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ABSTRACT

RODRIGUES, Janaina da Soledad. Factors associated with Toxoplasma gondii
seropositive dogs (NICOLLE AND MANCEAUX, 1908) Nicolle and Manceaux, 1909
(Apicomplexa: Toxoplasmatinae) in the city of Volta Redonda, microregion Middle
Paraiba, RJ. 2014. 77p. Thesis — Doctor in Veterinary Science, Animal Health. Instituto de
Veterinaria. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2014.

Toxoplasmosis is a zoonosis of worldwide distribution, resulting from infection by
Toxoplasma gondii, an obligate intracellular protozoan those humans, mammals and birds.
Dogs have been focused, as indicators of environmental and human contamination, and due to
the mechanical ability to act as hosts sporulated oocysts according to the habit of
xenosmofilia. Thus, this study aimed to: (a) verify the occurrence of anti-T. gondii in dogs in
the Middle Paraiba, Volta Redonda, State of Rio de Janeiro and (b) region determine the
factors that are associated with natural infection with this etiologic agent in dogs in the
region.To this end, serum samples from 297 dogs were collected in a region of the city, which
were processed and tested for ELISA, the results were statistically evaluated for observation
of possible risk factors related to T. gondii, comparing data obtained from applying a specific
questionnaire. The prevalence of 43.8% positivity among the tested animals was observed.
Factors such as diet, eating raw meat, access to the street, where the animal resided region,
age and race were not statistically significant as risk factors for infection of T. gondii in the
bivariate analysis, while sex and contact with cats were significant as risk factors for
infection, with p = 0.03 and 0.00002, respectively. When we performed a multivariate
analysis, race and contact with cats became significant, with p values = 0.0334 and 0.0000,
respectively. Given our results, we can conclude that the likely source of infection in the dog
studied in the city of Volta Redonda region is the ingestion of oocysts, since dogs that had
contact with cats showed 3 times more likely to have seropositive T. gondii. Thus, it is
understood that canine habit of Xesnomofilia should be better studied to clarify whether it

may represent a risk factor for human infection.

Key Words: Toxoplasma gondii, ELISA, risk factors, Volta Redonda.



RESUMO

RODRIGUES, Janaina da Soledad. Fatores associados a cées sororreagentes a Toxoplasma
gondii (NICOLLE E MANCEAUX, 1908) Nicolle e Manceaux, 1909 (Apicomplexa:
Toxoplasmatinae) do municipio de Volta Redonda, microrregido do Médio Paraiba, RJ.
2014. 77p. Tese — Doutor em Ciéncias Veterinarias, Sanidadel Animal. Instituto de

Veterinaria. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2014.

A toxoplasmose € uma zoonose de distribuicdo cosmopolita, decorrente da infeccdo por
Toxoplasma gondii, um protozoério intracelular obrigatorio que acomete humanos, mamiferos
e aves. Cdes tem sido foco de estudo como indicadores de contaminagdo humana e ambiental,
e também devido a capacidade de atuarem como hospedeiros mecanicos de oocistos
esporulados em funcdo do habito da xenosmofilia. Com isso, o presente estudo teve como
objetivos: (a) Verificar a ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii em cdes na regido do Médio
Paraiba, municipio de Volta Redonda, Estado do Rio de Janeiro e (b) determinar os fatores
que estejam associados a infeccdo natural por esse agente etiologico em cées da regido. Para
tal, foram coletadas 297 amostras de soro de cdes em uma regido do municipio, que foram
processadas e testadas para ELISA, tendo sido os resultados avaliados estatisticamente para
observacdo dos possiveis fatores de risco ligados a infec¢do por T. gondii, confrontando dados
obtidos a partir de aplicacdo de um questionario especifico. Foi observada uma prevaléncia de
43,8% de positividade entre os animais testados. Fatores como dieta, ingestdo de carne crua,
acesso a rua, regiao onde o animal residia, faixa etaria e raca ndo foram estatisticamente
significativos como fatores de risco para infeccdo de T. gondii na analise bivariada, enquanto
gue 0 sexo e 0 contato com gatos mostraram-se significativos como fatores de risco para
infeccdo, com valores de p=0,03 e 0,00002, respectivamente. Ao realizarmos a analise
multivariada, a raca e o contato com gatos foram as variaveis significativas, sendo os valores
de p=0,0334 e 0,0000, respectivamente. Frente aos resultados obtidos, pode-se concluir que a
provavel fonte de infeccdo canina na regido estudada dentro do municipio de Volta Redonda é
a ingestdo de oocistos esporulados, uma vez que cdes que tinham contato com gatos
apresentaram 3 vezes mais chances de apresentarem soropositividade para T. gondii. Com
isso, entende-se que o habito canino de Xesnomofilia deve ser melhor estudado a fim de

esclarecer se 0 mesmo pode representar fator de risco para infecgdo humana.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, ELISA, fatores de risco, Volta Redonda



1. INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo cosmopolita, decorrente da infec¢do
por Toxoplasma gondii (Nicolle e Maceaux, 1908) Nicolle e Manceaux, 1909, um protozoério
intracelular obrigatério que acomete humanos, mamiferos e aves. Seu ciclo de vida é
heteroxeno facultativo e dividido em duas etapas, o enteroepitelial e o extra-intestinal.
Felinos em geral, sdo os hospedeiros definitivos, sendo estes os Unicos responsaveis pela
eliminacdo de oocistos no ambiente através das fezes. Mamiferos e aves sdo considerados
hospedeiros intermediarios, servindo como fonte de infeccdo através de presenca de cistos de
distribuicéo sistémica.

Tradicionalmente, cdes ndo tém importancia na transmissdo para humanos. No
entanto, os cédes tem sido foco de estudo como indicadores de contaminagdo humana e
ambiental, e também devido a capacidade de atuarem como hospedeiros mecanicos de
oocistos esporulados em funcdo do hébito da xenosmofilia. Além disso, por serem
domiciliados ou peridomiciliados, podem se alimentar de restos de alimentagdo humana, ou
terem acesso & 4gua e alimentos contaminados ao irem a rua de forma néo controlada. Os cées
rurais ou mesmo, os errantes podem desenvolver também o habito da caca, sendo esse mais
um fator associado a infeccdo. Assim, eles servem como sentinelas para prever fatores de
risco ambiental, tanto para outros vertebrados, quanto para humanos, principalmente em
regibes onde as condicbes de saneamento béasico sdo precarias, onde a infeccdo por esse
agente etioldgico pode ser observada em animais e humanos com mais frequéncia. Condicoes
essas observadas em paises em desenvolvimento.

Com isso, o presente estudo teve como objetivos: (a) Verificar a ocorréncia de
anticorpos anti-T. gondii em cdes na regido do Médio Paraiba, municipio de Volta Redonda,
Estado do Rio de Janeiro e (b) determinar os fatores que estejam associados a infeccéo natural

por esse agente etioldgico em cées da regido.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificagdo

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério, que de acordo com
Levine et al. (1980) tem um complexo apical definido em suas formas infectantes conhecidas
como zoitos. A classificacdo desse coccidio é baseada em Levine et al. (1980), Cox (1981) e
Corliss (1994). Ao revalidar o género Hyaloklossia Labbé, 1896 através de biologia
molecular, ou melhor, ao determinar a arvore de parcimdnia maxima das sequéncias do SSU
rRNA de diversas espécies de coccidios, Modry et al. (2001) determinaram a mesma
distribuicdo quanto as subfamilias dentro da familia Sarcocystidae a semelhanca do
apresentado anteriormente por Smith (1981) para a sua classificacdo. Sendo assim, a sua
classificacdo segue a seguinte identificacdo com base na morfobiologia e em biologia

molecular:

Império Eucariota Corliss, 1994

Reino Protozoa Goldfuss, 1818

Filo Apicomplexa Levine, 1970

Classe Conoidasida Leuckart, 1879

Ordem Eucoccidiorida Léger e Dubosq, 1910
Subordem Eimeriina Léger, 1911

Familia Sarcocystidae Poche, 1913

Subfamilia Toxoplasmatinae Biocca, 1959
Género Toxoplasma Nicolle e Manceaux, 1909
Espécie Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1908)
Nicolle e Manceaux, 1909



2.2 Histoérico

A primeira descricdo oficial deste parasito data de outubro de 1908, por Nicolle e
Manceaux, no Instituto Pasteur de Tunis, onde eles descreveram um microorganismo em
células mononucleares do baco e figado de um roedor do norte da Africa, Ctenodactylus
gundi (OLIVEIRA, 2002). Contudo, Alfonso Splendore, em julho do mesmo ano, na cidade
de Sdo Paulo, ja havia visualizado formas semelhantes em cortes anatomopatoldgicos de
coelhos e descrito as lesbes e os corpusculos parasitarios presentes nas formas livre e
intracelular, isolados e agrupados. Nos anos seguintes diversos relatos deste novo parasito
surgiram em todo o mundo e em diferentes espécies animais, reforcando a tese de sua ampla
distribuicdo. Os primeiros relatos ndo foram descritos como Toxoplasma gondii e sim como
Leishmania gondii e Leishmania cuniculi respectivamente Nicolle e Manceaux, 1908 e por
Splendore, 1908.

A primeira descricdo da toxoplasmose em humanos foi feita por Wolf e Cowen (1937)
onde conseguiram infectar experimentalmente animais com T. gondii a partir de tecido
nervoso central com lesdes caracteristicas observadas em um natimorto. A primeira descri¢do
de toxoplasmose em adultos foi documentada por Pinkerton e Weinman (1940) nos EUA.

Com o advento dos testes imunoldgicos, foi possivel se ter uma idéia da prevaléncia
de T. gondii ndo s6 em humanos como em animais. Desta forma, verificou-se que as
infeccbes no ser humano geralmente sdo assintomaticas e que este protozoario estava

amplamente distribuido na natureza, afetando mamiferos e aves (FELDMAN, 1982).

2.3 Ciclo Biologico

T. gondii possui um ciclo de vida heteroxeno facultativo, sendo um protozoario
coccidio intracelular obrigatdrio. O ciclo deste agente etioldgico se divide em duas fases bem
distintas: a enteroepitelial, que leva a formacdo de merontes, gametas e oocistos, e extra-
intestinal ou tecidual, levando a formacéo de clones e cistos (FRENKEL, 1973). Seu ciclo
completo somente pode ser observado no hospedeiro definitivo, ou seja, em membros da
familia Felidae, enquanto que mais de 200 espécies de animais, entre mamiferos e aves sao

considerados hospedeiros intermediarios (LEVINE, 1985).



As trés formas infectantes de T. gondii sdo bradizoitos, presentes nos cistos teciduais,
os taquizoitos que sdo formas proliferativas presentes em clones ou colbnias, e 0s
esporozoitos encontrados nos oocistos esporulados (TURNER, 1978).

T. gondii pode ser observado em varios tecidos de vertebrados endotérmicos
(FRENKEL, 1972; MILLER et al., 1972), exceto nas hemacias; os taquizoitos ainda podem
ser vistos, em liquidos organicos como saliva, leite, sémen, urina e transudado peritoneal (DE
ABREU et al., 2001; ARANTES et al., 2009). Por outro lado, pode desenvolver todas as
fases do seu ciclo bioldgico em felinos na mucosa do intestino delgado (JEWELL et al., 1972;
DUBEY, 1986; FRENKEL, 1986) sendo sua fase final, os oocistos, eliminados junto com as
fezes.

A ingestdo de agua ou alimentos contaminados com oocistos esporulados ou a
ingestdo de cistos de carnes mal cozidas ou cruas sdo as duas principais vias de transmissao
de T. gondii, inclusive para humanos (DUBEY; BEATTIE, 1988). Hospedeiros transportes
como artropodes e anelideos podem estar envolvidos na cadeia epidemiolégica deste
protozoario, podendo veicular e transportar esse coccidio de um local para outro (FRENKEL,
1972; WALLACE, 1973; RUIZ; FRENKEL, 1980; HUGHES, 1985). Além disso, o cédo
também esta associado a outra forma de transmissdo mecénica conhecida como xenosmofilia.
Essa forma de transmissdo tem sido considerada como significativa na epidemiologia da
toxoplasmose onde ha cdes e gatos (FRENKEL; PARKER, 1996; DA ROCHA et al., 2012).

2.4 Formas Infectantes

2.4.1 Taquizoitos

Os taquizoitos de T. gondii medem cerca de 2x6 um e geralmente possuem a forma de
meia-lua, com a extremidade anterior afilada e a extremidade posterior arredondada, estando
0 nucleo situado usualmente proximo a extremidade posterior ou centralmente. Essa forma
infectante torna-se ovoide apds a penetracdo na célula do hospedeiro e esta o isola, através da
formacédo de um vacuolo parasitoforo (DUBEY, 1977).

Clones ou colbnias terminais, conhecidos anteriormente como pseudocistos, sao
denominacdes dadas a celula do hospedeiro contendo numerosos taquizoitos, que se
multiplicam e ao mesmo tempo comprimindo o nucleo da célula parasitada para a periferia
(AMARO NETO et al., 1982).



Taquizoitos ndo suportam a permanéncia no estbmago do hospedeiro por muito tempo
dado a presenca do suco gastrico, que os destroem com facilidade (JACOBS et al., 1960).
No entanto, ha relatos conflitantes a respeito da susceptibilidade dessas formas de infec¢éo,
taquizoitos, a digestdo da pepsina acida (HOFF et al., 1977; SHARMA; DUBEY, 1981;
DUBEY, 1998).

Dubey (1998) ao avaliar a acdo da tripsina e da pepsina sobre os taquizoitos de T.
gondii in vivo e in vitro observou que no estudo in vitro, com cepa RH, a maioria dos
taquizoitos morreram quando expostos a pepsina &cida por 30 minutos, porém,
ocasionalmente alguns desses, extracelulares, sobreviveram a pepsina &cida por 2 horas. A
infectividade dos taquizoitos por via oral pode ser explicada no caso de uma crianga que se
infectou pela ingestdo do leite da mée que tinha adquirido toxoplasmose recentemente
(BONAMETTI et al., 1975), o que pode ter ocorrido em funcdo do pH menos acido ou
mesmo em clones ou colonias eliminados entre os restos celulares observados no constituinte
do leite materno. Situacdo esta observada em cabritos quando amamentados com leite de
cabras na fase aguda da doenca (DUBEY et al., 1980).

Taquizoitos sdo facilmente eliminados por dessecacdo, pelo etanol a 70% e os
desinfetantes comumente usados (FRENKEL, 1973).

2.4.2 Bradizoitos

Estruturalmente e biologicamente estas formas diferem dos taquizoitos. Geralmente
possuem o nucleo situado perto da extremidade posterior. Muitos granulos PAS-positivos
estdo inclusos nos cistos de resisténcia e sdo mais frequentemente observados na fase cronica
da enfermidade. Entretanto, os estadios de transicdo entre taquizoitos e vice-versa ndo estao
bem definidos, tanto estruturalmente quanto antigenicamente (DUBEY, 1998).

