccdo antes da transfusdo do hemocomponente
supostamente contaminado (amostra pré transfusional).

Por isso, somente a comparacao dos gendtipos do T. gondii entre as
amostras dos doadores e dos receptores poderia esclarecer a davida sobre a
possivel transmissdo via transfusional. Entretanto, ndo foi evidénciada a
presenca de parasitemia nestes quatro receptores. O Unico caso de receptor
com presenga de parasitemia determinada por Nested PCR foi submetida a
genotipagem, porém nao apresentou amplificacdo para nenhum marcador. Por
consequéncia, ndo foi possivel confirmar pelos métodos moleculares a
ocorréncia de transmissdo deste protozoario via transfusional nos casos
analisados.

Os métodos moleculares, assim como o0s sorologicos, também
apresentam limitacGes e podem produzir resultados nédo confiaveis.®339) Ha
estudos que demonstraram que o0s parametros de sensibilidade e
especificidade dos métodos moleculares, que séo utilizados no diagndéstico da

toxoplasmose, dependem, principalmente, da qualidade da amostra,** do tipo



70

da amostra (sangue total, buff coat, tecido, etc.),®? da condigdo imunolégica do
hospedeiro, 2 nimero de copias da regido alvo pesquisada®® e do principio
utilizado para deteccéo da reacdo positiva (eletroforese, sonda).@0

Dessa maneira, € possivel que as discordancias entre os resultados da
Nested PCR com a qPCR e da Nested PCR com a Multiplex Nested PCR
RFLP, encontradas neste trabalho, estejam relacionadas a um, ou mais, destes
fatores citados acima. Entretanto, como né&o foi evidenciada a soroconversao
em sete doadores, um ano apdés serem classificados como sorologia nao
reagente e Nested PCR positivo, acreditamos que estes resultados iniciais
tratavam-se de reacfes falso-positivas e ndo de limitacbes do método. Esta
interpretacdo € corroborada com os resultados de Teixeira e colaboradores
(2013) que descreveram que a Nested PCR apresenta menor especificidade
que a gPCR.(3)

Neste trabalho foi observado que os resultados da gPCR mantiveram-se
negativos para as amostras dos doadores com e sem infecgdo determinada
pelos métodos sorologicos (ELISA e IFI). Como a gPCR nado necessita de
procedimentos pds amplificacdo, o risco de contaminacdo € menor quando
comparada a Nested PCR.(1330) A auséncia de parasitemia determinada por
gPCR utilizando o ensaio TagMan em doadores de sangue também foi
encontrada pelo trabalho de Chiang e colaboradores (2012).%% A auséncia de
parasitemia entre estes doadores de sangue, determinada pelo gPCR, pode
estar associada ao estado imunologico do hospedeiro, pois trata-se de um

parasito oportunista. O estudo de Nguyen e colaboradores (1996), por
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exemplo, demonstrou, experimentalmente, que com o surgimento de anticorpos
especificos, a parasitemia ndo é mais detectada por método molecular.@?

Pelo nosso conhecimento, somente dois trabalhos conseguiram detectar
parasitos na circulacdo de doadores de sangue utilizando a gPCR com ensaio
SYBR Green.?-29) E possivel que a discordancia dos resultados entre estes
trabalhos com o presente estudo possa estar associada com o principio de
deteccdo da fluorescéncia entre estes ensaios. O ensaio TagMan é
considerado mais especifico devido a necessidade da sonda também ser
complementar ao alvo pesquisado.©®

Esta caracteristica, apesar de ser um parametro necessario para o
diagnostico especifico, pode apresentar desvantagem quanto a sensibilidade,
principalmente se considerarmos 0 namero restrito de parasito circulantes em
individuos saudaveis. Portanto, a escolha do método molecular para investigar
o T. gondii na circulagdo sanguinea em individuos saudaveis deve ser
criteriosa e varios fatores devem ser considerados, principalmente por se tratar

de protozodario principalmente tecidual.