O cisto é a forma de resisténcia no organismo. Constituido por uma membrana
argirofilica que envolve vérios bradizoitos, geralmente sdo subesféricos ou tomam a forma da
célula do hospedeiro. O tamanho dos cistos é variavel, podendo medir de 5um quando ainda
imaturos ou até 100 um quando formados e bem definidos, podendo conter centenas de
organismos no seu interior. A natureza parasitaria da parede diferencia o cisto das col6nias
terminais. Os cistos sdo mais numerosos nas fases cronicas da infecgédo, quando o hospedeiro
ja adquiriu certa imunidade (AMATO NETO et al., 1982).



Quanto a resisténcia dos cistos pensa-se que eles ndo resistam aos processos de salga,
cura ou aquecimento utilizado na preparacdo de carnes industrializadas. Também se admite
que os cistos ndo suportam o congelamento, morrendo em temperaturas comumente
alcancadas nos freezers domésticos (DUBEY, 1994), embora ja se tenha assinalado a
sobrevivéncia de cistos recuperados de cérebro e musculatura apos o congelamento a -20°C
por 16 dias (DUBEY; FRENKEL, 1973).

2.4.3 Esporozoitos

As formas eliminadas nas fezes dos felideos sdo o0s oocistos. A esporulagdo ocorre
dentro de um periodo de 1 a 4 dias, dependendo de condicBes de temperatura e umidade.
Dentro de cada oocisto infectante, formam-se dois esporocistos, cada qual contendo em seu
interior quatro esporozoitos (DUBEY et al., 1970). Dubey e Frenkel (1973) observaram que,
em camundongos experimentalmente infectados com oocistos esporulados, alguns desses
passavam através do intestino sem que ocorresse excistacdo e deste modo eram eliminados
ainda infectantes nas fezes desses animais, favorecendo a contaminacdo de outros vertebrados
endotérmicos.

Os oocistos ndo esporulados variam de subesféricos a esféricos, medindo de 10 x 12
Km, enquanto os oocistos esporulados séo de subesféricos a elipsoidais, com medida de 11 x
12,5 um (DUBEY et al.,, 1970; DUBEY 1973, 1976). Os esporocistos sdo elipsoidais,
medindo cerca de 6 x 8,5 um e 0s esporozoitos sdo alongados, curvando-se dentro de cada
esporocisto e medindo cerca de 2 x 8um quando livres (DUBEY et al., 1970).

Esses oocistos esporulados permanecem viaveis em agua, sem perda importante de
infectividade quando testados por prova biolégica em camundongos, a 10°C, 15°C, 20°C e
25°C durante 200 dias. A 50°C eles permanecem infectantes por um periodo de até 1 hora.
Em baixas temperaturas, os oocistos permanecem infectantes por até 13 meses a 0°C, nédo
sendo com isso, 0 congelamento uma forma eficaz de eliminagdo de oocistos (DUBEY,
1998).

Os oocistos também sdo resistentes aos acidos e alcalis e a maior parte dos
desinfetantes. Porém sdo sensiveis a amonia, a dessecacdo e a temperatura de 55°C por 30
minutos (DUBEY et. al., 1970).



2.5 Fase Enteroepitelial

A fase intestinal do desenvolvimento do ciclo de vida de T. gondii s6 ocorre na
mucosa intestinal de membros da familia Felidae, que podem se infectar pela ingestdo de
qualquer estadio infectante, principalmente de bradizoitos presentes em cistos teciduais nos
hospedeiros intermediérios, modalidade de transmissdo mais eficiente para o hospedeiro
definitivo (DUBEY, 2006). A infeccdo através da ingestdo de oocistos esporulados pelos
felinos é benigna, com menor patogenicidade comparada as produzidas pela ingestdo de
bradizoitos e taquizoitos.

Pode haver variacdo de periodo pré-patente a depender do estadio infectante ingerido
por esses animais. Os felideos eliminam oocistos de T. gondii nas fezes de trés a 10 dias ap6s
a ingestdo de bradizoitos, perdurando a eliminacdo por mais de 20 dias; 13 dias apds a
ingestdo de taquizoitos; e 18 a 49 dias apds ingestdo de oocistos esporulados, sendo esta
eliminacdo a de menor periodo de tempo, em torno de 10 dias (DUBEY, 1998; TENTER et
al., 2000). O periodo pré-patente ndo depende da quantidade de formas ingeridas, e sim na
qualidade ou na forma ingerida, sendo o periodo pré-patente menor quando gatos consomem
bradizoitos pelo carnivorismo (DUBEY, 2006). Sendo assim, a ingestdo de cistos através do
carnivorismo torna-se a infeccdo mais importante epidemiologicamente, pois felinos tem o
habito de cacar e ao ingerir sua caga com cistos sistémicos o periodo pré-patente torna-se
menor, facilitando com isso uma melhor dispersdo das formas infectantes.

No intestino delgado ocorre liberacdo dos bradizoitos que penetram nas células da
mucosa intestinal iniciando a fase enteroepitelial. Essa fase resulta na formacao de até cinco
tipos de merontes de T. gondii por reproducdo assexuada contendo no seu interior oS
merozoitos. Ao final ddo origem aos gamontes, que por sua vez, diferenciam-se em macro e
microgametdcitos.  Inicia-se entdo, a reproducdo sexuada, ocorrendo a fertilizagdo do
macrogametocito por um microgameta, dando origem ao zigoto. Em seguida, uma parede é
formada ao redor deste zigoto, dando origem ao oocisto ndo esporulado. Estes ficam livres na
luz intestinal por ruptura celular até alcancarem o meio ambiente juntamente com as fezes
(DUBEY; THAYER, 1994).



2.6 Fase Extra-Intestinal

Nos hospedeiros intermediarios, 0s cistos e/ou oocistos esporulados tém suas paredes
externa rompidas por acdo enzimatica e as formas infectantes sdo liberadas no ldmen
intestinal. Os esporozoitos provenientes dos oocistos e bradizoitos provenientes dos cistos
estardo livres no trato digestivo, penetrardo nas células da lamina prépria do intestino delgado,
e se multiplicardo por diversas fases de divisao, variando da divisdo binaria longitudinal a
endogenia, resultando assim nos merozoitos. Esses se multiplicam rapidamente por meio de
endodiogenia ou endopoligenia, rompem a célula mée e se disseminam através da corrente
sanguinea ou linfética pelo organismo do hospedeiro caracterizando a fase aguda da doenca,
guando sdo observados os sinais clinicos (DUBEY; THAYER, 1994; DUBEY et al., 1998).
Os taquizoitos possuem a capacidade de parasitar varios tipos celulares, como fibroblastos,
células reticulares, hepatdcitos, pneumacitos, neurdnios e células do musculo cardiaco
(FRENKEL, 1973).

Apds aproximadamente duas semanas, 0 hospedeiro adquire imunidade, que faz com
que a taxa de multiplicacdo do parasito diminuia. Os taquizoitos passam a ser chamados
bradizoitos, mantendo-se confinados em um cisto de parede elastica, no citoplasma das
células infectadas. Estes cistos podem ser observados nos mais diversos tipos de tecidos,
preferencialmente tecido muscular esquelético, cardiaco e tecido nervoso, representando a
fase final do ciclo bioldgico no hospedeiro intermediario (DUBEY; THAYER, 1994; DUBEY
et al., 1998). A localizacdo desses cistos nos tecidos varia de acordo com as espécies de
hospedeiros intermediarios envolvidos. Desta forma, varia também a importancia dos animais
de producdo como fonte de infeccdo, sendo suinos, ovinos e caprinos considerados a maior
fonte de infeccdo para humanos (TENTER et al.,, 2000). Quando estes animais s&o
consumidos ocorre a infeccdo de novos hospedeiros intermediérios ou definitivos (DUBEY,
1994; DUBEY et al., 1998).

O ciclo extra-intestinal também ocorre no gato, simultaneamente ao ciclo que se passa
no intestino. Assim o0s tecidos extra-intestinais dos gatos podem ser parasitados por
taquizoitas e mais tarde por cistos (DUBEY; FRENKEL, 1972).



2.7 Transmissao

A transmissdo através do carnivorismo e/ou canibalismo, que consiste na ingestao
principalmente de cistos com suas formas infectantes, os bradizoitos € uma das mais comuns
formas de transmissdo de T. gondii (DUBEY, 2006). Toxoplasma gondii é adaptado para ser
transmitido biologicamente por carnivorismo, principalmente para 0s gatos, enquanto que a
transmissdo pelos oocistos é mais eficiente em hospedeiros intermediarios (DUBEY, 2010).
Transmissdo horizontal de T. gondii pode envolver também a transmissdo por taquizoitos
através de transfusdo de sangue e derivados, transplantes de 6rgdos, ou leite ndo pasteurizado
(DUBEY; FRENKEL, 1972; DUBEY et al. 1997; TENTER et al. 2000; DUBEY, 2006;
DUBEY et al. 2009; DUBEY, 2010). Gatos se infectam ap0s a ingestdo de qualquer uma das
trés fases infecciosas de T. gondii (DUBEY, 2010).

Infeccbes provenientes da ingestdo de oocistos esporulados em seres humanos sdo
clinicamente mais graves do que infeccbes adquiridas pela ingestdo de cistos teciduais
(DUBEY, 2004). Seres humanos e animais sdo infectados principalmente pela ingestdo de
bradizoitos na forma de cistos teciduais em alimentos de origem animal ou oocistos
esporulados, através de qualquer alimento ou agua com contaminacédo fecal. A contaminagéo
pela ingestdo de agua contaminada com oocistos esporulados tem sido relatada em surtos de
toxoplasmose por todo o mundo, principalmente pela contaminacdo de reservatorios de agua,
além disso, relatos de toxoplasmose em mamiferos marinhos reforcam a importancia de uma
possivel transmissdo de T. gondii pela agua (DE MOURA et al., 2006; LINDSAY; DUBEY,
2009).

Os oocistos sdo eliminados exclusivamente nas fezes de felideos infectados, tendo
papel importante na epidemiologia da infeccdo. A eliminagdo dos oocistos € interrompida
apos o desencadeamento da resposta imune, contudo, esta imunidade ndo persiste a vida toda
do animal, assim uma segunda eliminagdo de oocistos pode ocorrer quando o animal ingerir
novamente formas infectantes de T. gondii passados anos da infeccdo primaria, ou ainda
quando desafiados com coinfeccdo com Cystoisospora felis (TENTER et al., 2000;
CHESSUM, 1972; DUBEY, 2010).

Apdbs a primeira infeccdo, gatos que sdo mantidos dentro de casa podem eliminar
grande numero de oocistos no ambiente doméstico, colocando seus proprietarios em risco.
Gatos de rua ou os criados em fazendas tem a capacidade de contaminar 0 meio ambiente com
oocistos, 0s quais podem infectar animais que por sua vez, serdo abatidos para consumo

humano. No entanto, oocistos ndo esporulados eliminados por gatos ndo sdo imediatamente
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infectantes (TENTER et al., 2000). O habito felino de enterrar suas fezes aumenta as
condigdes de sobrevivéncia para 0s oocistos e torna o ambiente favoravel para esporulagéo.
Vérias amostras de T. gondii tém sido isoladas do solo em todo o mundo, sendo essa uma
possivel fonte de contaminacdo humana através da jardinagem (ITO et al., 1975; COUTINHO
et al., 1982; DUBEY, 1986; GRUNSPAN, 1996). Porém, manter gatos em casas ou em
apartamentos ndo necessariamente aumenta o risco de contrair a infecgdo por T. gondii, se
medidas preventivas forem efetivas e as fezes dos gatos forem removidas diariamente
(TENTER et al., 2000).

Oocistos podem ser distribuidos no ambiente pelo vento, chuva e aguas de superficies
ou mesmo em alimentos (DUBEY; BEATTIE, 1988; BUXTON, 1990), propagados por
minhocas, invertebrados coprdéfagos ou por esterco (DUBEY; BEATTIE, 1988), e podem
permanecer infectantes por mais de 19 dias no intestino de baratas, consideradas vetores
mecanicos de T. gondii (CHINCHILLA et al., 1994), facilitando a disperséo da doenca entre
os animais e humanos (FRENKEL, 1972; WALLACE, 1973; RUIZ; FRENKEL, 1980;
HUGES, 1985). Esta importante participacdo de invertebrados na transmissdo da
toxoplasmose € devido, principalmente aos habitos de alimentacdo e comportamento
biol6gico destes animais.

Insetos como baratas, ap6s contato com fezes de gatos contaminados com oocistos de
T. gondii, mantém estes viaveis, sendo eficientes como vetores na transmissao mecanica deste
agente etioldgico e contaminam o meio ambiente, alimentos e o solo (WALLACE, 1972;
WALLACE, 1973; CHINCHILLA et al., 1994). Além disso, os gatos podem se infectar
devido aos hébitos predatérios, assim como em outros vertebrados, ingerindo baratas que
tenham em seu intestino oocistos esporulados viaveis (WALLACE, 1972). As moscas, assim
como as baratas, também sdo responsaveis por transmitir a toxoplasmose, atuando como
vetores mecanicos, contaminando alimentos e o ambiente. Outros insetos como besouros, que
se alimentam de matéria orgénica, alem de serem transportadores de oocistos, através do
corpo e patas, contaminam alimentos, agua e provaveis animais que o utilizem como
alimento, inclusive o préprio gato (SAITOH; ITAGAKI, 1990). Anelideos contribuem para
dispersdo da toxoplasmose ao contaminarem aves e outros mamiferos silvestres que as
utilizam como fonte alimentar (RUIZ; FRENKEL, 1980; BETTIOL et al., 2000).

O habito de cées de se esfregar no solo, conhecido como xenosmofilia, também é
apontado como uma forma de transmissdo mecanica de oocistos de T. gondii, quando os
mesmos realizam este ato em ambientes contaminados e, com o0 auxilio da estatica, o0s

oocistos se aderem ao pelo e pele desses cdes. Essa fonte de infec¢do é importante ndo s6 na
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contaminacdo dos cdes, como também em humanos, pois ao acariciarem seus animais e
levarem as mdos a boca, podem se contaminar sem necessariamente haver o contato feco-oral
(LINDSAY et al. 1997; ETHEREDGE et al., 2004). Alguns estudos j& correlacionam a
presenca de cées e a infeccdo humana por T. gondii (FRENKEL et al., 1995; ETHEREDGE et
al., 2004). Essa via de transmisséo tem se tornado alvo de diversos estudos, pois 0s cées néo
sdo apenas animais de companhia, mas tém sido utilizados para terapias assistidas com uso de
animais, para pacientes com problemas oncoldgicos, SIDA e também indicada como
adjuvante em tratamento de diversas doencas, como hipertensdo arterial, diabetes, convulsdes
e alteragBes emocionais, como exemplos. (FRIEDMAN; SON, 2009).

Os taquizoitos tém o papel principal na infeccdo vertical de T. gondii, sendo esta uma
das principais vias de transmissdo do parasito. Estes sdo muito sensiveis no ambiente e
morrem facilmente fora do hospedeiro (TENTER et al., 2000). Sdo importantes também nos
transplantes de 6rgdos (DUBEY; BEATTIE, 1988; HO-YEN, 1992), e podem ser encontrados
em derivados de sangue e leite, principalmente de cabras e ovelhas (DUBEY; BEATTIE,
1988; JACKSON; HUTCHISON, 1989). Outros fluidos organicos como saliva, urina,
lagrimas e sémen podem conter taquizoitos (DUBEY; BEATTIE, 1988), mas ainda ndo ha
evidéncia concreta de transmissdo horizontal para seres humanos por essas vias. Taquizoitos
ja foram isolados em ovos crus de galinhas, quando estas foram previamente inoculadas
(JACOBS; MELTON, 1966).

Em relacdo a contaminacdo de sémen por taquizoitos, Arantes et al. (2009),
inocularam cdes machos com T. gondii, verificaram a presenca do parasito no sémen desses
animais e utilizaram para inseminacéo artificial de quatro cadelas negativas, que se tornaram
soropositivas uma semana ap6s. Duas cadelas tiveram reabsorcdo e morte fetal, e as outras
duas levaram a gestagdo a termo. Os quatro filhotes que nasceram vieram a oObito e cistos de
T. gondii foram isolados do cérebro de todos, comprovando dessa forma a transmissdo sexual
em cdes e a transmissao vertical das fémeas para seus filhotes.

Experimentalmente outro estudo ja havia demonstrado a possibilidade de transmisséo
vertical em cdes, utilizando fémeas inoculadas durante a gestacdo com oocistos. Houve
isolamento do parasito nas fémeas e nos filhotes (BRESCIANI et al., 1999).

Outra evidéncia de transmissdo vertical foi observada por Al-Qassab et al. (2009), que
observaram T. gondii no cérebro de um filhote nascido de uma mée previamente negativa.
Esse isolamento associado a positividade encontrada na mae por Western-blotting para IgM
ap6s 0 nascimento, demonstra que provavelmente ela se infectou durante a gestacdo e

transmitiu ao filhote por via transplacentéria.
11



Os bradizoitos estdo dentro dos cistos em tecidos de animais e é outra importante fonte
de contaminacdo. Os cistos sdo mais frequentemente observados em suinos, ovinos e
caprinos, menos frequente em frangos, coelhos, cdes e cavalos. Cistos sdo dificilmente
encontrados em bovinos e bubalinos, embora altas taxas de anticorpos em bovinos sejam
encontradas, evidenciando uma exposi¢do continua ao parasito (TENTER et al., 2000). Tem-
se observado um declinio na soroprevaléncia de T. gondii nas ultimas décadas em paises
desenvolvidos, sendo atribuido a introducdo de sistemas modernos de criacdo, associado ao
aumento de consumo de carnes congeladas e bem cozidas (TENTER et al., 2000;
KORTBEEK et al., 2004; DIZA et al., 2005; JONES et al., 2007). Esta forma de transmisséo
é considerada a principal fonte de infeccdo humana pés-natal (TENTER et al., 2000),
principalmente em carne suina nos EUA (DUBEY'; SU, 2009).

A infeccdo por T. gondii durante a gravidez pode ser adquirida através da ingestao de
carne mal cozida, 4gua ou alimentos contaminados com as formas infectantes (DUBEY;
FRENKEL, 1972; FRENKEL; PARKER, 1996; DUBEY et al., 1997; TENTER et al., 2000;
DE MOURA et al. 2006; JONES; DUBEY, 2010). Se o primeiro contato ocorrer durante a
gravidez, T. gondii pode ser transmitido verticalmente por taquizoitos que séo passados para 0
feto através da placenta (TENTER et al., 2000). Essa fase caracteriza-se por ocorrer
principalmente durante a fase aguda da doenga, onde os taquizoitos livres na circulacdo
sanguinea procedentes de suas formas proliferativas, os clones, passam da mée para o feto,
transpondo a barreira transplacentaria, pois este € um dos poucos patégenos que possuem tal
capacidade (TENTER et al., 2000; ROBBINS et al., 2012; GIVENS; MARLEY, 2008). Isto
resulta em doenca para o recém-nascido, com perda visual e auditiva, retardo mental e
psicomotor, convuls@es, alteracdes hematoldgicas, hepatoesplenomegalia, hipoplasia dentéria,
calcificagdes intracranianas e até mesmo a morte. Alguns problemas de saide podem ndo ser
aparentes até a segunda ou terceira década de vida (BERREBI et al., 1994; JONES et al.,
2003; GOLDSTEIN et al., 2008; SIQUEIRA, 2013). A frequéncia e a gravidade da
transmissdo dependem da idade gestacional (DUNN et al., 1999; ROBBINS et al., 2012),
raramente a transmissdo ocorre em mulheres infectadas antes da gravidez ou durante a
infeccdo crénica (DUBEY, 2010).

Em gatas e outros mamiferos hospedeiros intermediarios, diversas lesdes ja foram
evidenciadas em seus neonatos (DUBEY et al., 1996; AL-QASSAB et al.,2009; DUBEY et
al., 1990) sendo que em ovelhas ja foi constatada a formag&o de cistos no Gtero, com provavel
infeccdo do feto em caso de gestacdo (DUBEY, 1987).
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A toxoplasmose adquirida durante a gestacdo pode constituir uma das formas de
transmissdo do parasito e apresenta especial relevancia pelos danos causados ao

desenvolvimento do feto.

2.8 Toxoplasmose em cées

A primeira descricdo de toxoplasmose em cdes ocorreu na Italia (MELLO, 1910),
sendo gue no ano seguinte um cdo foi diagnosticado no Brasil no exame post mortem, através
de andlise de pulmao, baco, figado e rins e de medula éssea, onde foram observados
organismos Vviaveis tendo as caracteristicas de T. gondii (CARINI, 1911). A infeccédo por T.
gondii em cédes é relativamente comum (LANGHAM; SHOLL, 1949; OTTEN et al., 1950;
CAPEN; COLE, 1966; AHMED et al., 1983; SUTER et al., 1984; GREENE et al., 1985;
PIMENTA et al., 1993; BERNSTEEN et al., 1999; MINEO et al., 2001; BRITO et al., 2002;
GIRALDI et al., 2002; MORETT!I et al., 2002; DUBEY et al., 2003a; DUBEY et al., 2003b;
FRESCHI et al., 2005; TARLOW et al., 2005; DA SILVA et al., 2005; MORETTI et al.,
2006; SEVA et al., 2006; GUIMARAES et al., 2009; PLUGGE et al., 2011; HOFFMANN et
al., 2012; HEADLEY et al., 2013; SAKAMOTO et al., 2013). A toxoplasmose clinica é
muito menos frequente, e usualmente é vista em animais jovens e associada a fatores
imunossupressores ou infeccBes concomitantes (DUBEY, 2010), com sintomas clinicos
inespecificos ou inaparentes (DE ABREU, 2001). Alguns sintomas sdo inespecificos como:
anorexia, diarréia intermitente, hipertermia e letargia (DOMINGUES et al., 1998; HIGA et
al., 2000). A patogenicidade é determinada por muitos fatores incluindo a viruléncia da cepa
do parasito, volume do inoculo, o estddio do parasito, além da imunidade individual do
hospedeiro (DUBEY, 2004).

LesBes oculares em cées sdo caracterizadas por ceratoconjuntivite, episclerite,
esclerite, retinite, coroidite, uveite anterior, neurite oOtica, hiperplasia de epitélio ciliar e
polimiosite (BUSSANICH; ROOTMAN, 1985; DUBEY, 1985; DAVIDSON, 2000; DUBEY
et al., 2003b; MANDELL; HOLT, 2005; DUBEY; LAPPIN, 2006; TOWNSEND, 2008;
SWINGER et al., 2009). A aparéncia da fundoscopia sdo lesdes cinza enegrecidas na area
tapetal e infiltrado branco algodonoso na area nao-tapetal (DAVIDSON, 2000).

Alguns animais podem ter sinais dermatologicos como alopecia ou piodermite
associados a alteracBes neurolégicas (HIGA et al., 2000), como ataxia, andar em circulos,
mioclonia, paralisia de membros, alteracbes de musculatura cervical, alteragdes de

comportamento, tremores e convulsdes (HIGA et al., 2000; DUBEY, LAPIN, 2006). Pode
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ainda haver comprometimento do sistema respiratorio (CAPEN; COLE, 1966; PIMENTA et
al., 1993) com evolugdo para dbito por insuficiéncia respiratéria em decorréncia do quadro
clinico de pneumonia, que se exterioriza com ou sem tosse (DUBEY, 2010), porém com
presenca principalmente de febre, dispnéia, estertores respiratorios, secrecdo nasal e ocular e
linfadenopatia (BRESCIANI et al., 2001).

Durante a gestagéo, a toxoplasmose pode acarretar abortamento, reabsorcao fetal ou o
nascimento de filhotes enfermos, principalmente em funcdo da transmissdo transplacentaria
(BRESCIANI et al. 1999; ARANTES et al. 2009; AL-QASSAB et. al., 2009).

2.9 Frequéncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em cées e fatores associados

2.9.1 No Mundo

Nos estudos destacados no Quadro 1, realizados em diversos paises do mundo, pode-
se observar uma grande variacdo de percentual de positividade entre a populacdo canina, de

9,4 a 48,5%, entretanto, segundo Tenter et al. (2002) esta variacao pode ser de 8% a 85%.

2.9.2 No Brasil

No Brasil os percentuais de cédes positivos para T. gondii sdo considerados altos,
variando de 21,3% a 91%, a depender do foco populacional do estudo (Quadro 2).

No municipio de Sdo Paulo, foi realizado estudo com 210 cdes provenientes do
ambulatério clinico da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sdo Paulo, onde 151 (72%) dos animais foram reagentes no teste RIFI. Os autores nédo
observaram diferencas significativas entre a infeccdo e o sexo, concluindo que ambos séo
igualmente susceptiveis. Em relacdo a idade, animais com dois ou mais anos de idade
apresentaram maior propor¢do de resultados positivos, sendo que cdes com até seis anos
apresentavam maior frequéncia de anticorpos, concluindo que estes tinham se infectado logo
no inicio da vida, atingindo a frequéncia maxima de anticorpos aos dois anos e com declinio a
partir do sétimo, sugerindo que anticorpos detectados seriam apenas residuais ou que existiria

uma susceptibilidade maior em animais mais jovens (ISHIZUKA et al., 1974).
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Quadro 1. Anticorpos anti-Toxoplasma gondii em cées em diferentes localidades do mundo.

NUmero de
Prova x A
Local sorolégica Populagéao estudada Animais Reagentes Referéncia
(%)

Taiwan LAT Cées de caca 51 10 (19,6) Fan et al., 1998
o Caes de clinicas veterinarias
Austria RIFI . 242 63 (26) Wanha et al., 2005

e laboratorios
Colébmbia  MAT Cccz 309 52 (16,8) Dubey et al., 2007b
Tailandia LAT Cées errantes 427 40 (9,4) Jittapalaong et al., 2007
Taiwan LAT Abrigo de cées 1412 284 (20,1) Tsai et al., 2008
Grenada MAT Diversa 107 52 (48,5) Dubey et al., 2008b
Malésia RIFI Cées de clinicas veterinarias 135 13 (9,6) Chandrawathani et al., 2008
Coréia PCR Cées de guarda ou caca 138 64 (46,3) Lee et al., 2008
México MAT Abrigo de cées 150 68 (45,3) Dubey et al., 2009
Iran ELISA Cées domiciliados e errantes 90 53 (58,9) Shadfar et al., 2012

) Hospital veterinério e

China ELISA ) 121 42 (34,7) Zhu et al., 2012

abrigos

Cées domiciliados e cées de o
Iran ELISA 548 151 (27,55) Hosseininejad, 2011

pastoreio
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Quadro 2. Anticorpos anti-Toxoplasma gondii em cdes no Brasil.

NUmero de
Prova ~ .
Local . Populacdo estudada .. Referéncia
soroldgica pulag ! Animais Reagentes (%) !
S&o Paulo, SP RIFI Cccz 1256 801 (63,8) Ishizuka; Yasuda, 1981
Campinas, SP RIFI Campanha de vacinacao 657 598 (91) Germano; etal. 1985
Belo Horizonte, MG RIFI HV-UFMG 243 114 (47,3) Guimardes etal., 1992
Londrina, PR RIFI HV-UEL 254 91 (75,98) Freireetal., 1992
Londrina, PR RIFI HV-UEL 312 73 (23,4) Navarro etal., 1997
Uberlandia, MG HAI Campanha antirabica 218 115 (52,7) Cabral et al., 1998
Jaguapitd , PR RIFI Avrea rural 189 159 (84,1) Garciaetal., 1999
) HV-UNESP com sinto- ELISA: 165 (81,28) )
Jaboticabal, SP ELISA RIFI ) o 203 Higa et al., 2000
matologia neuroldgica RIFI: 73 (35,96)
Salvador, BA RIFI CCz 225 143 (63,5) Barbosa et al., 2003
PR — fazenda — 134 46 (34,3); 193 (31,6) e
Norte PR e S&o Paulo- )
<p MAT SP-CCZ-610 1244 26 (5,2) respectivamente  Souza et al., 2003
SP — domiciliados — 500 Total: 265 (21,3)
o RIFI: 120 (76,4)
Monte Negro, RO RIFlI e MAT Domiciliados 157 Canon-Franco et al., 2004
MAT: 102 (64,9)
ELISA: 101 (50,5) )
Sao Paulo, SP ELISAeHAlI CCz 200 Meireles et al., 2004

HAL: 76 (38)

(Continua)
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Quadro 2. Anticorpos anti-Toxoplasma gondii em caes no Brasil.(continuacao)

Numero de
Prova x A
Local sorolégica Populacéo estudada Animais Reagentes Referéncia
(%)
HV-UFU (213); 57 (26,8); 11 (17,7); 44(46,8);
Uberlandia, MG ELISA Clinica Particular 369 respectivamente Mineo et al., 2004
(62); CCZ (94) Total: 112 (30,3)
Campina Grande, PB RIFI Campanha antirabica 286 129 (45,1) Azevedo et al., 2005
Guarapuava, PR RIFI Rural 24 5 (28,8) Romanelli et al., 2007
Paulista, Amaraji e o o
RIFI Domiciliados 170 98 (57,6) Figueiredo et al., 2008
Garanhuns, PE
Jauru, MS RIFI Rural 61 54 (88,5) Santos et al., 2009
Lages e Balneéario o
» RIFI Domiciliados 400 89 (22,3) Moura et al., 2009
Camboriu, SC
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Mais tarde, no municipio de Campinas, também se utilizando RIFI, foram
avaliados 657 animais selecionados ao acaso durante a vacinagdo antirrdbica. Dos
animais estudados, 91% foram positivos para T. gondii a uma diluicdo de pelo menos
1:16. Os autores ndo observaram diferencas significativas entre a infeccdo e 0s sexos.
Quando consideraram 0s grupos etéarios, observaram que até mesmo 0s animais mais
jovens, classificados como menores de 1 ano, foram reagentes, ndo sendo possivel
estabelecer uma idade limiar a partir da qual a porcentagem de infectados seria
significativamente maior. Neste estudo, 0s autores consideraram que para o céo, além
dos alimentos vegetais contaminados com oocistos e os de origem animal, esta
envolvido o solo contaminado e, roedores infectados, ingeridos parcial ou totalmente
como consequéncia do habito de carnivorismo exercido pela espécie (GERMANO et.
al., 1985).

Em Belo Horizonte, MG, um estudo com 243 cées, no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Minas Gerais, demonstrou 47,3% de reatividade
(GUIMARAES et. al., 1992). Os autores se limitaram a comunicar o fato da
toxoplasmose ser endémica na capital e relatar variacbes nas frequéncias de caes
reagentes de acordo com a faixa etéria, mas ndo examinaram se as diferengas eram
estatisticamente significativas.

No Parana, Garcia et al. (1999) determinaram a prevaléncia da toxoplasmose em
345 humanos, 163 gatos e 189 cdes localizados na zona rural do municipio de
Jaguaupitd através de RIFI. Uma prevaléncia de 65,8% foi observada em humanos, 73%
em felinos e 84,1% em cées. Considerando a faixa etaria, cdes com menos de o0ito meses
apresentaram uma prevaléncia menor que animais mais velhos. Em relacdo ao sexo nédo
houve diferenca significativa. Os autores também pesquisaram a correlacdo de titulos
entre as espécies canina e felina, porém ndo observaram correlagdo positiva
significativa. Por outro lado, entre as espécies canina e humana foi observada correlagdo
positiva significativa. Com base nesses resultados, os autores concluiram que felinos
estavam se infectando por vias diferentes de transmissao que os cées, sendo 0s gatos por
seus hébitos alimentares carnivoros e 0s cdes através de sobras de alimento humano. Ja
a relacdo positiva entre cées e humanos foi considerada pelos autores como resultando
do fato destas espécies compartilharem a mesma via de transmissao: a alimentacao.

Na regido Nordeste, estudos foram realizados na Paraiba e na Bahia. Na Bahia
foram coletadas amostras de 225 cdes provenientes do CCZ da cidade de Salvador e 143

amostras (63,55%) foram positivas pela RIFI. Além de fatores ligados a habitos de
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higiene, educacdo, presenca de felinos e questdes culturais, 0s autores associam também
essa alta prevaléncia a fatores climaticos, saneamento basico e falha nas leis que regem
as responsabilidades e deveres dos proprietarios e do Estado em relagdo a animais de
companhia, podendo ocorrer ampla variacdo a depender da area e populacédo estudada
(BARBOSA et al., 2003).

Na Paraiba, além da prevaléncia, foram estudados também possiveis fatores de
risco associados a infeccdo. A populacdo estudada foram cdes provenientes da
campanha de vacinacdo antirrdbica na cidade de Campina Grande, totalizando uma
amostra de 286 animais. Destes, 129 animais (45,1%) foram positivos para RIFI. Na
entrevista aplicada, foram avaliados sexo, raca, idade e habitos ambientais, como acesso
a rua e contato com outros animais. Os fatores de risco associados foram presenca de
gatos na residéncia e idade (AZEVEDO et al., 2005).

Alguns autores observaram em seus estudos, que animais errantes capturados
pelos Centros de Controle de Zoonoses (CCZ), de éreas rurais ou simplesmente que tem
acesso a rua, tem maior chance de se infectar com o parasito do que animais
domiciliados, sendo essa diferenca atribuida ao modo de vida, aumentando a chance de
exposicdo (SOUZA et al., 2003; CANON-FRANCO et al., 2004; MINEO et al., 2004;
MOURA et al., 2009).

A idade dos cdes muitas vezes tem se mostrado um fator de risco importante,
pois quanto mais velhos, maior a chance de exposicdo ao parasito (BARBOSA et al.,
2003; CANON-FRANCO et al., 2004; AZEVEDO et al., 2005).

Em alguns casos a alimentagdo mostrou-se com importancia estatisticamente
significativa, pois trabalhos realizados demonstram que animais que recebem comida
caseira apresentam maior chance de serem infectados, podendo ser mais expostos aos
cistos contendo bradizoitos (MOURA et al., 2009).

O convivio com gatos aumentando o risco de infeccdo para cées € divergente.
Azevedo et al. (2005) e Moura et al. (2009) observaram que cées que conviviam com
gatos tinham uma chance 2,05 maior de serem infectados, porém Bresciani et al. (2007)

concluiram que este ndo é um fator de risco para a infecgdo em cées.
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2.10 Diagnéstico

Apesar dos anticorpos desempenharem um papel insuficiente na defesa
sistémica, no entanto sdo essenciais para o diagnéstico da doenca, uma vez que o0s testes
sorologicos utilizados no diagndstico da toxoplasmose assinalam a reacdo antigeno-
anticorpos para a presenca de T. gondii (DUBEY; LAPPIN, 2006). O primeiro teste
para diagndstico da toxoplasmose humana foi a reacdo de Sabin-Feldman, sendo
confiavel tanto na fase aguda quanto na fase crbnica, se baseando na unido de
anticorpos especificos a superficie dos antigenos de taquizoitos vivos, com conseqliente
fixagcdo de complemento e tornando o parasito incapaz de reter o azul de metileno,
indicando anticorpos no soro pela observacdo de taquizoitos mal corados ou
“fantasmas” (SABIN; FELDMAN, 1948). Atualmente para a deteccdo de anticorpos
através de exames soroldgicos da toxoplasmose canina, a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) é o teste mais utilizado, mas ELISA, hemaglutinacdo indireta (IHA) e o
teste de aglutinacdo modificada (MAT) também sdo indicados em avaliagdes
epidemioldgicas (BRESCIANI et al., 2008).

A introducdo do Ensaio Imunoenzimético (ELISA) para anticorpos 1gG e IgM
trouxe um grande avanco para o diagnostico da doenca (CAMARGO et al., 1977). No
teste ELISA, o antigeno sollvel é absorvido numa superficie de plastico (placas de
microtitulacbes) e a reacdo pode ser objetivamente avaliada por quantificacdo da cor
que resulta e permite avaliar um grande numero de soros rapidamente (DUBEY, 2010).

O teste Western blotting pode ser utilizado como ajuda para os testes soroldgicos
convencionais. Neste método, a transferéncia por eletroforese de proteinas a partir de
géis de poliacrilamida migra para folhas de nitrocelulose, isso resulta em transferéncia
quantitativa de proteinas permitindo analise de uma grande variedade de proteinas, onde
0 SOro a ser testado reage com os antigenos de T. gondii na membrana, onde ocorre a
migracdo e marcagdo conforme seu peso molecular e os padrdes de bandas resultantes
sdo comparados com controles de pesos moleculares conhecidos (LAEMMLI, 1970;
TOWBIN et al., 1979; FLAUSINO et al., 1998). A utilizagdo do Western blotting é
importante em cdes com sintomatologia compativel com toxoplasmose, porém com
resultados conflitantes entre os métodos soroldgicos comumente utilizados, embora nao
apresente 100% de seguranca (FRESCHI et al., 2005).

Estudos comparativos entre os diversos testes tém mostrado que ocorrem

pequenas diferencas entre o desempenho dos mesmos. (BRESCIANI et al., 2008).
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Silva et al. (1997) testaram os titulos de anticorpos anti-T. gondii em cdes que
apresentavam sinais clinicos da doenca infecciosa para os testes de RIFI, HAI e ELISA.
Os resultados obtidos por esses autores mostraram correlacdo significatva entre todos os
testes. Domingues et al. (1998) e Higa et al. (2000) comparando a RIFI com ELISA
verificaram uma maior sensibilidade do ELISA. Hosseininejad et al. (2009)
encontraram sensibilidade de 94,52% e especificidade de 93,60% do ELISA quando
comparado ao RIFI. Quando ELISA foi comparado com IHA, esta demonstrou 51,5%
de sensibilidade e 75,80% de especificidade, usando o ELISA como teste ouro
(MEIRELES et al., 2004).

Canon Franco et al. (2003) avaliaram a performance do MAT em comparacao a
RIFI e encontraram 85% de sensibilidade e 100% de especificidade. Porém a diluicao
utilizada foi de 1:25, e os autores relataram que a utilizacdo de diluicbes menores
permitam aumentar a sensibilidade a valores proximo a 100%. Ja Macri et al. (2009),
encontraram a mesma sensibilidade, porém com especificidade de 97,8%, mostrando
que o MAT também pode ser um bom teste.

Os exames sorologicos ndo sdo os Unicos realizados para deteccdo de T. gondii,
apesar de serem os mais utilizados. Durante a doenca aguda, exames citologicos podem
identificar os taquizoitos a partir de tecidos e fluidos corpdreos. A deteccdo ainda pode
ser realizada por ensaios bioldgicos ou através da inoculacdo em cultura de células, e
pela Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) (DUBEY; LAPPIN, 2006).

A PCR também pode ser utilizada como método de diagnostico, porém
geralmente ndo é utilizado comumente em avaliagBes epidemioldgicas pela
complexidade e custo, porém seria til para deteccdo do protozoario em estagio inicial

da doenca em cées e gatos assintomaticos (LEE et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de desenvolvimento

3.1.1 Animais de Estudo

Este trabalho atendeu aos principios basicos para pesquisa envolvendo o uso de
animais, de acordo com os principios éticos e do bem estar animal (COBEA, 2012),
atendendo a Resolucdo 714 de 20 de junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina
Veterindria, protocolo n° 270/2012-Comissdo de Etica-PRPPG/UFRRJ (Anexo 1).

3.1.2 Municipio de coleta das amostras

Este estudo foi desenvolvido no municipio de Volta Redonda, localizado
centralmente na Regido do Médio Paraiba, no Estado do Rio de Janeiro (Figura 1).
Volta Redonda possui uma populacdo de aproximadamente 250.000 habitantes, e
encontra-se distante cerca de 130 km da capital Rio de Janeiro, o clima é quente e
umido com temperatura média de 24°C. E uma cidade urbanizada, que ndo possui,
segundo critérios do IBGE, &rea rural, com uma economia basicamente de servicos e
industria, em especial para a Usina Presidente Vargas (Companhia Siderurgica Nacional
— CSN), uma das maiores metalUrgicas da América Latina.

O presente estudo foi realizado na regido sul do municipio de Volta Redonda
(Figura 2), local de um surto de Leishmaniose Visceral no municipio nos anos de
2011/2012. As amostras foram coletadas convenientemente nas localidades onde

ocorreu tal surto.
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Figura 1. Mapa da Regido do Médio Paraiba, onde se pode observar o0 municipio de Volta Redonda em rosa
na area central.
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Figura 2. Regido da realizacdo das coletas para o presente estudo, conforme as localidades indicadas pelo

circulo.
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3.2 Questionario

Previamente a coleta de sangue dos animais, 0s proprietarios ou responsaveis
pelos cdes tomaram conhecimento sobre a importancia do estudo, e apds a autorizagdo
foi aplicado um questionario, com objetivo de avaliar o manejo, presenca e profilaxia
para enfermidades (Anexo 1). Por pertencerem a uma pesquisa de Leishmaniose
Visceral canina realizada pelo municipio de Volta Redonda, foi obtida uma autorizagédo
da por escrito da Secretaria Municipal de Saude para utilizacdo dos dados contidos no

questionario.

3.3 Coleta do sangue e obtencéo do soro

Foram coletadas um total de 297 amostras de soro de cdes provenientes de
diferentes localidades do municipio de Volta Redonda. O sangue foi retirado por
venopungdo da cefalica, com agulha 27 x 8 mm para tubos de ensaio sem
anticoagulante, com capacidade para 5 ml cada um. Em seguida esses tubos foram
identificados e armazenados em uma caixa isotérmica, e levados ao CCZ para
processamento.

No CCZ, cada tubo era centrifugado 500 rpm por 10 minutos, para separacdo do
soro. Estas amostras foram acondicionadas em criotubos de 2,0 mL, identificados e

armazenados a uma temperatura de -20° C até a realizacdo dos exames soroldgicos.

3.4 Obtencéo do antigeno soltvel

Para obtencdo do antigeno, foi utilizada a cepa RH de taquizoitos de T. gondii,
gentilmente cedida pelo Professor Doutor George Albuquerque, UESC, Ilhéus, BA, na
concentragéo de 1x 10° taquizoitos para cada mL de suspenséo.

Este material foi submetido a sonicagcdo a 60hz em 30 sessbes de 30 segundos,
com intervalos de 30 segundos entre cada uma. Em seguida, este material foi analisado

para verificar se ocorreu a lise do todos os taquizoitos presentes na suspensao.
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Esta suspensédo purificada de antigenos foi filtrada em filtro de 45 mm e apos
esta etapa foi realizada a dosagem de proteinas do antigeno, utilizando a técnica Lowry
(LOWRY et al., 1951), onde apresentou a concentracdo de 3,0 mg/mL, considerada uma

concentracdo satisfatoria para sensibilizacdo das placas de ELISA que foram utilizadas.

3.5. Padronizacdo do ELISA Indireto

Para a padronizacdo da concentracdo ideal de antigeno e conjugado a ser
utilizado no teste, uma placa de ELISA foi sensibilizada e foram utilizadas, trés
diferentes diluicdes de antigeno e duas de conjugado, utilizando-se duas amostras de
soro sabidamente reagente, para que pudesse ser realizada uma comparacao e posterior
determinacdo dos valores a serem utilizados durante o estudo, de forma a otimizar os

reagentes e observar os melhores resultados.

3.5.1 Concentracdes ideais de antigeno e conjugado

Apds a realizacdo da leitura da placa contendo as diferentes concentracGes de
antigeno e conjugado utilizando-se duas amostras diferentes, observou-se que a amostra
1 ao ser testada com o0 2,5 pg/mL de antigeno com o conjugado diluido em 1:9000 teve
0 pior resultado, sendo o que obteve menor valor de conversdo ap6s 30 minutos de
reacdo. Contudo, a amostra 2, ao ser testada com a concentracdo de antigeno de 10
ng/mL e conjugado em 1:4500 mostrou uma alta taxa de conversao, sendo considerada
0 melhor cenério para realizacdo do teste ELISA utilizando-se o antigeno produzido.
Estes resultados corroboram com o descrito por Domingues et. al. (1998), onde o
mesmo descreve como sendo ideal a concentracdo de 10 pg/mL de antigeno de
Toxoplasma gondii para realizagéo de ELISA.

No grafico podemos observar as taxas de conversdo de acordo com as diferentes
concentracdes de antigeno cruzadas com as duas amostras utilizadas e as duas

concentragdes de conjugados testados (Figura 3).
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Figura 3. Demonstracdo dos diferentes resultados obtidos no teste de padronizagdo do
ELISA, onde as diferentes cores representam as leituras, realizadas a cada 10 minutos.
Legenda: C1 diluicdo de conjugado 1:4500; C2 diluigdo de conjugado 1:9000; Sol
Soro positivo 1; So2 Soro positivo 2; Al concentracdo do antigeno de 2,5 mg/mL;
A2 concentracdo do antigeno de 5,0 mg/mL; A3 concentracdo do antigeno de 10 mg/mL

3.6 O teste de ELISA como forma de diagndstico

O ELISA tem boa especificidade e sensibilidade, com a vantagem de ser pratico
e seguro para ser usado principalmente quando se utiliza uma grande quantidade de
amostras. Isto se faz atil quando se utiliza durante a determinagdo de um agente
etiologico, neste caso T. gondii em animais oriundos de levantamento soroldgico
realizado em 2011/2012, frente a um surto de Leishmaniose Visceral, realizado pelo
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Volta Redonda.
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3.7 ELISA Indireto

Para a realizacdo do teste de ELISA, as placas Corning foram sensibilizadas com
0 antigeno na concentracdo de 10 pg/mL (concentracdo ideal obtida a partir da
padronizacéo), diluindo-o em tampéo carbonato-bicarbonato pH 9,6. Foram colocados
100 pL/well de solucdo. Em seguida, as placas foram incubadas “overnight” em camara
umida a 4°C em BOD.

No dia seguinte, as placas foram lavadas por trés vezes utilizando-se solucdo de
PBS Tween 20. Ap0s a lavagem, cada placa era seca com a utilizacdo de papel filtro,
onde as mesmas eram “batidas” sobre uma superficie rigida de forma vigorosa, com a
finalidade de ndo se deixar bolhas no fundo dos pocos. Esse processo de lavagem foi
realizado ap6s cada etapa de incubacdo das placas. Para o bloqueio, foram colocados
200 pL/well de solugdo PBS Tween 20+ 6% leite em po, sendo as mesmas incubadas
em camara Umida a 37°C por uma hora e trinta minutos.

Para a utilizacdo dos soros, os mesmos foram diluidos em PBS Tween 20
adicionado de 5% de leite em pd, na diluicdo de 1:400, e posteriormente foram
distribuidos nos pocos em duplicata, utilizando-se 100 pL /well e sendo em seguida
incubados em camara Umida & 37°C, durante 1 hora e 30minutos.

Em seguida, foi adicionado o conjugado anti-canino (SIGMA- Sigma anti-dog
IgG Alkaline Phosphatase Conjugate) diluido em PBS Tween 20, na proporcdo de
1:4500, colocando 100 pL/well e incubado em camara Umida, a 37°C, durante 1 hora e
30minutos.

Para inducdo da reacdo colorimétrica, foram diluidos dois comprimidos de 5 mg
de P-nitrofenilfosfato em 10 mL de Tampdo dietanolamina, utilizando-se um frasco
escuro para evitar a reacdo antes do tempo determinado. Apos a Ultima lavagem da
placa, foi adicionado 100 pL/well do substrato.

Para finalizar, foi realizada a leitura da placa (Figura 4) ap6s incubacdo a

temperatura ambiente durante aproximadamente 25 minutos.
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Figura 4. Placa de ELISA finalizada para leitura onde se observa a reacdo aos

soros positivos ao antigeno de Toxoplasma gondii.

3.8 Analise Estatistica

O calculo da amostragem foi determinada com o programa Epi Info verséo 3.5.1
(www.cdc.gov) perfazendo um total minimo de 285 amostras. Além disso, para a
verificagdo da associagdo entre as variaveis estudadas, foram utilizados os testes
estatisticos do Qui-quadrado (x?) e o exato de Fisher, para avaliar a dispersdo das
frequéncias, também utilizando-se o programa Epi Info versdo 3.5.1 (www.cdc.gov).
Foram consideradas variaveis com diferenca significativa as que obtiveram valor de p<
0,05.

Em seguida, o programa Bioestat foi utilizado para executar a correlacdo de
Spearman, a fim de verificar a multicolinearidade entre as varidveis independentes (>
0,80). As varidveis com p < 0,20 na analise bivariada e >0,80 na correlacdo de
Spearman foram incluidas na anélise multivariada por regresséo logistica.

As variaveis selecionadas para analise multivariada foram confrontadas também
utilizando-se o programa Epi Info versdo 3.5.1 (www.cdc.gov), onde o nivel exigido de
significancia para um fator a ser considerado como associados no modelo final foi de p
<0,05
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Prevaléncias de soropositividade observada

Foi observada a prevaléncia de 43,8% (Figura 10) nos animais estudados. Esse
resultado é similar ao encontrado por Guimardes et. al. (1992) e Azevedo et. al. (2005),
que descreveram prevaléncias de 47,3% em Belo Horizonte, MG e 45,1% em na
Paraiba, respectivamente.

Quando analisou-se as variacbes das prevaléncias encontradas em diferentes
estudos realizados no Brasil, notou-se uma discrepancia muito grande. Essa variagdo
pode ser em funcdo das diferentes técnicas utilizadas, que variam em funcdo da
sensibilidade do teste, e também da procedéncia dos animais em questdo. Valores
inferiores ao encontrado foram descritos por Navarro et al. (1997) no Parand com
23,4%, Souza et al. (2003) em fazenda no norte do Parana e na cidade de Sao Paulo com
21,3%, Romanelli et al. (2007) no Parand com 28,8% e por Moura et al. (2009) em
Santa Catarina com 22,3%, enquanto que valores superiores foram encontrados por
Canon-Franco et. al. (2004) em Ronddnia com 76,4%, Freire et. al. (1992) em Londrina
com 75,9% e Garcia et. al. (1999) no Parana com 84,1%.

Na literatura mundial, também podemos observar uma varia¢do consideravel nos
resultados obtidos em diferentes estudos sobre a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii
em cdes, com uma variacdo de 8,0 a 85,0% (TENTER et al., 2002).
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Figura 5. Resultados de prevaléncia observados em cdes na cidade de Volta

Redonda sororreagentes a Toxoplasma gondii

4.2 Fatores de risco associados a infeccéo por Toxoplasma gondii em caes

Com base nas informacdes obtidas nos questionarios, pode-se verificar que ha
diferencas significativas (p<0,05) na associacdo entre a sorologia para T. gondii e

algumas variaveis estudadas.

4.2.1 Sexo

Foi observada diferenca significativa entre o sexo dos animais testados e a
presenca de anticorpos para T. gondii (p=0,03) (Tabela 1). Apesar da maioria da
literatura ndo obter resultados similares, como podemos observar através dos resultados
obtidos por Cabral et al. (1998), Barbosa et al. (2003), Canon-Franco et al. (2004),
Azevedo et al. (2005), Bresciani et al. (2007), Jittapalapong et al. (2007), Romanelli et
al. (2007), Tsai et al. (2008), Moura et al. (2009) e Carlos et al. (2010), onde 0s mesmos
reforgam a hipotese de que ndo exista uma maior ou menor predisposi¢do de machos ou
fémeas de adquirir toxoplasmose, alguns estudos onde existe essa diferenca
significativa, como o resultado obtido, os machos sdo mais acometidos, como
observado por Brito et. al. (2002). Contudo, acredita-se que outras varidveis de

confundimento estejam envolvidas, tais como habitos alimentares e de domicilio, uma
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vez que cdes machos possuem um comportamento mais errante, o que pode torna-los
mais susceptiveis a infeccdo por T. gondii. Essa caracteristica mais errante no macho é
facilmente explicada pelo fato dos proprietarios terem mais zelo com fémeas,
principalmente em periodos de cio, para evitar gestacdes indesejadas, enquanto que nos

machos essa preocupacgédo nao existe.

Tabelal. Associacdo entre os cdes reagentes a T. gondii no ELISA e o sexo dos

animais.
Variaveis Animais
— Valor de
Sorologia Valores D OR IC 95%2

Positiva: 78(26)°

Machos Negativa: 68(23)
0,0367 1,251 1,040 - 2,607

Fémeas Positiva: 62 (21)

Negativa: 89 (30)
Total 297(100)

a Usando aproximagao de Woolf; ® ELISA; ¢ Valores relativos em percentagem

4.2.2 Dieta

N&o foram encontradas diferencas significativas entre 0s cdes que se
alimentavam exclusivamente de racéo e os animais que eram alimentados com restos de
alimentos voltados para o consumo humano (Tabela 2). Esse resultado corrobora com o
descrito por Brito et. al (2002), Canon-Franco et al. (2004) e Bresciani et al. (2007), e
discorda com os resultados observados por Moura et al. (2009).

A ingestdo de comida caseira poderia configurar um fator de risco para infecgédo
de cdes, uma vez eu 0s mesmos poderiam se contaminar por duas rotas principais de
infeccdo, sendo elas a ingestdo de oocistos na superficie destes alimentos e a ingestdo de
cistos teciduais. Contudo o habito de fritar e cozinhar os alimentos, mesmo o0s
destinados a alimentacdo de animais caberia como uma explicacdo para que tal via ndo

fosse consideracgéo de relevancia na infeccdo canina por T. gondii, uma vez que 00cCistos
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e cistos deste parasito ndo sdo muito resistentes ao cozimento e até mesmo ao

congelamento em freezer comum de residéncias.

Tabela 2. Associacdo entre os cées reagentes a T. gondii no ELISA e a

alimentacéo utilizada.

Animais
Valor de
Variaveis p OR IC 95%?
Sorologia® Valores
Positiva: 85(29)°
Ragéo Negativa: 118(40)
0,3791 0,7844 10,4798 —1,282
Outras fontes  Positiva: 45 (15)
Negativa: 49 (16)
Total 297(100)

a Usando aproximagao de Woolf; ® ELISA; ¢ Valores relativos em percentagem

4.2.3 Ingestado de carne crua

N&o foram observadas diferencas significativas entre os resultados de cées que
ingeriam carne crua e 0s que nao ingeriam (Tabela 3), com valor de p=0,24. Esses
resultados foram similares aos obtidos por Pinto (2005), que também ndo observou
diferencas significativas entre 0s animais que ingeriam carne ou vegetais crus e 0s que
ndo ingeriam.

Apesar da ingestdo de carne crua ser comprovadamente um fator de risco para
infeccdo por T. gondii (LORD et al., 1975; MASUR et al., 1978; TENTER et al., 2000),
alguns fatores podem ter contribuido para o resultado obtido. Primeiramente o baixo
numero de animais que, segundo 0s proprietarios, ingerem carne crua, pois a cultura de
alimentar animais com carne possui mais um carater rural, e 0 ambiente estudado era
estritamente urbano. Outro fator que pode explicar tal resultado é o fato de que o tipo

de carne mais comumente oferecido aos caes ser bovina e sendo tal espécie considerada
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pela resisténcia a T. gondii, podendo eliminar o parasito de seus tecidos e tronar-se
sorologicamente negativos (OLIVEIRA, 1997), apesar de sua comprovada capacidade

de transmitir T. gondii para seres humanos e outros animais carnivoros.

Tabela 3. Associacao entre os cdes reagentes T. gondii no ELISA e o habito de ingerir

carne crua
Variaveis Animais
— Valor de
Sorologia Valores D OR IC 95%2

Ingere carne Positiva: 8 (3)°
crua .

Negativa: 14 (5)

0,24 0,716 1,040 to 2,607

Né&o ingere Positiva: 122 (41)

Negativa: 153 (51)
Total 297(100)

a Usando aproximagao de Woolf; ® ELISA; ¢ Valores relativos em percentagem

4.2.4. Contato com gatos

A varidvel contato com gatos foi a que apresentou maior significancia em
relacdo a infeccdo por Toxoplasma gondii, com resultado significativo (Tabela 4), ainda
em fungéo dos resultados obtidos, pode-se concluir que cdes que residiam em locais
com a presenca de gatos tinham trés vezes mais chances de adquirir infecgéo por T.
gondii do que animais que ndo possuiam gatos na sua residéncia resultado este
semelhante ao observado por Moura et al. (2009) e Azevedo et al. (2005) onde cées que
habitavam na mesma residéncia dos gatos tinham chance maiores de serem
sororreagentes. A presenca de gatos é diretamente associada a presenca do parasito, por
ser esta 0 responsavel pela eliminagdo dos oocistos no ambiente, uma importante forma
de transmissdo da toxoplasmose. Frente aos resultados obtidos, pode-se considerar que a
forma predominante de infeccdo de cdes na regido provavelmente é através exatamente

da ingestdo de oocistos, especialmente quando observa-se os resultados em relacdo a
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ingestdo de alimentos destinados ao consumo humano e a ingestdo de carne crua por
parte dos cdes analisados.

Apesar da variavel contato com gatos ser evidentemente um suposto fator de
risco em relacdo a toxoplasmose, muitos autores ndo encontraram uma relacdo
significativa entre animais soro reagentes e a presenca de gatos, como Pinto (2005),
Bresciani et al. (2007) e Carlos et al. (2010).

Tabela 4. Associacédo entre os cées reagentes a T. gondii no ELISA e a presenca de

gatos nas residéncias.

Variaveis Animais
— Valor de
Sorologia Valores D OR IC 95%2

Sim Positiva: 47(16)°

Negativa: 26(09)

0,0001 3,071 1,771 - 5,326

Né&o Positiva: 83 (28)

Negativa: 141(47)
Total 297(100)

2 Usando aproximacao de Woolf; ° ELISA, ¢ Valores relativos em percentagem

4.2.5 Acesso a rua

Quanto ao acesso a rua dos animais testados, ndo houve diferenca significativa
entre os resultados obtidos (Tabela 5). Este resultado é similar ao encontrado por
Azevedo et. al. (2005) que também ndo observou associacdo entre a prevaléncia de
anticorpos e 0 acesso a rua. O resultado foi considerado surpreendente, uma vez que se
espera que animais com livre acesso a outros ambientes tenham maior chance de se
contaminar, além de possuirem habitos mais promiscuos em relacdo a alimentacg&o e até
mesmo contato com outros animais. Contudo, como o inquérito foi realizado com o
auxilio da equipe de zoonoses do municipio, é plausivel que alguns proprietarios

tenham ocultado o fato do animal ter acesso a rua, em virtude da ampla divulgacao de
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campanhas de posse responsavel desenvolvidas pela Prefeitura, 0 que no entendimento
dos mesmos poderia causar certo constrangimento ao afirmarem que deixam seus
animais soltos em vias publicas.

Entretanto, outros autores obtiveram resultados ainda mais surpreendentes, como
Brito et. al. (2002) que encontraram uma prevaléncia significativamente maior em cées

gue ndo tinham acesso a rua.

Tabela 5. Associacgdo entre os cdes reagentes a T. gondii no ELISA e 0 acesso a

rua
Variaveis Animais
— Valor de

Sorologia Valores D OR IC 9592
Acesso arua  Positiva: 32 (11)°

Negativa: 26 (9)

0,427 1,056  0,4752 -2,041

Semacessoa  Positiva: 104 (35)
rua Negativa: 135 (45)
Total 297(100)

a Usando aproximagao de Woolf; ® ELISA; ¢ Valores relativos em percentagem

4.2.6 Raca

Quanto a raga, ndo se observou diferenca significativa quanto a infeccéo por T.
gondii (Tabela 6) na analise bivariada, obtendo valor de p=0,08. Contudo, para
surpresa, a frequéncia em cées com raca definida foi maior que a frequéncia em caes
SRD, com valores de 50,96 e 39,89%, respectivamente. A maioria da literatura
descreve frequéncias mais elevadas em animais sem raca definida, porém sem
significancia estatistica como os resultados observados por Brito et. al. (2002), Pinto
(2005), Bresciani et al. (2007) e Romanelli et al. (2007), enquanto que Cabral et al.

(1998), Moura et al. (2009) e Carlos et al. (2010) encontraram uma frequéncia elevada
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em cdes sem raca definida, porém com diferenga significativa quando comparados aos
caes com raca definida.

Espera-se uma maior frequéncia de infeccdo em cées sem raca definida pelo fato
de que, na maioria das vezes, esses animais serem oriundos de proprietarios que
possuem menor zelo ao animal que animais de raca definida, tendo com isso, esses
animais maior acesso aos fatores de risco a infecgdo, tais como acesso a diferentes
ambiente e menor cuidado médico veterinario. Contudo tais explanacdes, apesar de
plausiveis e provaveis, ainda ndo foram cientificamente comprovadas.

Quanto ao presente estudo, o fato de que a regido em si é caracteristica de uma
cultura de valorizacdo do animal sem raca definida, oriundo de feiras de adocdo, em
detrimento da cultura de venda de animais de raca, pode ter contribuido para que a
variavel raca ndo fosse significativa na infeccdo por T. gondii, uma vez que a explicacéo
anterior quanto aos cuidados do proprietario dos animais sem raca definida ndo é uma
caracteristica real da regido.

Além disso, é sabido que animais de raca, principalmente em funcdo dos
sucessivos cruzamentos entre irmaos, o que gera uma maior sele¢do de genes recessivos
nos mesmos, sd0 mais sensiveis as determinadas infeccbes, o que poderia explicar

também o resultado observado.

Tabela 6. Associacdo entre 0s cdes reagentes a T. gondii no ELISA e sua

relacdo com as racas

Variaveis Animais
— Valor de

Sorologia Valores D OR IC 95%?
SRD Positiva: 77(26)°

Negativa: 116(39)

0,0858 0,6387 0,3950-1,033

Raca definida  Positiva: 53 (18)

Negativa: 51(17)
Total 297(100)

2 Usando aproximagao de Woolf; ° ELISA, ¢ Valores relativos em percentagem
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4.2.7. Faixa Etéria

Para analise da relacdo entre infeccdo por T. gondii e a idade dos animais
testados, os mesmos foram separados em grupos de acordo com a faixa etaria. Contudo,
ndo foram observadas diferencas significativas entre as diferentes faixas etérias os caes
analisados (Tabela 7), com valor de p=0,13. Esses resultados estdo de acordo com o0s
descritos por Riemann et al. (1978), Brescian et al. (2007) e Moura et al. (2009), que
também ndo identificaram diferencas significativas entre a infec¢do por T. gondii e a
idade dos animais.

Contudo, a idade dos animais tem sido incriminada como fator de risco para
infeccdo por T. gondii. Ishizuka et al. (1974) observaram maior proporc¢do de resultados
positivos em cdes com dois ou mais anos de idade. Como cédes ate seis anos tiveram
maior freqiiéncia de positividade, os autores concluiram que estes se infectam logo no
inicio da vida, atingindo a titulacdo maxima aos dois anos, quando entdo a prevaléncia
declina a partir do sétimo ano de vida. Jackson et al. (1989), Cabral et al. (1998),
Barbosa et al. (2003), Canon-Franco et al (2004), Azevedo et al. (2005) e Romanelli et
al. (2007) também descrevem diferencas significativas entre a idade dos cées estudados
e a infeccdo por T. gondii.

E possivel que ndo exista uma predisposicdo de idade para se adquirir a
toxoplasmose, e que seja qual for a idade, somente esta variavel ndo configura como um
fator de risco sem a associacdo de outros fatores. Devem-se considerar ao analisar a
idade como variavel de risco os fatores de confundimento ou pensar em outras variaveis
influenciando, como acesso a rua e alimentacdo, que podem variar de acordo com a

idade dos animais.
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Tabela 7. Associacdo entre os cdes reagentes a T. gondii no ELISA e a faixa

etaria dos mesmos

Variaveis Animais
— Valor de

Sorologia Valores D OR IC 9592
Até 11 meses  Positiva: 10 (3)°

Negativa: 16 (6)
1la7anos Positiva: 84 (28)

Negativa: 121 (41) 0,13 - 0.8764 -2,870
Acimade 7 Positiva: 36 (12)
anos Negativa: 30 (10)
Total 297(100)

2 Usando aproximacao de Woolf; ° ELISA, ¢ Valores relativos em percentagem

4.2.8 Localizagéo do Bairro de Residéncia

Os bairros estudados foram agrupados em dois grupos, de acordo com as
caracteristicas locais, sendo o primeiro grupo composto pelas localidades da margem
direita do Rio Paraiba do Sul, enquanto que o segundo grupo agrupou os bairros da
margem esquerda do Rio. Ao analisarmos os dois grupos, ndo se obteve uma diferenca
significativa quando comparados em relacdo a positividade de infec¢do para T. gondii
com p= 0,1 (Tabela 8).

Apesar do numero absoluto de animais reagentes que residiam nas localidades
da margem direita do Rio Paraiba do Sul, o numero de animais reagentes
proporcionalmente ao nimero de amostras coletadas das localidades das margens direita
e esquerda do Rio, foi muito similar. Isto pode ser explicado pela semelhanca entre as
localidades trabalhadas, que séo locais mais proximos dos centros mais urbanos e
comerciais do municipio de Volta Redonda, e por isso com maiores aglomeracfes de

casas e pessoas, facilitando o transito de animais, em especial 0s gatos, que ndo se
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restringem exclusivamente aos seus domicilios, aumentando a promiscuidade entre

esses animais e a possibilidade de infecgéo.

Tabela 8. Associagdo entre os cées reagentes a T. gondii no ELISA e a

localizacéo do bairro de residéncia do animal

Variaveis Animais
— Valor de
Sorologia Valores P OR IC 95%?

Margem Positiva: 98 (33)°

direitado R0\ o ativa: 113 (38)

0,1 1,18  0,9006 - 2,248

Margem Positiva: 32 (11)

eRs_querda do Negativa: 54 (18)

io
Total 297(100)

2 Usando aproximacao de Woolf;  ELISA,; ¢ Valores relativos em percentagem

4.2.9. Qutras variaveis

Outras informacgdes importantes obtidas no questionario também foram
analisadas, tais como o tipo de material utilizado na limpeza do ambiente em que o
animal vivia, o contato com outros animais como passaros e roedores, se 0s animais
eram vacinados e/ou vermifugados e ainda se possuiam assisténcia médico veterinaria
permanente. Entretanto nenhuma destas variaveis apresentou diferencas significativas
entre os resultados obtidos, apesar de se esperar que algumas talvez pudessem ter
relagdo com os resultados, como a presenca de assisténcia medica veterinaria
permanente, que poderia ser considerado um fator de prote¢cdo, como o observado por
Carlos et al. (2010), pois a orientacdo sobre habitos de higiene e alimentares e posse
responsavel fornecida aos donos dos animais pelos medicos veterinarios, tornam esses
animais menos expostos & possiveis fatores de risco, diminuindo dessa forma a chance

de infeccdo.
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Outra variavel que poderia ser considerada fator de protecéo seria a utilizacao de
alvejante na limpeza do ambiente onde o animal vive o que facilitaria a eliminacdo de
possiveis oocistos presente no ambiente.

A variavel destino final das fezes ndo foi analisada, pois 100% dos proprietarios

entrevistados afirmaram eliminar as fezes dos animais e lixo comum domeéstico.
4.3 Analise Multivariada

O modelo multiplo de regressdo logistica mostrou que a raca e a presenca de
gatos na residéncia foram variaveis importantes para a infeccdo de cées na regido

estudada, com p= 0,0334 e p=0,0000 respectivamente (Tabela 9 e 10).

Tabela 9. Modelo inicial da Analise Multivariada na avaliacdo da presenca de
caes sororreagentes a Toxoplasma gondii em Volta Redonda, RJ

Variavel OR IC 95% Valor de P

Acesso a rua 0,9850 0,4752 —2,0419 0,9677

Sexo 1,2861 0,7928 —2,0863 0,3080
3,2440 1,7946 — 5,8640 0,0001

Presenca de gato

Localizacdo do

. 1,5861 0,8764 — 2,8706 0,1275
Bairro de
Residéncia
. 1,2182 0,9147 —1,6224 0,1769
Dieta
1,7473 1,0038 — 3,0417 0,0485
Raca - —
) , . 1,4230 0,9006 — 2,2486 0,1307
Faixa Etaria
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Tabela 10. Modelo final da Analise Multivariada na avaliacdo da presenca de cées
sororreagentes a Toxoplasma gondii em Volta Redonda, RJ

Variavel OR 95% - Cl P- value
Presenca de gatos 3,2372 1,8527 — 5,6565 0,0000
Raca 1,7169 1,0435 — 2,8246 0,0334

Baseado nessas informacgdes pode-se sugerir que na regido estudada o fato do
animal possuir contato com gatos em sua residéncia configurou um fator de risco
importante, tendo esses, 3 vezes mais chances de ter toxoplasmose que cdes que nédo
possuiam contato com gatos. Como j& discutido anteriormente, esta variavel ¢é
importante, pois indica que a fonte de infeccdo mais provavel na regido seja através da
ingestdo de oocistos eliminados nas fezes de gatos contaminados. Quanto & outra
variavel de valor significativo, o resultado apesar de surpreendente, uma vez que
demonstrou que animais com raca definida tinham 1,7 mais chances de adquirir
infeccdo por T. gondii do que cdes sem raca definida, pode ser explicada pelas
caracteristicas regionais e também pela tedrica maior susceptibilidade de cées de raca a

infecgBes, como j& discutido anteriormente.
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5. CONCLUSOES

Frente aos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que:

O ELISA indireto na rotina de identificacdo de enfermidades é uma boa opcéo
para 0 CCZ, tendo em vista sua boa sensibilidade e especificidade, além de um
menor custo e podendo ser utilizada em um grande nimero de amostras em um

menor tempo;

Toxoplasma gondii estd presente nas localidades estudadas no Municipio de
Volta Redonda, Regido do Médio Paraiba;

Fatores de risco para toxoplasmose canina foram identificados entre 0s animais

analisados, tais como a raca dos mesmos e a presenca de gatos nas moradias;

A ingestdo de alimentos crus ou outros alimentos destinados ao consumo
humano ndo mostraram ser significativos na infeccdo por T. gondii, enquanto
que a presenca de gatos mostrou-se um fator de risco importante, evidenciando
assim, que a possivel forma de infeccdo mais comum na regido seja através da

ingestdo de oocistos esporulados;
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7. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo Comissdo de Etica-PRPPG/UFRRJ

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA NA PESQUISA DA UFRRJ / COMEP

Protocolo N° 270/2012

PARECER

O Projeto de Pesquisa intitulado “As doencas em cdes e sua relagdo com a
presenca de Toxoplasma gondii e/ou Neaspora™ sob a responsabilidade do Prof Dr.
Carlos Wilson Gomes Lopes do Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de
Veterinaria, processo 23083.006805/2012-31, atende aos principios bésicos para
pesquisa envolvendo o uso de animais e esta de acordo com os principios éticos e do
bem estar animal estando de acordo com a Resolugio 714 de 20/06/2002 do CFMV.

UFRRJ, 28/01/2013.

Profa. Dra. Aurea Echevarria Nev&e‘ Lima
Pro-reitora de Pesquisa e Pos-graduagdo
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Anexo 2. Questionario

Animal:

Bairro:

Proprietario:
Idade:
Tempo que reside no local:
Sexo:( )M ( )F
Vermifugado: Sim( ) Néo ( )
Vacinacdo: Raiva Sim( ) Néao ()
Octupla Sim( ) N&o ()

Uso de produtos ectoparasiticidas: Sim( ) N&o ( )

Local de manutencédo desses animais: ( )Cimentado ( )Terra ( ) Ambos
Modo de limpeza do ambiente: ( )agua somente ( )agua e alvejante
Contato com gatos: Sim( ) Néo ( )
Contato com outros animais: Sim( ) Nao ( )
Apetite: Normal ( ) Aumentado ( ) Diminuido ( ) Anorético ( )

Né&o sabe informar ( )
Dieta: ( ) Racdo ( ) Comida caseira ( ) Comida caseira + racdo( )
Ingere carne crua ou mal cozida: ( )Sim ( )Néo
Possui Méd Vet permanente: Sim( ) N&o ()
Acesso a Rua: Sim () Néo ( )

Destino final das fezes : ( ) Esgoto ( )Enterra ( ) lixo ( )outros
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Anexo 3. RODRIGUES, J. DA S.; MEIRELES G.S. DE; FLAUSINO W.; LOPES
C.W.G. The japanense quail (Corturnix japonica): a new intermediated host for
Cystoisospora felis (Wenyon, 1923) Frenkel, 1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae).
Revista Brasileira de Medicina Veterinaria, v. 34, n. 1, p. 14-18, 2012

THE JAPANENSE QUAIL (Corturnix japonica): ANEW INTERMEDIATED
HOST FOR Cystoisospora felis (WENYON, 1923) FRENKEL, 1977
(APICOMPLEXA: CYSTOISOSPORINAE)*

Janaina da Soledad Rodrigues!, Gisele Santos de Meireles!,
Walter Flausino® and Carlos Wilson Gomes Lopes*

ABSTRACT. Rodrigues I. da S.. Meireles G.S. de. Flausino W. & Lopes C.W.G. The
japanense quail (Corfurnix japonica): a new intermediated host for Cystoisespora
Jfelis (Wenyon, 1923) Frenkel, 1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae). [A codorna
japonesa (Coturnix japonica): um novo hospedeiro para Cystoisospora felis (Wenyon
1923) Frenkel 1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae)]. Revista Brasileira de Medici-
na Veterindria, 34(1):14-18, 2012. Curso de Pés-Graduacéo em Ciéncias Veterinarias,
Instituto de Veterindria. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR 465 km 7.
Seropédica, RJ 23890-000. Brasil. E-mail: lopescwg@ufrrj.br

Cystoisospora felis is an obligatory intracellular parasite that infects several species
of felines. Infection is transmitted by either ingesting sporulated oocysts directly, or
consuming an intermediated host harboring monozoic cysts. In this study. 10 Japa-
nese quails (Corturnix japonica) were infected with a pure inoculum of C. felis (10°
sporulated oocysts/ml): after 60 days post infection. liver, spleen, and cloacal bursa
were removed from each quail and were separately fed to 3 kittens. A forth kitten was
infected with 10¢sporulated oocysts/ml orally. Fecal samples were collected from each
kitten daily and evaluated for the presence of oocysts: the percent sporulation of resul-
ting oocysts was calculated daily. In addition, 50 sporulated oocysts from each infected
individual were measured in pm, and evaluated for length, width and shape index. Kit-
ten fed on liver had an average oocyst length of 44.30 (39.53 — 48.84), width of 31.30
(27.44 — 36.05) and shape index of 1.40 (1.16 — 1.58): while the kitten fed on spleen
had an average length of 46.30 (41.40— 50.71). width of 32.90 (29.30 — 37.20) and
shape index of 1.40 (1.22 — 1.71). The kitten fed on cloacal bursa had an average length
of 44.80 (40.00 — 49.31). width of 31.20 (27.91 — 36.5) and shape index of 1.40 (1.18
—1.60): and the kitten infected with sporulated oocysts orally had an average length of
43.60 (40.30 — 47.58), width of 30.80 (26.66 — 34.22) and shape index of 1.40 (1.23
— 1.58). Furthermore the prepatent and patent periods were determined for C. felis in
the quail that serves as an experimental model for working in experimental conditions.

KEY WORDS. Cystoisospora felis, Japanese quail. experimental infection.