Concluséo

De acordo com os resultados encontrados nesta pesquisa, concluimos
gue nao ha evidéncias moleculares do risco da transmissdo do T. gondii via
transfusional na populacdo investigada. Além disso, foi observado que o

Nested PCR pode produzir com maior frequéncia resultado falso positivo.
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Tabela 5.Resultados da sorologia, gPCR e genotipagem das 34 amostras

Nested positiva para o gene B1 do T. gondii

Perfil Nested PCR gPCR positivo Genodtipagem

sorologico positivo
N % N %

IgM-IgG- 23 67,6 0 0,0 N&o determinado
IgM+1gG- 0 0,0 0 0,0 -
IgM-1gG+ 10 29,4 0 0,0 N&o determinado
IgM+IgG+ 1 2,9 0 0,0 N&o determinado

Total 34 100,0 0 0,0

N = Numero; gPCR = PCR em tempo real.
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Tabela 6. Resultados das analises moleculares e soroldgicas das amostras de

receptores que foram transfundidos por hemocomponentes com suspeitas de

parasitemia

Agggzg:;g: Tipo de amostra ng:t;d gPCR Gendtipo Sorologia
01 Pré transfusional Negativo  Negativo - IgM-1gG+
02 Pré transfusional  Negativo  Negativo - IgM-1gG-
03 Pré transfusional  Negativo  Negativo - IgM-1gG+
04 Pré transfusional Positivo Negativo N/D IgM-1gG-
05 Pré transfusional  Negativo  Negativo - N/R
06 Pés transfusional  Negativo ~ Negativo - IgM-1gG-
07 Pré transfusional Negativo  Negativo - IgM-1gG-
08 Pré transfusional Negativo  Negativo - IgM-1gG+
09 Pés transfusional  Negativo ~ Negativo - IgM-1gG+
10 Pré transfusional  Negativo  Negativo - IgM-IgG+
11 Pds transfusional  Negativo ~ Negativo - N/R
12 Pés transfusional  Negativo ~ Negativo - IgM-IgG+
13 Pré transfusional  Negativo  Negativo - IgM-IgG-
14 Pré transfusional Negativo  Negativo - IgM-1gG+
15 Pds transfusional  Negativo ~ Negativo - IgM-1gG+
16 Poés transfusional  Negativo ~ Negativo - IgM-1gG+

N/R = N&o Realizado; N/D= N&o determinado; gPCR = PCR em tempo real.
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Tabela 7. Avaliagdo dos quatros casos de receptores que receberam
hemocomponentes com resultado Nested PCR positivo

Dados do hemoc.

] Andlise Pré-transfusional Analise P6s Transfusional
transfundido
Hemoc.
) (O Nested qPCR PS Nested qPCR PS Nested gPCR
Transfundido

*IgM-1gG+
PT Pos. Neg. IgM-IgG+ Neg. Neg. IgM-IgG+ Neg. Neg.

e IgM-IgG-
PT IgM-IgG- Pos. Neg. IgM-lgG+ Neg. Neg. IgM-lgG+ Neg. Neg.
CH IgM-IgG- Pos. Neg. IgM-lgG+ Neg. Neg. IgM-lgG+ Neg. Neg.
CH IgM-IgG- Pos. Neg. IgM-lgG+ Neg. Neg. IgM-lgG+ Neg. Neg.

Hemoc.=Hemocomponente; PS=Perfil sorolégico; PT=Plaqueta; CH=Concentrado de
hemacias. Neg=Negativo; Pos=Positivo; gqPCR = PCR em tempo real. *Receptor
recebeu duas bolsas com resultado Nested positivo de doadores diferentes.






1.

3.

4.

83

A prevaléncia sorologica de infeccdo entre doadores de sangue da
regido noroeste paulista € elevada. Os fatores de risco associados a
presenca de anticorpos anti-T. gondii da classe IgG foram: a média de
idade avancada, o habito de consumir carne bovina e suina mal passada
ou crua, a ingestdo de leite cru, a presenca frequente de vetores
mecanicos (baratas, moscas e ratos) na residéncia, a baixa condicdo

econdmica, o baixo nivel de escolaridade e residir em zona rural.

Considerando os resultados da gPCR, néo ha evidéncias moleculares de
parasitemia entre os doadores analisados, portanto, a transmisséo via

transfusional parece ndo ocorrer nesta regiao.

Apos a obtencdo dos resultados ndo reagente durante a avaliacdo da
soroconversao de sete doadores de sangue, que foram classificados
inicialmente com sorologia ndo reagente e Nested PCR positivo,
concluimos que este método produz resultados falso-positivos com

frequéncia.

Além dos resultados observados durante a investigacdo da
soroconversao, o insucesso da genotipagem do T. gondii nas amostras
positivas para a Nested PCR, apoiou, ainda mais, a interpretacao de que
estes resultados tratavam-se reacdes falso-positivas, decorrentes,

provavelmente, de contaminagfes durante a realizacdo destas analises.
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Anexo 1 — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

A FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

Autarquia Estadual - Lei n.° 8899 de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n.° 74.179 de 14/06/74)

Parecer n.° 006/2011

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n® 6531/2010 sob a responsabilidade de Luiz
Carlos de Mattos, com o titulo "Investigagdo soroldgica e molecular de
Toxoplasma gondii em doadores de sangue” estd de acordo com a Resolugdo
do CNS 196/96 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolugdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
devera receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevéancia,
além do envio dos relatos de eventos adversos, com certeza para
conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de
relatério completo ao final do Estu

Sdo José do Rio Preto, fi3|de janeiro de 2011.

~ Prof. Dr. Fé¢rnando Batigdlia
Coordenador{ do CEP/FAMERP

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - S3o José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - www.famerp.br
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Anexo 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saude - Resolugdo CNS 196/96)

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa denominada “Investigacéo soroldgica
e molecular de Toxoplasma gondii em doadores de sangue”, aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da FAMERP (parecer 006/2011). O Toxoplasma gondii é o parasita
causador da toxoplasmose. Essa doenca pode ser transmitida aos seres humanos pelo contato
com fezes contaminadas de gato, pelo consumo de carne crua de animais, por transplante e
6rgéaos sdlidos e medula 6ssea. Essa pesquisa tem como objetivo triar pelo sangue periférico a
presenca do T. gondii nos doadores selecionados com e sem sorologia reagente para avaliar
0s riscos da transmissao deste protozoario por meio da doacéo de sangue. A sua participacao
nessa pesquisa é voluntaria, podendo se retirar a qualquer momento. Para participar como
voluntario (a) nessa pesquisa sera necessario:

1. Responder um questionario sobre vocé e seus habitos de vida. Todas as informacdes a seu
respeito serdo mantidas em absoluto sigilo.

2. Autorizar-nos a colher uma amostra de seu sangue para exames da toxoplasmose. A coleta
de sangue é realizada com a introducdo de uma agulha estéril na veia e de acordo com a sua
sensibilidade, vocé poderd sentir uma leve ardéncia no local. O risco da coleta de sangue
podera incluir vermelhiddo e raramente deixa o local de introdu¢cdo da agulha inchado e com
manchas roxas. O seu sangue serd utilizado apenas para analises cientificas e far4 parte do
banco de amostra do Laboratério de Imunogenética da FAMERP. Vocé deve saber que nao
havera riscos de qualquer tipo de contaminagdo durante a coleta de seu sangue, pois 0
material utilizado seré individual e ndo contaminado. Esse material é totalmente estéril (seringa,
agulha, algoddo com alcool) e Gnico para cada pessoa. ApOs a coleta de seu sangue, as
agulhas, seringas e algodao utilizados serdo colocados em saco de lixo e descartados em local
seguro. Esses procedimentos serdo realizados por profissionais com experiéncia. Vocé sera
informada (0) de todos os resultados dos exames que serao realizados em seu sangue e eles
serdo mantidos em absoluto sigilo. Se essa pesquisa for encerrada antes do periodo previsto,
vocé também sera informado (a).