RESUMO. Cystoisospora felis é um parasito intra-  tio de oocistos esporulados, quanto pela ingestio
celular obrigatério que acomete felideos de diversas  de tecidos de hospedeiros mtermediarios infectados
espécies, e podem se contaminar tanto pela inges-  previamente com oocistos esporulados. Neste es-
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tudo, 10 codornas japonesas foram infectadas com
um inoculo puro de oocistos de C. felis, na concen-
tragdo de 10° e, apos 60 dias, o bago, o figado e
a bursa cloacal dessas codomas mfectadas foram
oferecidos a trés filhotes de gato livres de infeccdo.
Um quarto gato ainda foi infectado com uma sus-
pensio de 105 oocistos viaveis de C. felis por via
oral. Apds o inicio da eliminacgio, os oocistos foram
colocados para esporular e, em seguida, 50 oocistos
oriundos de cada infec¢do foram mensurados em
pum, apresentado em média didmetro maior (DM),
didmetro menor (dm) e indice morfométrico com
os seguintes valores: 44,30 (39,53 — 48,84), 31.30
(27.44 — 36,05) e 1,40 (1.16 — 1,58) para os oriun-
dos do animal infectado com figado, 46,30+£2,20,
32,90+1,90 e 1,40+0,1 para os oocistos do animal
mfectado com bacgo; 44,80 (40,00 — 49.31), 31,20
(27,91 —36,5) e 1,40 (1,.18 — 1,60), para os oocis-
tos oriundos do animal infectado com bursa cloacal;
43,60 (40,30 — 47,58), 30,80 (26,66 —34.22) e 1,40
para os oocistos do animal que recebeu oocistos di-
reto por via oral. Com estes resultados foi possivel
concluir que nio existem diferencas significativas
na morfometria dos oocistos de C. felis. Além disso,
os periodos, pré-patente e patente foram semelhan-
tes quando gatos foram alimentados com visceras
de codornas infectadas previamente com oocistos
esporulados de C. felis em comparagdo com o ani-
mal que recebeu 10° oocistos esporulados por via
oral.

PALAVRAS-CHAVE. Cystoisospora felis, codorna japonesa,
infeccdo experimental.

INTRODUCTION

Cystoisospora felis (Wenyon, 1923) Frenkel
1977, an obligatory-intracellular parasite of the Sar-
cocystidae family (Cystoisosporinae subfamily), is
one of the coccidium more frequently found in the
feces of domestic cats (Amaral et al. 1966). C. felis
oocysts are easily distinguished from other feline-
-feces coccidia by their large size (Frenkel & Dubey
1972).

Dubey & Frenkel (1972) identified two possi-
ble forms of Cystoisospora transmission in felines:
first, by directly ingesting sporulated oocysts; or se-
cond by consuming an intermediate host infected
previously with sporulated oocysts. A wide range
of animals have been desciibed as intermediate
hosts serving as vectors for Cysfoisospora species:
including, mice, rats, and dogs (Frenkel & Dubey
1972); birds (Lindsay & Blagburn 1994); bovines

(Fayer & Frenkel 1979); swine (Carvalho Filho et
al. 2003); rabbits (Costa & Lopes 1998); Mongolian
gerbils (Carvalho Filho et al. 2004); and chickens
(Massad et al. 2003).

The systemic distribution of hipnozoites in the
viscera of different intermediate hosts was indica-
ted by an accentuate tropism for mesenteric lymph
nodes, spleen, liver and Payers’ patches in mam-
mals (Frenkel & Dubey 1972, Brosigke et al. 1982,
Freire & Lopes 1996, Costa & Lopes 1997).

The present study evaluates the levels of infec-
tion obtained when healthy kittens are exposed to
different types Japanese quail viscera which have
been infected with C. felis and compares it to heal-
thy kittens directly exposed to C. felis.

MATERIAL AND METHODS

The current study was carried out at the Labora-
tério de Coccidios e Coccidioses (LCC) — Projeto
Sanidade Animal (Embrapa/UFRRJI), Departamen-
to de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria,
UFRRI.

A healthy cat, in the final stage of gestation was
brought to the LCC and it was lodged in individual
bay with water and food ad libitum. An examination
of the feces was performed to determine if the fema-
le cat was free from gastrointestinal-parasite infec-
tion. In addition, a preventive treatment for coccidia
was adopted as suggested by Loss & Lopes (1997).

Kittens were separated from their mother 45 days
after parturition; fecal examinations were than pre-
formed for 30 days to ensure that kittens were free
from coccidia infection. Kittens were then placed
separately in suspended cages, which were previou-
sly disinfected with sodium hypochlorite and flame
torch to prevent possible contaminations.

To evaluate kitten infection via infected visce-
1a, ten Japanese quails (Corturnix japonica) were
inoculated, using an orogastric tube, with C. felis
suspension of 10° sporulated oocysts/mL (Figu-
re 1). Sixty days after inoculation the Japanese
quails were euthanized (Cobea 2007) and their li-
vers, spleens and cloacal bursa were separated. A
pure suspension of C. felis sporulated oocysts (10°
oocysts/mL) in Hank” solution (Andrade 2000) was
also prepared to evaluate transmission direct infec-
tion. C. felis sporulated oocysts were obtained from
the purification of fecal samples from naturally in-
fected cats.

A total of 4 kittens were used in this study; each
received orally a distinct source of infection: cat I —
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Figure 1. Cystoisospora felis sporulated oocyst. Su-
gar saturated solution. 1000X.
ground spleen, cat I — ground liver, cat IIT — ground
cloacal bursa. and cat IV - suspension of 10° sporula-
ted oocysts/mL. Beginning the day after inoculation,
fecal samples were examined daily for mfection as
described by Figueiredo et al. (1984). For Oocyst
sporulation, fecal samples were collected and diluted
separately, and stored in plastic vials containing po-
tassium dichromate 2.5% 1 water solution in a pro-
portion ratio of 1:9 (v/v), which was placed under
forced aeration using a aquarium pump and at ~22°C.
Oocysts were checked daily for sporulation and
classified as either, sporulated or non-sporulated.
Once 80% of a sample was determined to have spo-
rulated a morphologic analysis and characterization
of the oocysts was carried out; 50 sporulated oocysts
from each source of infection were measured sepa-
rately using a micrometric ocular (K-15X PZ0) in a
binocular microscope (Carl Zeiss). For each oocyst
the length and width were determined, as well as the
index shape. Pictures were taken using a digital ca-
mera model CD Mavica MVC-CD250 Sony®.
During the experimental infections, prepatent
and patent periods were observed for determining if
there were differences in the source of hipnozoites.
In addition, the means of sporulated oocysts
from different sources of infection was statistically

compared according to Sampaio (2002).

RESULTS AND DISCUSSION

By comparing the measurements of the length,
width and index shape of oocysts recovered from
the various sources of infection (Table 1), signifi-
cant differences between these values were not ob-
served. These results differ from those observed by
Medeiros et al. (2007); they found that oocysts of C.
felis proceeding from mice viscera were larger than
those transmitted naturally. Although, the length
and width means observed from each source of in-
fection i this study were similar to those observed
by Medeiros et al. (2007). Conversely the measu-
rements observed in the present study for oocysts
transmitted via infected quail viscera were larger
than those observed after transmission by Mongo-
lian gerbil viscera (Carvalho Filho et al. 2004). Ho-
wever the index shape of the oocysts was similar in
both studies.

Prepatent and patent periods were the same
among kittens exposed to infected viscera and simi-
lar to those exposed directly to sporulated oocysts
(Table 2). Analogous results were observed by
Dubey & Streitel (1976) and Carvalho Filho et al.
(2004). Lindsay & Blagburn (1994) described a pa-
tent period from dayl0-11 for C. felis; for cats free
of coccidia were infected by 10* sporulated oocysts
orally. Kittens fed on liver or spleen shed more

Table 1. Cystoisospora felis sporulated oocysts from different
sources of infection.

Source of infaction Qocysts (um) (n=50) * Shape index
Length Width

Liver 44.30 31.30 140
(39.53-48 84) (27.44-36.05) (1.16-1.58)

Spleen 46.30 32.40 140
(41.40-50.71) (29.30-37.20) (1.22-1.71)

Cloacal bursa 44.80 31.20 1.40
(40.00-49.31) (27.91-36.3)  (1.18-1.60)

Sporulated oocysts 43.60 30.80 140
(40.30-47 58) (26.66-34.22) (1.23-158)

* No significant differences were observed.

Table 2. The shedding of Cystoisospora felis oocysts by cats infected from different

sources.

Origin of infecting Source of Period Number of oocysts counts
material infection Pre-patent Patent OoPGe Total fecal volume
Japanase quail® Spleen 12 3,450 57,740
Liver 5 12 4,880 216,522
Cloacal Bursa 5 12 445 19,924
Sporulated oocysts®  Fecal oocysts 14 31,274 1,565,948

= Docysts per gram of feces

b Infected with 10°sporulated oocysts/mL previously.
< Kittens infected with 107 sporulated oocysts/mL orally.

Rev. Bras. Med. Vet 34(1):14-18, jan/mar 2012



The japanense quail (Corturnix japonica): a new intermediated host for Cystersespora felis (Wenyon, 1923) Frenkel, 1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae)

10000 -

1000 1

100 4

0oPG

L,

1 3 5 T8 M
Days after infection

1000 -

100 4

(]

i

]

o
10 4
1+

1 3 5 7T 9 1
Days after infection

1000 -

100 4

0oPG

1 — T T T T T T
1 3 5 7 9 1
Days after infection

1000000 4
100000 4

10000 -

o
o

1000 -
100 -

10 4
) D

13579113
Days after infection

Figure 2. Shedding of Cystoisospora felis oocysts by cats fed on, (a) liver, (b) spleen, (c)
cloacal bursa of the Japanese quail, and (d) infected with 10 sporulated oocysts orally

oocysts than that fed on cloacal bursa, but less than
the kitten mfected orally (Figure 2).

The data observed in this study was compatible to
Cystoisospora felis mfection, besides it the Japanese
quail was considered as a new intermediated host; besi-
des 1t Japanese quail should be considered as a good m-
termediated host for biological experimental infection.
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BRUCELOSE SUINA NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO*

SWINE BRUCELLOSIS IN THE STATE OF RIO DE JANEIRO

Vera Lucia Teixeira de Jesus!, Rita de Cassia Gomes Pereira®, Gisele Santos de Meireles’,
Janaina Soledad Rodrigues®, Jorge Luiz Baronto Pereira Jorge® e Walter Flausino®

ABSTRACT. Jesus V.L.T de, Pereira R. de C.G., Flausino W.., Meireles G.S. de.
Rodrigues J. da S. & Jorge J.LB.P. [Swine brucellosis in the State of Rio de Janei-
ro, Brazil]. Brucelose suina no estado do Rio de Janeiro, Brasil. Revista Brasileira de
Medicina Veterindria, 32(2):101-104, 2010. Departamento de Avaliacdo e Repro-
dugdo Animal, Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, km
7 da Br 465. Seropédica. RJ 23890-000, Brasil. E-mail: jesus@ufirj.br

The objective of this serum-epidemiologic inquiry was to associate the occurrence of
vaginal discharge. abortions. mummified phoetuses, repetitive breeding and abscesses in
nuts covered by natural service with brucellosis infection. From July to December 2008,
five blood samples were colleted and serum samples were submitted to serum agglutination
test with buffer acidified antigen (AAT) for brucellosis. In the first trial. of the 10 matrices
with reproductive disturbances, 3/10 (30.0%) were positives. In the second trial. matrices
and reproducers had prevalence of 12.8% (5/34) females. In the third trial the prevalence
of 8.9% for the flock. consisted of 282 swine, being 19/137 (12.2%) female and 6/120
(4.8%) male were reagents, with a difference for sex (p=0.0349) and not for age. Being
thus. sanitary culling of the reacting animals was recommended. After the discard, two
trials were done once more and no reacting animals were found. As the swine farms aim
to the certification for sales of reproducers. a remain flock was discarded. A new breed
was formed with rigid measured of sanitation for purchasing and selling animals, therefore,
this work serves of alert. so that the brucellosis examination should be adopted as routine
in swine farms in the State of Rio de Janeiro.

KEY WORDS: Abortion, infection, reproduction, brucellosis.

RESUMO. O objetivo deste inquérito soro-epidemio-
légico foi de associar a ocorréncia de corrimentos vagi-
nais, abortamentos, repeticdes de cios, fetos mumifica-
dos e abscessos em porcas cobertas por monta natural,
com a infec¢éo por Brucella. Durante os meses de julho
adezembro de 2008, foram feitas cinco coletas de san-
gue, os soros obtidos foram submetidos a prova de

Soroaglutinagdo Répida com Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) para a brucelose. Na primeira coleta,
das 10 matrizes com distirbios reprodutivos, 3/10
(30,0%) foram reagentes. Na segunda coleta, as matri-
zes e os reprodutores, tiveram uma prevaléncia de 12,8%
(5/34) fémeas reagentes. Na terceira coleta foi constata-
da prevaléncia de 8,9% para o rebanho de 282 suinos,
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sendo 19/137 (12,2%) fémeas e 6/120 (4.8%) machos
reagentes, com diferenca para sexo (P=0,05) e ndo para
aidade. Foi recomendado o abate samitario dos amimais
reagentes. Apos o descarte, foram feitas mais duas novas
coletas, sem registro de animais reagentes. Como a gran-
Ja visa a certificacfio para venda de reprodutores, o res-
tante do rebanho foi descartado, e miciado um novo plantel
com rigidas medidas sanitarias para compra e venda de
animais, portanto, este trabalho serve de alerta, para que
o exame de brucelose seja adotado na rotina das granjas
de suinos no Estado do Rio de Janeiro.

PALAVRAS CHAVE: Abortamento, abscesso, reprodugdo,
brucelose.

INTRODUCAO

A suinocultura no Brasil vem apresentando nos ulti-
mos anos um grande avango tecnolégico; mesmo assim
haregistro de baixos indices de produtividade, devido a
diversos fatores, tais como a utilizagdo de praticas de
manejo inadequada e deficiéncias de diagnostico de
enfermidades (Ribeiro 2005).

Diversos agentes infecciosos podem estar envolvi-
dos em problemas reprodutivos de uma granja, os quais
podem ocorrer de forma clinica, facilmente detectada,
ouna forma sub-clinica, tornando dificil a sua identifica-
¢do e controle. Dentro deste quadro clinico, enquadram-
se a brucelose suina, que é uma zoonose, cujo agente
etiologico € Brucella suis, subdividida em cinco soroti-
Ppos, sendo que o suino é hospedeiro mais frequente para
os sorotipos 1 e 3. Brucella abortus pode infectar os
suinos, porém é menos patogénica (Silva Paulo et al.
2000, EFSA 2009).

Em vérios continentes, ha relato de casos esporadi-
cos em porcos domésticos, devido a B. suis, mas em
alguns paises da Ameérica do Sul e Sudoeste da Asia, ha
uma alta prevaléncia, com predominio do sorotipo 1.
No Brasil, € considerada como a segunda mais preva-
lente no quadro de infec¢do do género Brucella sp.,
segundo a OIE (2009).

Os suinos estio suscetiveis a brucelose a partir do
quarto ao quinto més de idade, transmitindo de suino a
outro, através da ingestdo de alimentos ou agua conta-
minados por descargas vulvares, ou pela ingestdo de
fetos abortados e membranas fetais. As porcas infecta-
das apresentam abortamento, em qualquer fase da ges-
tagdo, sendo influenciada mais pelo tempo de exposi-
¢do ao agente, do que o periodo de gestacdo. Também
ocorrem outros distirbios reprodutivos tais como:
natimortos e descargas vulvares. Nos machos, predo-
mina orquite, e pode afetar secundariamente outros or-
gdos genitais, e é comum o 1solamento do sémen, sem

qualquer sinal clinico do macho, portanto para a espé-
cie € considerada a transmissao pela eépula. Em ambos
os sexos, também afetam as articulagdes causando la-
minite e paralisia (FAO 2009).

Para o diagnoéstico sorolégico da brucelose suina,
utiliza-se 0 mesmo antigeno padronizado e comercializa-
do no Brasil para B. abortus, visto que B. suis também
éuma cultura lisa e o teste de soroaglutinagio consegue
detectar a parte de lipossacarideo destas duas espécies
(Lordetal. 1997 Matos etal. 2004, PNSS 2008, EFSA
2009).

O objetivo deste inquérito soro-epidemiologico foi
de verificar as associagdes dos distirbios reprodutivos
com a brucelose, e da mesma com diferentes categorias
de animais, bem como demonstrando a importancia do
controle sanitario rigoroso na granja de suinos.

MATERIAL E METODOS

A metodologia baseou-se no inquérito soro-epide-
mioldgico para a brucelose proposto pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), segun-
do o Programa Nacional de Samidade de Suideos
(PNSS 2008), visando detectar o diagnéstico situacional
da doenga em uma granja comercial no municipio de
Pinheiral, no Estado do Rio de Janeiro. Com este obje-
tivo, iicialmente, fo1 feita wna coleta por matrizes com
distirbios reprodutivos, sendo confirmados animais re-
agentes; com isso, houve a necessidade de verificar a
ocorréncia da brucelose no rebanho como um todo.

A propriedade avaliada tratava-se de uma granja com
sistema intensivo, com a finalidade de ensino e comerci-
alizacdo de matrizes e os seus derivados para o consu-
mo humano. Composta por 282 suinos, as matrizes da
raca Camborough 23, os reprodutores AG PIC 412 e
os cruzamentos Ulira-Light. Estes animais sdo mantidos
em maternidade, creche, recria, terminacao e pocilgas
das matrizes e dos reprodutores individualizados. A ra-
¢do era fabricada na propriedade, e analisada sempre
pelo técnico responsavel em laboratorio credenciado.
A dgua era tratada com cloro e fornecida “ad libitum”
aos animais; quanto a limpeza das instalagdes e o trata-
mento dos dejetos, eram realizados diariamente.

Para o diagnostico da brucelose, as amostras de san-
gue foram coletadas nos meses de julho a dezembro de
2008, por pungdo auricular, com agulha descartavel, uma
para cada animal e transportadas para o laboratério de
diagndstico. Os soros sanguineos obtidos foram esto-
cados a -20°C e, depois, submetidos ao teste de diag-
néstico de brucelose.

Como teste de triagem fo1 realizado o com Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT), cujos exames foram fei-
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tos no Laboratdrio de Patologia da Reprodugéo (LPR),
do Projeto Satide Animal, Convénio Embrapa/UFRRJ.
No teste AAT foi utilizado o antigeno com concentracio
de 8%, tamponado em pH acido (3,65), padronizado a
partir da cepa 119-3 de Brucella abortus, inativado pelo
calor, antigeno produzido pelo Instituto de Tecnologia do
Parana (TECPAR), sendo o exame realizado segundo o
protocolo preconizado pelo manual técnico do Progra-
ma Nacional de Controle e Erradicacio da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) (MAPA 2003).

Um banco de dados foi montado no programa EPT
INFO (CDC 2008) no qual foram incluidos todos os
registros dos distiirbios reprodutivos das matrizes, como
abortamentos, abscessos, fetos mumificados, repetigdes
de cio e corrimento vaginal, bem como os resultados
dos testes soroldgicos. O teste Qui-quadrado e Fisher
exato, quando recomendado, foi utilizado para verifica-
¢do de associacgdes entre a variavel explicada
(prevaléncia de Brucelose) e as variaveis explicativas
(sexo e 1dade) (Sampaio 2000).

RESULTADOS

No periodo de julho a dezembro de 2008, foram rea-
lizadas quatro coletas soroldgicas, as quais estdo discri-
minadas na Tabela 1, nas quais observamos uma
prevaléncia de 30.0% na primeira coleta, o grupo das
matrizes com distirbios reprodutivos. Na segunda coleta
das matrizes e reprodutores, wma prevaléncia de 12,8%,
ena terceira coleta composta de todo o plantel de 8,86%.

Nas demais coletas (quinta e sexta) efetuadas apos
o abate sanitario dos animais reagentes, que ocorreu no
més de dezembro de 2008, sugerida pela equipe de coleta

Tabela 1. Diagnéstico da Brucelose para Brucella abortus em suinos.

Data da coleta Teste AAT para Brucelose

Positivo Negativo Total (%)
03 07 10 (30,00)
03 34 39 (12.80)
25 257 282 (8.86)
00 183 183 (0.00)
00 06 06 (0.00)
00 07 07 (0.00)

e exame e realizada pelos técnicos responsaveis pelo
rebanho, observa-se que em 2009, ndo houve ocorrén-
cia de nenhum ammal reagente, visto que, adotaram como
medida de controle e profilaxia, a quarentena dos ani-
mais comprados e comercializados na propriedade.
Agorauma analise detalhada sobre a terceira coleta,
que foi decisiva para iniciar as medidas descritas anteri-
ormente, observa-se que dos 282 animais, foi encon-
trada uma prevaléncia de 8,9%. ao qual discriminada
por sexo, demonstra que 19/137 (12,2%) témeas e 06/

Tabela 2. Diagnéstico da Brucelose em suinos.

Sexo Teste AAT para Brucelose®
Reagente Nio Reagente Total
Macho 6 (2 120 (43) 126
Fémea 19 (7) 137 (49) 156
Total 25 (9) 257 (91 282

*p= 0,0349; OR = 0.3605 (0.1394= 93% = 0,9324).
® Em percentagem.

120 (4.8%) machos reagentes ao teste de AAT, cujos
resultados estdo na Tabela 2.

Pelo Qui-quadrado demonstrou que houve diferenca
(p=0.,0349) para sexo, que representa a forma de trans-
misséo da brucelose, estavam restritas as fémeas, devido
aos distirbios registrados, como abortamentos, fetos mu-
mificados e repeticdo de cios, mas pode ser descartada a
transmisséo pela cépula, visto que os machos que reagi-
ram ao teste de AAT eram lactentes, e ndo apresentavam
o quadro de orquite e nem de infertilidade, e assim nio
eram os reprodutores da granja.

Quanto ao fator idade, os animais foram agrupados
por categorias de produgdo, com intuito de verificar qual
o0 grupo mais susceptivel a infec¢fo, assim discrimina-
do: ammais em lactagfio (=38 dias); creche (39290 dias),
recria (91>141 dias), terminacdo (96>141 dias), matri-
zes ereprodutores, os resultados obtidos estdo demons-
trados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultado do diagnéstico para Brucelose em suinos.

Categoria de Teste AAT para diagnostico da Brucelose

producio Positive Negativo Total
Lactacdo 04 49 53
Creche 15 117 132
Recria 00 47 47
Terminagio 00 15 15
Matrizes 06 26 32
Reprodutores 00 03 03
Total 25 257 282

Os resultados ndo demonstraram diferenca, mas hou-
ve uma concentragdo de reagentes a brucelose, na ca-
tegoria creche, levantando a possibilidade da transmis-
sdo por residuo de alimento, o que foi descartado pelos
técnicos da granja. Quanto aos lactentes, correspondem
aos filhotes das matrizes reagentes que pariram no peri-
odo das coletas de sangue.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Apos andlise criteriosa da prevaléncia encontrada, a
mesma nio difere dos resultados do estado de Pernam-
buco. apresentou prevaléncia de 31.8% em granjas co-
merciais (Ribeiro, 2005), onde houve uma concentra-
cdo de reagentes ao teste de Soroaglutinagio Lenta,
em propriedades com histérico de abortamentos, mas
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difere do inquérito realizado no estado de Goias, com
indice de prevaléncia de 2,5%, de 4279 suinos exami-
nados em granjas comerciais (Matos et al. 2004).

Visando a certificac¢do da granja para venda de re-
produtores, o restante do rebanho fo1 descartado, e n1-
ciado um novo plantel com rigidas medidas sanitarias
para compra e venda de matrizes, servindo de alerta o
exame de brucelose na rotina das granjas de suinos no
Estado do Rio de Janeiro.

Todos os animais de reposi¢iio para reprodugéo de-
vem ser comprados de suinoculturas certificadas, ofici-
almente livre dessa doenga.
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282 soros suinos, 35 (12,41%) foram positivos. Foram
observadas diferencgas significativas quanto a idade
(p=0,0000004). Desta forma, anticorpos anti-T. gondii
foram encontrados nos animais estudados, podendo estes
ser fonte de infeccdo para a populagio humana.
PALAVRAS-CHAVE. ELISA, suinos. zoonose, ciacdo comer-
cial. Toxoplasma gondii.

INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma enfermidade causada pelo
coccidio Toxoplasma gondii, caracterizada como zo-
onose e tem os felideos como hospedeiros definitivos e
os animais homeotérmicos como hospedeiros interme-
diarios (Dubey 2004). Os animais podem se infectar
pela ingestéo oral de oocistos presentes no ambiente,
ou de cistos teciduais na carne de animais infectados
(Kijlstra & Jongert 2008).

Em animais de produgo, cistos teciduais de T gondii
sdo frequentemente observados em tecidos de suinos,
ovinos e caprinos infectados (Tenter et al. 2000). A in-
feccdo pelo T gondii em suinos normalmente é
assinfomatica, porém pode provocar alteragdes repro-
dutivas, como aborto, natimortalidade e mumificacio
fetal em fémeas que se infectam pela primeira vez du-
rante a gestagdo (Vidotto et al. 1987; Kim et al. 2009).
A maioria dos suinos adquire a infeccio por 7. gondii
apos o nascimento pela ingestio de oocistos no ambi-
ente contamimado, poucos sendo infectados por trans-
missdo transplacentaria (Dubey 2009).

Os suinos sdo considerados a principal fonte de m-
fecgdo para humanos (Velmurugan et al. 2009). A toxo-
plasmose humana € considerada a principal causa de
mfecgio de retina no mundo (Holland 2003). Doenca
severa, desenvolve-se em pacientes com SIDA ou que
recebem terapia imunossupressora. A infec¢éo durante
a gestacdo pode causar aborto ou resultar em sérias
doengas fetais e malformagdes, com retardamento men-
tal e perda de visdo (Syrocot 2007, Wallon et al. 2004).

Vista sua importancia para a satde piiblica e os pre-
juizos causados para os animais de producio, o objeti-
vo do presente trabalho foi determinar a ocorréncia de
anticorpos contra 7. gondii em suinos, abatidos no mu-
nicipio de Pinheiral, Estado do Rio de Janeiro.

MATERIAL E METODOS
Foram coletados sangue de 282 suinos, em uma gran-
jano municipio de Pinheiral, Estado do Rio de Janeiro,
10 periodo de julho a setembro de 2008.
O sangue foi coletado por puncio da veia cava e
transportado ao Laberatério de Coccidios e Coceidio-
ses, Departamento de Parasitologia Animal, Projeto

Sanidade Animal Embrapa/UFRRI, do Instituto de Ve-
terindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janei-
10, onde os soros foram separados, identificados, ar-
mazenados a -20°C e encaminhados para o Laborato-
110 de Parasitologia Veterinaria da Universidade Esta-
dual de Santa Cruz (UESC) onde as andlises sorologi-
cas foram realizadas.

Para a pesquisa de anticorpos anti-7. gondii, foi uti-
lizado o teste de Imunoadsor¢éio enzimética (ELISA)
conforme Suaréz-Aranda et al. (2000) com algumas
modificagdes. Utihzou-se a antigeno na diluicéo de 50
pg/ml, todas as lavagens foram feitas com PBS conten-
do 0.1% de Tween 20 (PBS-T), o bloqueio foi feito
com PBS-T contendo 5% de leite desnatado e a rea-
¢do foi interrompida com 50 pul/pogo de H,SO, 2N. O
antigeno soliivel foi obtido do exsudato peritoneal de
camundongos infectados com a cepa RH de T. gondii.
conforme Silva etal. (2005).

Para andlise das varidveis sexo e idade dos animais,
foi usado o teste Qui-quadrado (%?), com nivel de signi-
ficdncia de 5%, utilizando o programa EPTINFO ver-
sdo 3.5.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, dos 282 soros testados.
12,41% (35/282) (IC 95% = 8,8 % — 16,8 %) foram
positivos para anticorpos anti- 1. gondii.

Valores de prevaléncia mais expressivos que estes,
do presente trabalho, foram observados por Azevedo
et al. (2010) na Paraiba (36,2%) e Cavalcante et al.
(2006) na Amazénia (37,5%). Resultados semelhantes
ao presente estudo foram encontrados por Moura et al.
(2007) no Parana (8,5%) e Suaréz-Aranda et al. (2000)
em Sao Paulo (9,6%).

A baixa positividade obtida neste estudo pode ser
explicada pela pouca idade dos animais avaliados, uma
vez que wm niimero maior de sororreagentes geralmen-
te € verificado entre animais mais velhos, como tam-
bém, em fun¢do da alta tecnificacdio da suinocultura
(Vidotto et al. 1990). A criagdo de suinos confinados
em granjas tecnificadas é responsavel pela diminui¢io
da soroprevaléncia nesses animais, diminuindo a chance
de infec¢do humana por esta espécie animal (Kijlstra &
Jongert 2008).

Quando se analisa a faixa etaria (Figura 1) verifica-
se que a soropositividade aumentou com a idade,
(p=0,000) (Tabela 1) corroborando aos resultados de
Tsutsui et al. (2003), no norte do Parana e Garcia et al.
(1999) no Parana, evidenciando que animais mais ve-
lhos tém maior soropositividade, pois estdo mais sus-
ceptivels a entrar em contato com oocistos.
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Figura 1. Positividade dos 282 amostras de soros de suinos
analisados para a presenca de anticorpos anti- Toxoplasma
gondii em suas faixas etarias, no municipio de Pinheiral,
RJ, Brasil, 2009.

Tabela 1. Resultado do teste de Qui-quadrado
em 282 amostras de soro de suinos avaliados
quanto a presenca de anticorpos anti-Toxoplas-
ma gondii e das variaveis sexo, idade e raga,
municipio de Pinheiral, RJ, Brasil. 2009.

Variaveis Animais Valor de p
Positivas Negativos
Sexo
Macho 14 111 0,7123323
Fémea 21 136
Idade
Jovens 20 233 0,0000004
Adultos 15 24

*Sem raca definida

Com a analise da variavel sexo frente a positividade
do total de suinos nio se nota diferen¢a (p=0,71) (Tabela
1) mesmos resultados foram encontrados por Bezerra et
al. (2009) na Bahia e Millar et al. (2008) no Parana.

Anticorpos anti-T. gondii foram encontrados nos
animais estudados, sugerindo que estes possam servir
de infecgdo para individuos que tém o habito de consu-
mir carne suina crua ou mal cozida.
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