Se vocé tiver qualquer duvida sobre essa pesquisa ou mesmo sobre lesdes relacionadas a
coleta de sangue, entre em contato com o Prof. Dr. Luiz Carlos de Mattos pelo telefone ou pelo
endereco abaixo indicados. Caso vocé tenha qualquer davida sobre seus direitos como sujeito

de pesquisa, vocé também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
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Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto, pelo telefone (17) 3201-5813. Vocé recebera
uma copia deste formulario de consentimento livre e esclarecido assinado e datado.

Declaracao do sujeito da pesquisa

Eu voluntariamente aceito participar da pesquisa “Investigacdo sorolégica e molecular de
Toxoplasma gondii em doadores de sangue”. Li e compreendi essa declaracdo de
consentimento livre e esclarecido, os riscos descritos, assim como estou ciente que a amostra
compora um banco de amostra do Laboratério de Imunogenética da FAMERP, podendo ser
utilizada para outras pesquisas. Entendo que posso retirar meu consentimento ou retirar-me
dessa pesquisa a qualquer momento, sem perder nenhum beneficio aos quais tenho direito.

........... de oo de
Responsével pela discusséo do Assinatura do sujeito da pesquisa ou seu
consentimento livre e esclarecido representante legal

Pesquisador responsavel
Enderego para contato:
Laboratério de Imunogenética
Departamento de Biologia Molecular - Faculdade de Medicina de S J do Rio Preto
Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416
Séo José do Rio Preto - 15090-000
Fones: (17) 3201-5854 (Faculdade)



Anexo 3 — Ficha de dados Epidemioldgicos
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Data da coleta: | Codigo da amostra: | Registro do Doador no Hemocentro:

Nome:

Local de Nascimento: Idade:

Endereco atual: NO:

Cidade: | Estado: | Telefone:

Vocé contraiu algumas dessas doencas infecto-parasitarias?
Si | Néo Sim | Nao Sim N&o
m

HTLV I/lI Maléaria Sarampo

Sifilis Citomegalovirus Catapora

Chagas Toxoplasmose Outras:

Hepatite viral Rubéola Outras:

Dados clinicos: S |N

Vocé tem habito de tomar leite cru? Qual?

Vocé carne crua ou mal passada de qualquer Qual?

animal?

Vocé lava bem os legumes e as verduras?

Vocé tem o habito de andar descalco no solo?

Vocé tem ou ja teve animal doméstico? Qual?

Vocé ja recebeu transfusdes sanguineas? Quando? Por qué?
Héa quanto tempo vocé é doador de sangue?

Vocé ja fez algum tipo de cirurgia? Qual?

Vocé faz uso de algum tipo de medicamento? Qual? Quanto tempo?
Voceé viajou nos Ultimos seis meses? Onde?

Vocé ficou resfriado nos ultimos seis meses?

Vocé sabe seu tipo sanguineo e seu fator Rh? Qual?

Vocé teve gravidez anterior? Quantas?

Vocé teve filho prematuro? Quando?

Vocé teve filho com algum tipo de sindrome? Qual?

Vocé teve algum aborto Quantos?

Dados ambientais:

Vocé mora em zona: () urbana ( ) rural

Qual tipo de moradia: () alvenaria ( ) madeira ( ) outro especificar

() prépria ( ) alugada ( ) cedida ( ) outro especificar

Tem rede de esgoto: ( ) sim () ndo Se ndo qual tipo? () fossa () outrg especificar

Vocé bebe agua: () filtrada ( )fervida ( ) torneira

Qual é o destino do lixo: ( ) coleta publica ( ) outro especificar

Onde vocé mora tem: () ratos ( ) baratas ( ) moscas

Qual é o seu nivel de escolaridade?

Qual é a renda familiar em salarios minimos? ( )1 ( )2 ( )3 ( )4 ( ) acimade 4.

Etnia; Paciente: Pai: Mae:

Obs:




