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RESUMO

A toxoplasmose, causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, apresenta grande
soroprevaléncia em humanos e animais em todo mundo. O perfil sorolégico da
infeccdo em animais domésticos, como cdes e gatos, € um indicativo da
contaminacao ambiental pelo parasito e do risco potencial para o homem. Neste
trabalho, avaliou-se a frequéncia de resultados positivos para T. gondii em exames
sorolégicos realizados em caes e gatos na Regido Metropolitana de Vitéria, no
estado do Espirito Santo. Foram analisadas amostras de soro de 378 caes e 79
gatos provenientes de Centros de Controle de Zoonoses (CCZ) e de abrigos
temporarios, além de dados epidemiol6gicos sobre municipio, origem, sexo, raca e
idade de cada animal. Imunoglobulinas da classe IgG anti- T. gondii foram avaliadas
por Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI). A frequéncia de anticorpos em caes foi de 39,4% (149/378) pelo ELISA e de
38,1% (142/373) pela RIFIl, e em gatos foi de 15,2% (12/79) pelo ELISA e de 7,6%
(6/79) pela RIFI. Os fatores associados a infeccao canina foram a origem errante e a
idade igual ou superior a um ano. Sorologia positiva por ELISA foi relacionada ao
sexo dos felinos, com fémeas apresentando maior chance de infeccdo. A avaliacdo
dos resultados dos caes mostrou uma excelente concordancia entre as técnicas
(x=0,82), sem diferencas estatisticamente significativas (p = 0,377). Entre os
felinos, apesar de ter havido concordancia entre os testes (x=0,63), eles foram
significantemente diferentes de acordo com as analises estatisticas (p = 0,041). Os
resultados demonstram alta contaminagdo do ambiente pelo parasito, sugerindo
grande risco de infeccdo humana e de outros animais. Este é o primeiro estudo de
determinacao da frequéncia de anticorpos anti- 7. gondii em caes e gatos no Espirito

Santo.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Estudos Soroepidemiolégicos. Caes. Gatos.
ELISA. Técnica Indireta de Fluorescéncia para Anticorpo. Brasil.



ABSTRACT

Toxoplasmosis, caused by the protozoan Toxoplasma gondii, has high
seroprevalence in humans and animals worldwide. The serological profile of infection
in domestic animals, such as dogs and cats, is indicative of the environmental
contamination by the parasite and the potential risk to humans. In this study, we
evaluated the frequency of positive results for T. gondii in serological tests performed
in dogs and cats in the metropolitan region of Vitéria, state of Espirito Santo. Serum
samples from 378 dogs and 79 cats from Centers for Zoonosis Control (CCZ) and
temporary shelters were analyzed, as well as epidemiological data on municipality,
origin, sex, breed and age of each animal. Immunoglobulin class IgG anti-T. gondii
were evaluated by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) and Indirect
Immunofluorescent Antibody Test (IFAT). The frequency of antibodies in dogs was
39.4% (149/378) by ELISA and 38.1% (142/373) by IFAT, and in cats was 15.2%
(12/79) by ELISA and 7.6% (6/79) by IFAT. Factors associated with canine infection
were stray origin and equal to or higher than a year old. Positive serology by ELISA
was related to the sex of cats, with females showing higher chance of infection. The
evaluation of the results of the dogs revealed excellent agreement between
techniques (k= 0.82), with no statistically significant differences (p = 0.377). Among
the cats, despite agreement between both tests (k=0.63), there was differences
according to statistical analysis (p = 0.041). The results demonstrate high
contamination of the environment by the parasite, suggesting high level risk of
human infection and other animals. This is the first study to determine frequency of
antibodies anti-T. gondiiin dogs and cats in Espirito Santo.

Keywords: Toxoplasma gondii. Seroepidemiologic Studies. Dogs. Cats. Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay. Fluorescent Antibody Technique, Indirect. Brazil.
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1 INTRODUCAO
1.1 TOXOPLASMOSE: ETIOLOGIA E CICLO BIOLOGICO DE Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii, agente etiolégico da toxoplasmose, é um parasito intracelular
obrigatério de distribuicdo mundial, descoberto simultaneamente em 1908 por
Nicolle e Manceaux na Tunisia, isolado de um roedor (Ctenodactylus gundi), e por
Splendore no Brasil, isolado de um coelho doméstico (Oryctolagus cuniculus)
(DUBEY et al., 2012). Pertence ao Filo Apicomplexa, classe Conoidasida, subclasse
Coccidiasina, ordem Eucoccidiorida, familia Sarcocystidae e sub-familia
Toxoplasmatinae (LEVINE et al., 1980, LEVINE, 1988).

O protozoario apresenta prevaléncia sorolégica alta em aves e mamiferos, inclusive
no homem. Em humanos, a frequéncia de infecgcao varia entre 10 e 80%, sendo que
as maiores taxas sao encontradas na América Latina, com destaque para o Brasil, e
nos paises tropicais da Africa (PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS, 2009).

O parasito apresenta ciclo de vida heteroxeno, sendo os felideos os hospedeiros
definitivos e 0s hospedeiros intermediarios todos 0s animais homeotérmicos
(TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; Figura 1). A infeccdo dos felideos pode
ocorrer pela ingestdo de qualquer uma das trés formas infectantes (esporozoitos,
taquizoitos ou bradizoitos), porém é mais eficiente pela ingestdo de bradizoitos
contidos em cistos teciduais de hospedeiros intermediarios, como passaros e
pequenos roedores (DUBEY; FRENKEL, 1976). Os parasitos liberados no estobmago
invadem os enterécitos e se reproduzem assexuadamente por esquizogonia,
desenvolvendo merozoitos dentro de esquizontes. Em seguida, ocorre a
diferenciacao de gametas, fecundacéo e formacao de oocistos (DUBEY; FRENKEL,
1972). Estes sdo liberados dos enterdcitos e saem juntamente com as fezes dos
felideos, ainda ndo esporulados. Dentro de um a cinco dias, eles esporulam no
ambiente, sob condicbes adequadas de oxigenacao, umidade e temperatura. Cada
oocisto contém dois esporocistos, com quatro esporozoitos cada, e pode se manter
vidvel por até 18 meses no solo (FRENKEL; RUIZ; CHINCHILLA, 1975), devido a
sua parede dupla que confere grande resisténcia as condicbes ambientais. A
ingestao de cistos teciduais pode levar a eliminacao de milhdes de oocistos, trés a
dez dias apés a infecgao, por aproximadamente 20 dias (DUBEY; FRENKEL, 1972).
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O periodo pré-patente apés a ingestao de oocistos ou taquizoitos é mais longo, de
18 dias ou mais (DUBEY; FRENKEL, 1976; DUBEY, 1996).

Figura 1 - Ciclo de vida de Toxoplasma gondii.

Hospedeiros
intermedidrios
Transfuséo sanguinea
Transplantes de drgéos

S ol
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ingeridos por infectantes
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X

Agua ou alimentos
ou amostras ambientais

contaminados por oocistos

Fonte: Adaptado de CDC (Centers for Diseases Control and Prevention), 2013.

Apés a ingestao de cistos ou oocistos por hospedeiros suscetiveis, por exemplo o
homem, o céo, e o proprio gato, os parasitos sao liberados no estbmago, invadem o
epitélio intestinal e se diferenciam em taquizoitos. Esses se multiplicam rapidamente
por endodiogenia e podem infectar qualquer célula nucleada, a qual se rompe apés
novas divisdbes do parasito. A disseminacdo dessas formas pela linfa ou sangue
circulante pode ser assintomatica ou causar linfadenopatia cervical ou febre,
associadas a mialgia, astenia ou outros sinais inespecificos, caracterizando a fase
aguda da infeccao. Pode evoluir para morte do hospedeiro, principalmente em fetos
e em individuos imunossuprimidos, ou pode cessar, por meio da resposta imune
especifica, com redugéo do parasitismo e eliminacao dos parasitos extracelulares do
organismo. Alguns parasitos podem originar bradizoitos, que se multiplicam
lentamente formando cistos em células do sistema nervoso central (SNC), nos olhos
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e nos musculos esquelético e cardiaco, preferencialmente. Essa fase crénica
permanece por longo periodo e pode ser reativada por mecanismos ainda
desconhecidos, acarretando desde manifestacbes clinicas semelhantes a
primoinfeccdo até problemas mais graves, como lesdes oculares e neurolégicas
(TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

1.2 TRANSMISSAO E PREVENCAO DA TOXOPLASMOSE

Na maioria das vezes a infecgcao horizontal do homem pelo T. gondii é causada pela
ingestdo de carne crua ou mal cozida de hospedeiros intermediarios contendo cistos
teciduais, como ovinos, suinos e caprinos, ou pela ingestdo de agua ou alimentos
contaminados por oocistos esporulados ou pela exposicao direta as fezes de gato.
Mais raramente, pode ocorrer por transplante de 6rgaos contendo cistos teciduais,
cujo maior risco é o de coracdo, ou via taquizoitos transmitidos por transfusdo de
sangue, por ingestdo de leite de cabra nao pasteurizado, ou por acidentes de
laboratério (ESCH; PETERSEN, 2013).

A transmissao vertical pelo T. gondii é de grande importancia tendo em vista a
possibilidade de aborto ou de anomalias graves que podem acometer o feto,
principalmente no tecido cerebral, como hidrocefalia, calcificagbes cerebrais,
deficiéncia neurolégica ou psicomotora e convulsées, e no tecido ocular, como
retinocoroidite, microftalmia, cegueira. Em geral, a infeccdo congénita resulta da
infeccdo materna primaria adquirida durante a gestacdo, mas pode ocorrer em
imunocompetentes devido a reinfeccdo materna ou por reativagdo de infeccao
passada em mulheres HIV-positivas. Em todos os casos, os taquizoitos podem
colonizar a placenta e atingir o feto (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Na auséncia de uma vacina efetiva para humanos, a melhor abordagem ¢é limitar a
exposicao ao parasito. A prevencao inclui a adocdo de medidas de higiene, como
utilizar luvas ao manipular o solo e lavar frutas e vegetais crus; congelar carnes a -
12°C por 24 horas ou cozinha-las até a temperatura interna atingir 66°C, e beber
somente agua tratada ou, em caso de necessidade, filtra-la (filtro de 1 um) ou fervé-

la para eliminar o parasito. Caes e gatos devem ser mantidos no domicilio a fim de
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evitar habitos de caca e o contato com oocistos, e devem ser nutridos com alimento
comercial. A caixa de areia de gatos deve ser limpa diariamente, devido a rapida
esporulagao dos oocistos, e deve-se evitar 0 acesso desses animais a reservatorios
de agua. Os caes devem ser vacinados contra o virus da cinomose, ja que muitos
casos de toxoplasmose grave sdo observados nas coinfecgdes. Vacinas que
reduzem ou previnem a liberacédo dos oocistos estdo sendo testadas e tém mostrado
bons resultados (ELMORE et al., 2010, JONES; DUBEY, 2010).

1.3 EPIDEMIOLOGIA DA TOXOPLASMOSE EM CAES

O primeiro relato de toxoplasmose fatal em um animal doméstico foi descrito por
Mello em 1910, na cidade de Turin, Italia, em uma cadela que veio a ébito por
toxoplasmose visceral aguda. No Brasil, a infeccdo canina foi descoberta
posteriormente por Carini, em 1911. Desde entdo, a doenga canina é reportada em
varios paises com elevado indice de animais infectados, inclusive no Brasil
(BRESCIANI et al., 2008).

Os caes sao hospedeiros intermediarios do T. gondii e também adquirem a infeccao
pela ingestdo de carnes cruas contendo cistos ou pela ingestdo de oocistos no solo
ou em agua e alimentos contaminados. Bresciani e colaboradores (1999, 2009)
evidenciaram, em estudos experimentais, a possibilidade de infeccao fetal nesses
animais. Posteriormente, AL-QASSAB e colaboradores (2009) isolaram o parasito do
cérebro de filhotes e anticorpos IgM e IgG foram detectados por western blotting no

soro da mae, indicando provavel transmissao congénita.

Em geral, a infeccdo é assintomatica, porém a doenca clinica € frequentemente
associada a cinomose, a erliquiose, ou a terapia com glicocorticoide. As
manifestagdes clinicas mais comuns resultam do comprometimento dos sistemas
respiratério, neuromuscular ou gastrointestinal, enquanto lesdes oculares sao pouco
relatadas. A forma generalizada, caracterizada por febre, tonsilite, dispneia, diarreia
e vomitos, acomete principalmente cdes menores de um ano de idade, enquanto
que, em animais mais velhos, o0s sinais mais graves resultam de problemas

neuromusculares, como convulsées, tremores, ataxia, paresia ou paralisia, marcha
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anormal, perda de massa muscular, ou rigidez. Muitos sinais clinicos sdo comuns a
infeccdo causada pelo Neospora caninum, um parasito que tem como hospedeiro
definitivo o cdo, sendo importante a inclusdo dessa doenga no diagnostico
diferencial da toxoplasmose (DUBEY; LINDSAY; LAPPIN, 2009).

A infeccao canina tem sido associada a alguns fatores, como o acesso a rua, dieta,
idade, raca e convivio com outros animais, como felinos. De Souza e colaboradores
(2003), ao avaliarem caes provenientes do Parand e da cidade de Sao Paulo,
observaram soroprevaléncia de T. gondii em 31,6% (193/610) dos errantes e em
34,3% (46/134) daqueles de area rural, enquanto os domiciliados apresentaram
5,2% (26/500) de positivos, sugerindo maior oportunidade dos primeiros de ingerir
tecidos de animais infectados ou oocistos do ambiente. Em Santa Catarina, De
Moura e colaboradores (2009) encontraram maior frequéncia de anticorpos anti-T.
gondii entre caes que tinham acesso a rua, ndo apresentavam raca definida e
recebiam dieta caseira, relacionando os resultados ao tipo de manejo a que sao
submetidos. Outros estudos mostraram que a infeccao tende a aumentar com a
idade dos caes, uma vez que animais mais velhos estao a mais tempo expostos as
fontes de infeccao (CANON-FRANCO et al., 2004; AZEVEDO et al., 2005; LANGONI
et al., 2006). No estudo de Azevedo e colaboradores (2005), na Paraiba, o contato
com gatos foi associado a presenca de anticorpos anti-T. gondii em caes,
evidenciando a participacao dos felideos na propagacdo da toxoplasmose, por

serem 0s Unicos capazes de eliminar oocistos nas fezes.

Ferreira e colaboradores (2009) observaram que a presenca de caes nos domicilios
pode ter sido um fator de protecdo em area rural do estado do Acre, pois sao
capazes de afugentar gatos e felinos selvagens, reduzindo o risco de contaminacao
ambiental com oocistos. Entretanto, Frenkel e colaboradores (1995) realizaram uma
coorte na Cidade do Panama e identificaram a presenca de caes como fator de risco
para infeccdo por T. gondii em criancas, superior a associacdo com a presenca de
gatos. O mesmo resultado foi encontrado por Etheredge e colaboradores (2004),
também no Panamda, ao analisar as comunidades com maior prevaléncia de
anticorpos anti-T. gondii em criangas. Nesse mesmo estudo, houve maior risco de

infeccdo quando havia também gatos na residéncia.
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Alguns pesquisadores acreditam que os cées poderiam atuar na transmissao
mecéanica de oocistos infectantes, contaminando o solo ou diretamente o homem.
Ap6s a ingestdo de fezes de gatos infectadas, oocistos esporulados ingeridos
poderiam ser liberados ainda intactos no ambiente (LINDSAY et al., 1997;
SCHARES et al., 2005). Ademais, eles poderiam abrigar oocistos em sua pelagem
apoés rolarem sobre fezes de gatos contaminadas e o homem poderia se infectar, por
via oral, ao acaricia-los (FRENKEL; PARKER, 1996).

Garcia e colaboradores (1999b), bem como o estudo citado por eles, de Ulon e
Marder (1990), observaram correlagdo positiva e altamente significativa entre a
distribuicao dos titulos de anticorpos de humanos e caes, sugerindo que vias de
transmissdo comuns possam existir entre eles, como habitos alimentares carnivoros
e o proprio ambiente. Apesar de diferencas entre os comportamentos higiénicos, a
prevaléncia de toxoplasmose canina pode ser um indicador epidemiol6gico do risco
a que a populacdo humana esta submetida (GERMANO; ERBOLATO; ISHIZUKA,
1985; JACKSON; HUTCHISON; SIIM, 1987; MEIRELES et al. 2004).

1.4 EPIDEMIOLOGIA DA TOXOPLASMOSE EM GATOS DOMESTICOS

Os membros da familia Felidae, incluindo os gatos domésticos (Felis catus), sao 0s
unicos hospedeiros definitivos para T. gondii e portanto capazes de liberar oocistos
junto com as fezes, contaminando o0 solo e a agua. Acredita-se que a maioria dos
gatos so libere oocistos uma vez na vida (DAVIS; DUBEY, 1995), apesar de estudos
de infeccdo experimental terem demonstrado a possibilidade de novos episodios,
apds imunossupressao com corticosteroides ou em caso de reinfeccao (DUBEY;
FRENKEL, 1974; DUBEY, 1995). Em geral, a quantidade e o tempo de liberagéao
dessas formas apés infeccdo secundaria € menor do que na exposicao primaria, e
fatores ligados ao hospedeiro, tais como idade na infec¢ao primaria, condicao imune
e nutricional, e também ao parasito, como cepa e quantidade ingerida, podem
influenciar neste processo (DUBEY, 2010).

Dubey (1976) mostrou que gatos cronicamente infectados com T. gondii, ao serem
inoculados com Cystoisospora felis, um coccideo comum nesse hospedeiro,
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apresentaram nova liberacdo de oocistos, apesar da ocorréncia do evento na
natureza ser incerta. Ao contrario, estudos de coinfeccdo com o virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) ndo afetaram a liberacdo de oocistos de T. gondii, e a
imunidade permaneceu apdés nova exposicdo ao parasito (LAPPIN et al, 1992,
1996). De acordo com Dubey e colaboradores (2009), os dados disponiveis sobre a
imunidade em coinfeccbes naturais com FIV ou demais causadoras de
imunossupressao, como o virus da leucemia felina (FeLV) e Bartonella spp., séo
ainda escassos, pois na maioria dos estudos ndo houve a coleta de amostras fecais

para analise.

E dificil reconhecer quando esta ocorrendo a liberagdo de oocistos, pois em geral
nao ha anormalidades clinicas detectaveis durante esse periodo e a doenca tende a
continuar de forma subclinica. Apesar de mais raras, a transmissdo congénita ou via
amamentacdo sao mais provaveis de desencadear manifestacdes clinicas graves,
podendo levar a morte por problemas pulmonares ou hepaticos (LAPPIN, 2010). Os
sinais clinicos resultam da inflamacao do figado, pancreas, SNC e, em especial, dos
pulmdes. Pode haver aumento do abdbémen, ictericia, febre intermitente ou
persistente, anorexia, vémitos, diarreia, letargia, dispneia, hiperestesia muscular,
rigidez da marcha, dermatite, convulsbées e deficiéncias neuroldgicas. A
toxoplasmose ocular pode ocorrer de forma isolada, sendo comuns uveite anterior
ou posterior, irite e retinocoroidite (DUBEY; LINDSAY; LAPPIN, 2009). A doenca
disseminada tem sido reportada apds coinfeccdo experimental com virus que
causam imunossupressao, como FIV ou FelLV, e também ap6s administracao de
ciclosporina ou transplante renal, mas ndo ha evidéncias conclusivas de que o

processo natural altere o curso da toxoplasmose em gatos (DUBEY et al., 2009).

A soroprevaléncia mundial de T. gondii relatada em gatos varia muito, podendo
chegar a 80% em algumas regides (JONES; DUBEY, 2010). No Brasil, Dubey e
colaboradores (2012) observaram que h& pouco conhecimento sobre esta
frequéncia e a maioria dos estudos se concentram no estado de Sao Paulo. De
forma geral, a soroprevaléncia varia com a idade e com o estilo de vida do felino,
pois 0 aumento da idade e o habito de cacar, associado ao acesso a rua, aumentam
a chance de exposi¢do ao parasito, que pode ser encontrado no solo contaminado
por oocistos e em passaros e pequenos roedores, sob a forma de cistos teciduais
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(LAPPIN, 2010). A dieta parece também influenciar de forma marcante o nivel da
infeccdo, pois mesmo gatos mantidos estritamente em apartamentos podem
apresentar prevaléncia consideravel, provavelmente devido aos habitos alimentares,
como a ingestdo de carne/viscera crua ou mal passada (GAUSS et al., 2003;
LOPES; CARDOSO; RODRIGUES, 2008; OPSTEEGH et al., 2012).

A presenca de gatos nos domicilios, em algumas ocasides, foi associada a infecgao
por T. gondii. Souza e colaboradores (1987) avaliaram criangcas em idade escolar de
areas rural e urbana do Rio de Janeiro e verificaram que a transmissao da doenca
foi influenciada pelo habito de consumo de carne crua ou mal cozida e pela
presenca de gatos no domicilio, particularmente no ambiente rural. Em estudo
retrospectivo em 500 residentes de Ribeirdo das Neves, no estado de Minas Gerais,
Camargo, Antunes e Chiari (1995) obtiveram maior soropositividade entre individuos
que tinham contato com gatos, galinhas e suinos, nao sendo encontrada diferenca
quanto ao contato com caes. Entretanto, de acordo com Robert-Gangneux e Dardé
(2012), o contato direto com gatos ndo é considerado um grande risco para
humanos, pois a infectividade dos oocistos se inicia entre um a cinco dias apos sua

liberacao.

Apesar da baixa prevaléncia de oocistos nas fezes, cerca de 1% (JONES; DUBEY,
2010), e do seu curto periodo de liberacdo, a contaminacdo ambiental pode ser
muito alta considerando a hipétese de que cada gato pode excretar mais de 100
milhdes. Esse nivel, entretanto, pode variar de acordo com a densidade de gatos no
local e da incidéncia de infeccao neles (AFONSO; THULLIEZ; GILOT-FROMONT,
2010).

Um surto de toxoplasmose aguda em humanos foi associado ao consumo de agua
contaminada de um reservatério municipal, na cidade de Santa Isabel do Ivai, no
Parana, entre novembro de 2001 e janeiro de 2002 (DE MOURA et al., 2006). Esse
episddio motivou um estudo em gatos domésticos na cidade, mostrando que 84,4%
(49/58) deles apresentavam anticorpos anti-T. gondii, sendo o parasito isolado em
37 de 54 animais (DUBEY et al.,, 2004). Os resultados sugerem que o ambiente
dessa regidao era altamente contaminado por oocistos, representando um grande

risco de infeccdo para o homem e demais hospedeiros.
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Devido a elevada prevaléncia do parasito no mundo, em particular no Brasil, e a
surtos de doenca aguda que foram relacionados a contaminagdo da agua com
oocistos de T. gondii (ARAMINI et al, 1999; DE MOURA et al, 2006;
BALASUNDARAM et al., 2010), torna-se relevante a pesquisa de gatos infectados.
Como é provavel que a maioria dos gatos soropositivos ja liberaram oocistos, pois,
em geral, anticorpos especificos ndo sado detectaveis durante esse periodo,
informacdes sobre a soroprevaléncia da infeccdo em gatos sdo convenientes para
avaliar a distribuicdo ambiental do parasito e o risco para a saude publica (JONES;
DUBEY, 2010).

1.5 DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE CANINA E FELINA
1.5.1 Métodos diretos

O diagnostico definitivo de toxoplasmose pode ser feito pela demonstracao de
taquizoitos ou cistos em fluidos corporais e tecidos, respectivamente, ou pela
identificagdo de oocistos nas fezes de felinos, porém & incomum devido ao curso

subclinico da doenca.

Os taquizoitos sdo melhor visualizados apés confeccdo de esfregacos da amostra
clinica centrifugada e coloracao pelo método de Giemsa. Apd6s bidpsia dos tecidos
suspeitos, os cistos séo identificados com o uso de métodos de imuno-histoquimica
(MONTOYA, 2002). Entretanto, o padrdo-ouro para deteccdao do parasito € a
inoculacdo de espécimes clinicas em camundongos, seguida da visualizacdo das
formas infectantes em laminas histoldgicas ou deteccao de anticorpos especificos no
soro da cobaia (JAMES et al, 1996). Apesar de ser um método sensivel e
especifico, poucos laboratérios tem estrutura para executa-lo, devido a necessidade
de manter animais em biotério, o que torna o método custoso. Além disso, o
aparecimento dos taquizoitos somente na infeccdo aguda e desenvolvimento dos
cistos de seis a oito semanas e dos anticorpos de duas a seis semanas apos a
infeccdo, também restringe o uso desse método (DUBEY, 2010). A pesquisa do
DNA do T. gondii pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em amostras

clinicas € um método mais rapido do que o bioensaio, porém ainda apresenta um
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alto custo e necessita de melhor padronizacdo (KOMPALIC-CRISTO; BRITTO;
FERNANDES, 2005).

A deteccdo de oocistos em exames fecais de rotina para gatos também € rara e o
achado deles nao garante a infeccao por T. gondii, visto que existem outros
coccideos cujos oocistos sdo morfologicamente semelhantes, como Hammondia
hammondi, H. heydorni, N. caninum e Besnoitia spp (DUBEY, 2004). A PCR parece
ser eficiente neste caso, porém a detecgéo é limitada por inibidores presentes nas
fezes e pela dificuldade de liberagdo do DNA, além da técnica ndo indicar a
viabilidade das formas, ao contrario do bioensaio (SCHWAB; MCDEVITT, 2003).

1.5.2 Métodos indiretos

Considerando que a infeccdo é assintomatica ou, em alguns casos, com
manifestagdes inespecificas confundiveis com outras etiologias, a demonstragéo do
parasito é limitada. Neste caso, a deteccdo de anticorpos anti-T. gondii assume

relevante importancia no diagnéstico da toxoplasmose felina e canina.

Em geral, é feita a pesquisa de anticorpos das classes IgM ou IgG, enquanto IgA,
que apresenta um padrdao semelhante a IgG, se restringe a pesquisa cientifica
(LAPPIN, 2010). Anticorpos IgG para T. gondii surgem por volta de trés a quatro
semanas apoés a infeccdo em gatos, permanecendo detectaveis por muitos anos,
devido a presenca de antigenos do parasito nos tecidos (DUBEY; LAPPIN;
THULLIEZ, 1995). Em caes, segundo Silva e colaboradores (2002), esses
anticorpos foram encontrados no sétimo dia apds a infecgdo, permanecendo pelos
62 dias de estudo. Ja anticorpos IgM especificos sdo visualizados mais cedo, entre
duas a quatro semanas de infeccdo, tornando-se negativos dentro de 16 semanas
pelo ELISA IgM (LAPPIN et al., 1989). Em alguns casos, porém, IgM permanece por
meses ou anos apods a infeccao (IgM residual) ou pode nunca ser detectado
(LAPPIN, 2010). A resposta imune do hospedeiro e as diferentes sensibilidades dos
testes soroldgicos determinam as variacbes temporais na observacdo dos
anticorpos.
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Devido a permanéncia de IgG por, teoricamente, toda a vida do animal, sua
pesquisa é a mais utilizada em estudos soroepidemiolégicos para indicar exposicao
prévia ao T. gondii. Para estimar o tempo de infeccdo é necessario avaliar a
presenca de anticorpos IgM ou observar a elevacao dos titulos de IgG (aumento de
quatro vezes ou mais) em amostras pareadas coletadas num intervalo de duas a
quatro semanas, sugestivos de infecgao recente (BARRS; MARTIN; BEATTY, 2006).
A avidez de IgG especifica também pode ser (til neste caso; em infeccdes agudas,
uma alta porcentagem desses anticorpos apresenta baixa avidez, enquanto que em
infecgdes crénicas ha um predominio de anticorpos de grande afinidade (JENUM,;
STRAY-PEDERSEN; GUNDERSEN, 1997).

Varios testes sorologicos sao relatados na literatura; alguns ndo sdo mais utilizados,
como o Teste do Corante Sabin-Feldman (DT) e outros empregados com menor
frequéncia, como o Western Blotting (WB) e o Teste de Aglutinagdo em Latex (LAT).
Entre os mais citados, estdo a Hemaglutinacao Indireta (HI), o Teste de Aglutinacao
Modificado (MAT), a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Ensaio
Imunoenziméatico (ELISA).

A Hemaglutinagao Indireta (HI) utiliza hemacias de aves recobertas com antigenos
totais do T. gondii, aglutinaveis por anticorpos IgM e IgG especificos. E um teste de
alta sensibilidade, simples, ndo necessita de conjugados espécie-especificos € ndo
exige equipamento sofisticado, sendo de baixo custo e bom para triagem da
toxoplasmose na rotina laboratorial e levantamentos epidemiolégicos. Entretanto, é
inadequado para o diagnostico precoce e métodos mais especificos devem ser
usados para confirmar a infeccao (DA COSTA et al., 2007).

O Teste de Aglutinacao Modificado (MAT) consiste em suspensodes de taquizoitos
preservados em formalina que se aglutinam na presenca de anticorpos especificos,
IgM ou 1gG. Segundo Dubey e Thulliez (1989) e Dubey, Lappin e Thulliez (1995), o
ensaio, que apresenta vantagens semelhantes a Hl, foi mais sensivel em relagéo ao
DT, ao ELISA IgM ou IgG, a HIl e ao LAT, na deteccao de anticorpos em gatos
infectados com cistos teciduais por via oral. Comparado com a RIFI, Macri e
colaboradores (2009) observaram uma concordancia quase perfeita (k= 0,98) ao
analisar gatos infectados naturalmente. Ja para cées, a sensibilidade e
especificidade do teste ndo tém sido descritas, apesar do estudo de Cafnoén-Franco e
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colaboradores (2003) ter mostrado baixa sensibilidade (85%) do ensaio em relacéo a
RIFI.

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) substituiu o DT na rotina
laboratorial, pela maior praticidade e seguranca, além de apresentar resultados
comparaveis e permitir a identificacao de anticorpos especificos segundo classes,
como IgM, IgG e IgA. A maior seguranca desse ensaio provém do uso de taquizoitos
intactos, preservados em formalina e fixados em laminas de microscopia, cuja
fluorescéncia em torno de todo parasito € vista apds incubagdo do soro-teste
positivo com conjugados especificos marcados com fluorocromos. Pode haver
resultados falso-positivos de anticorpos IgM por interferéncia de fatores reumatoides
presentes no soro ou resultados falso-negativos de IgM, por competicao com IgG
(CAMARGO; LESER; ROCCA, 1972). Apesar da necessidade de microscopia de
fluorescéncia e da relativa subjetividade da leitura, é considerado o padrdao-ouro na
sorologia de cdes devido a sua alta especificidade (CANON-FRANCO et al., 2003).

O Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para toxoplasmose é um dos testes mais
utilizados na rotina laboratorial para humanos e também na pesquisa para animais,
como caes e gatos. Assim como a RIFI, o teste permite a deteccao de diferentes
classes de anticorpos (IgM, 1gG e IgA), pelo uso de conjugados espécie-especificos,
porém é mais sensivel e objetivo, pois a leitura & feita diretamente por um
equipamento, além de avaliar uma grande quantidade de amostras
simultaneamente. A sensibilidade e a especificidade do teste sao altas, variando de
acordo com o tipo de antigeno utilizado. Os mais comuns sdo antigenos solluveis e
totais de taquizoitos, proteinas nativas purificadas por meio de cromatografia de
afinidade e proteinas recombinantes de antigenos imunodominantes dos parasitos.
O antigeno SAG1 (antigeno de superficie 1) ou P30 é a proteina mais abundante
nos taquizoitos e estd presente apenas nessa forma evolutiva. Distribuido na
superficie e no interior do parasito, estimula a produgéo de altos niveis de anticorpos
especificos durante infeccdo aguda ou crénica (LETSCHER-BRU et al., 2003). O
ELISA utilizando o antigeno SAG1 parece ser de alta sensibilidade e especificidade
na deteccao de anticorpos anti-T. gondii em animais domésticos, como caes e gatos
(KIMBITA et al., 2001; HOSSEININEJAD et al., 2009; HOSSEININEJAD, 2012).



28

2 JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose é uma doenca de distribuicio mundial que se apresenta sob a
forma benigna ou branda, em geral. Esta zoonose, entretanto, pode causar
problemas visuais em individuos imunocompetentes e mortes e alta morbidade em

fetos e imunossuprimidos.

Estudos soroepidemioldgicos para a deteccao de anticorpos anti-T. gondii em caes e
gatos sdo Uteis para avaliar a contaminacdo ambiental pelo parasito e, por
consequéncia, o risco potencial de infeccdo humana no local avaliado. A
proximidade entre esses animais domesticados € o homem, bem como o
compartilhamento de alguns habitos alimentares e do ambiente, permite o uso de
tais hospedeiros como sentinelas do espaco urbano.

No estado do Espirito Santo, ainda ha uma caréncia de dados sobre a distribuicao
da toxoplasmose, sendo que nenhum estudo avaliou a infeccdo em caes e gatos.
Considerando a importancia desses hospedeiros no conhecimento da epidemiologia
da doenca, este trabalho avaliou a frequéncia de anticorpos IgG anti-T. gondii em
soros de caes e gatos na Regido Metropolitana de Vitéria, no estado do Espirito
Santo.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia de resultados positivos para Toxoplasma gondii em exames
sorolégicos realizados em caes e gatos na Regido Metropolitana de Vitéria, no

estado do Espirito Santo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii em soros de caes e gatos
pelo Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI).

+ Identificar fatores associados a infecgao de caes e gatos pelo T. gondii.

» Avaliar a concordancia entre o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e a Reacao
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFIl) na deteccao de anticorpos IgG anti-T.
gondii em caes e gatos.



30

4 MATERIAL E METODOS
4.1 AREA DO ESTUDO

Os animais analisados neste estudo foram provenientes dos municipios de Vitoria,
Vila Velha, Serra e Cariacica, todos pertencentes a Regidao Metropolitana de Vitéria
(Figura 2). A regido apresenta clima tropical imido, com temperatura média anual de
23°C e volume de precipitacdo superior a 1.400 mm por ano, com chuvas
concentradas no verdo (ESPIRITO SANTO, 2013). Na Tabela 1 foram resumidas as
caracteristicas geogréficas de cada municipio amostrado.

Tabela 1 - Caracteristicas geograficas dos municipios Vitéria, Vila Velha, Serra e
Cariacica.

Municipio  Area territorial  Altitude Latitude Longitude Populacao

Vitéria 98,194 km? 1m 20°19°15” 40°20’ 10” 327.801
Vila Velha 210, 067 km? 4m 20°19°48” 40°17' 317 414.586
Serra 551,687 km? 65 m 20°7 44"  40°18 28” 409.267

Cariacica 279,859 km? 37 m 20°15° 50" 40°25 127 348.738

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 2010.

4.2 POPULAGAO DO ESTUDO

Foram cedidas para o estudo 167 amostras de soro de caes, obtidas entre 2008 e
2010, capturados em vias publicas (errantes) ou entregues por seus proprietarios
(domiciliados) aos Centros de Controle de Zoonoses (CCZ) dos respectivos
municipios. A seguir, foram coletadas amostras de sangue de 211 caes, entre 2010
e 2013 (N = 378), e de 79 gatos no ano de 2013, ambas por conveniéncia. As
coletas foram realizadas em animais capturados por abrigos temporarios ou por
CCZ, ou naqueles levados até o CCZ de Cariacica para castracdo. A maioria

apresentava-se saudavel, enquanto os doentes apresentavam manifestacdes
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clinicas decorrentes de varias causas, como infestacdo por carrapatos, sarna,

miiase, tumores e cinomose.

Figura 2 - Municipios analisados no ES (circulo vermelho).
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4.3 COLETA DE DADOS

7760000

7720000

Para identificar fatores associados a infeccao pelo T. gondii, foram coletadas

informacdes referentes a origem, ao sexo, a raca e a idade dos caes e gatos. Cada

variavel foi classificada em duas categorias. Quanto a origem, os animais foram

categorizados em domiciliados, quando tinham um proprietario, e errantes quando
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presentes em abrigos ou em CCZ. Quanto a racga, foram classificados em raca pura
e sem racga definida (SRD). Quanto a idade, divididos em menores de um ano e com
um ano ou mais, dependendo da denticdo. Somente para os gatos domiciliados do
CCZ de Cariacica, foram colhidos dados em relacdo ao acesso a rua, a alimentacao,
a moradia e ao convivio com outros animais (ANEXO C)

4.4 COLETA DE SANGUE

As amostras de sangue foram coletadas por pung¢do da veia jugular ou radial,
usando tubos do tipo Vacutainer® sem anticoagulante, obtendo-se 2 mL de cada
animal. Apds a coagulagéo, as amostras foram mantidas em temperatura de 2-8°C
por no maximo 24h e os soros foram obtidos por centrifugacao a 3.500 RPM por dez
minutos. Os soros foram acondicionados em tubos do tipo Eppendorf® e

armazenados em freezer a -20°C até a realizagao dos ensaios soroldgicos.

4.5 ENSAIOS SOROLOGICOS

O Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) foram realizados com a colaborag&o do professor Dr. Ricardo W. A. Vitor, no
Laboratério de Toxoplasmose do Departamento de Parasitologia da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.6 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA DETECGAO DE ANTICORPOS
IgG ANTI-T. gondii

4.6.1 Preparacéo do antigeno

O antigeno foi preparado segundo o protocolo de Elsaid e colaboradores (1995)
modificado. Taquizoitos da cepa RH de T. gondii, obtidos do exsudato peritoneal de
camundongos suicos infectados, foram lavados por centrifugacao a 2.000 RPM por
dez minutos. Apés descarte do sobrenadante, foi adicionado ao sedimento 2 mL de
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solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS) pH 7,2. O material foi sonicado
(Ultrasonic Homogenizer — 4710; Coler-Palmer Instrument Co) a 40 Hz, em banho de
gelo, de sete a dez vezes durante 45 segundos, com intervalos de dois minutos,
sendo observado o rompimento dos parasitos em microscopio 6ptico durante o
processo. O material foi centrifugado a 10.000 RPM a 4°C por 30 minutos, e o
sobrenadante (antigeno soltvel) recolhido em tubos tipo Eppendorf® e estocado em
freezer a -20°C. A concentracdo de proteinas no sobrenadante foi determinada pelo

método de Lowry e colaboradores (1951) modificado.

4.6.2 Reacao Imunoezimatica

A reagcado imunoenzimatica foi executada conforme técnica descrita por Voller e
colaboradores (1976) modificada. Foi realizada em microplacas de polietileno com
96 orificios de fundo chato (Sasterdt®), as quais foram sensibilizadas com antigenos
de T. gondii contendo 5 ug de proteina/mL, a 4°C durante 18 horas. Posteriormente,
a solugcao de antigeno foi desprezada e a placa foi lavada duas vezes com solucao
de lavagem (NaCl 0,87% contendo Tween 20 a 0,05% em H,O destilada). A placa foi
bloqueada com PBS suplementada com caseina 2% (PBS-Caseina 2%) a 37°C por
30 minutos. A seguir, a placa foi lavada duas vezes e 100 uL do soro de céo ou gato
previamente diluidos (1:100 e 1:200, respectivamente) em PBS-T20-0,5%/Caseina
0,25% (PBS-T/caseina) foram adicionados em cada orificio, em duplicata, seguida
da incubacdo a 37°C durante 45 minutos. ApOs esta etapa, a placa foi vertida,
lavada quatro vezes e foram adicionados a cada orificio 100 uL do conjugado anti-
IgG de cao (SIGMA, n® A9042) ou gato (SIGMA, SAB3700059) marcados com
peroxidase e diluidos em PBS-T/caseina (1:6.000 e 1:15.000, respectivamente). A
placa foi incubada novamente, a 37°C por 45 minutos, e depois vertida e lavada
quatro vezes com solucdo de lavagem. Em seguida, foram adicionados, em cada
orificio, 100 uL do substrato cromogénico (solu¢cao OPD: 3 ug de o-fenilenodiamina,
3 uL de perodxido de hidrogénio e 15 mL de &cido citrico) preparado no momento do
uso. ApGs incubagédo a 37°C, por 20 minutos, no escuro, a reagao foi interrompida
adicionando 25 pL de acido sulfurico 4N. A leitura foi realizada em leitor de ELISA
(Bio-Rad modelo 3550) em filtro de 490 nm.
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Em todos os experimentos, foram utilizados controles positivos e negativos,
previamente definidos por reacdo de imunofluorescéncia indireta, e avaliada a
ligacdo inespecifica do anticorpo secundario, por meio da incubacao do antigeno
soluvel na auséncia de soro, porém na presenca do conjugado (controle interno).

O ponto de cut off considerado foi a média da absorbancia de seis soros de cédo ou
de gato negativos para T. gondii mais trés desvios padrao, incluidos em cada placa
(ANDRADE et al., 2013). A média da absorbancia dos soros testados em duplicata
foi dividida pelo valor do cut off da placa para determinacao do indice de reatividade
(IR). Foram considerados positivos soros com valores de IR = 1,2, a partir de um

ajuste realizado para diminuir o numero de reagoes falso-positivas.

As diluicdes ideais do soro e do conjugado de felinos foram padronizadas no
laboratério. Foram testadas diferentes diluicées do soro (1:100, 1:200 e 1:400) e do
conjugado anti-lgG de gato marcado com peroxidase (1:5.000, 1:10.000, 1:15.000,
1:20.000, 1:25.000 e 1:30.000). Foram utilizados seis soros de gatos, dois positivos
e quatro negativos para toxoplasmose pela RIFI, em duplicata. A leitura das placas
foi realizada em leitor de ELISA utilizando filtro de 490 nm. Para determinar o signal-
to-noise (razdo S/N), a média dos resultados de absorbancias dos soros controles
positivos foi dividida pela média dos negativos (RAJASEKARIAH et al., 2001),
considerando como ponto étimo de padronizacao os valores de S/N mais elevados
obtidos nas diferentes diluicoes testadas. Nessas condicGes, as diluicdes ideais

foram 1:200 para o soro e 1:15.000 para o conjugado.

4.7 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFl) PARA DETECGAO
DE ANTICORPOS IgG ANTI-T. gondii

4.7.1 Preparagéo do antigeno

O antigeno foi preparado segundo a técnica descrita por Camargo (1964)
modificada. Taquizoitos da cepa RH de T. gondii foram recolhidos por lavagem da
cavidade peritoneal de camundongos suicos infectados, realizada com PBS pH 7,2.
O material foi centrifugado a 2.000 RPM por 20 segundos para retirada de células
contaminantes do camundongo. O sobrenadante foi coletado e a ele adicionado
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formol P.A. até a concentracdo de 0,5% do volume final. Ap6s homogeneizacéao, o
material foi centrifugado a 2.500 RPM por dez minutos. O sobrenadante foi
desprezado e o sedimento ressuspenso em PBS pH 7,2, homogeneizado e
centrifugado (2.500 RPM, dez minutos). Este processo foi repetido duas vezes. A
suspensao final de taquizoitos foi distribuida em |laminas marcadas (uma gota por
orificio), que ap6s secagem foram estocadas em freezer a - 20°C até a realizagao

dos ensaios soroldgicos.

4.7.2 Reagédo de Imunofluorescéncia Indireta

Os soros foram titulados em série de diluicdes quadruplas a partir de 1:16 em PBS
pH 7,2 e uma gota de cada diluigdo foi adicionada nos respectivos orificios das
laminas previamente sensibilizadas com o antigeno. As laminas foram colocadas em
camara umida e incubadas em estufa a 37°C por 30 minutos. Depois de lavadas
com PBS pH 7,2 por trés minutos e com agua destilada, foram secas e a elas foi
adicionado o conjugado anti-lgG de cado ou de gato marcado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC, SIGMA) diluido (1:500 cado e 1:600 gato) em Azul de Evans
(1:5.000 em PBS-T80 a 2%), uma gota por orificio. Apds incubacdo em estufa a
37°C por 30 minutos, as laminas foram novamente lavadas com PBS pH 7,2 por trés
minutos e com agua destilada. Depois de secas, foram preparadas com glicerina

tamponada e laminula.

A leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia (Olympus IX70-FLA), sendo
considerada reacao positiva quando houve fluorescéncia verde-amarelada em torno
de todo parasito, e reagdo negativa quando os parasitos apresentavam coloracao
vermelha ou verde-amarelada em apenas alguns pontos. Foram considerados
positivos 0s animais que apresentaram titulo de anticorpos iguais ou maiores que
1:16 (BARBOSA et al.,, 2003). Em todos os experimentos foram utilizados controles

positivos e negativos, previamente definidos.
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4.8 ANALISE DOS DADOS

A partir de um banco de dados contendo informacbes sobre os animais e os
respectivos resultados soroldgicos, as andlises foram realizadas pelo programa
SPSS versao 20 e GraphPad Software, com a probabilidade (p) menor que 0,050

como estatisticamente significante.

A frequéncia de positivos foi calculada a partir dos resultados das duas técnicas
sorolégicas avaliadas. As varidveis categdricas (municipio, origem, sexo, raca e
idade) foram expressas por seus valores absolutos e relativos. A comparacao dos
resultados do testes em relacéo as variaveis categéricas foi realizada pelo teste Qui-
quadrado, exceto quando os valores esperados para a hipétese nula foram menores
gue cinco, em cuja situacao foi utilizado o teste Exato de Fisher ou o teste da Razéo
da Maxima Verossimilhanca. As associagdes foram avaliadas calculando a odds
ratio (OR), com intervalo de 95% de confianca. A analise multivariada néo foi
realizada para os caes pela grande quantidade de dados incompletos e, para os

gatos, pelos valores de “n” muito pequenos em algumas “caselas” mostradas na

andlise bivariada.

Os resultados do ELISA e da RIFI, para as duas espécies, foram comparados pelo
teste de McNemar e foi calculado o indice kappa (k) de concordancia entre testes. A

relacdo entre os valores de kappa e a forgca de concordancia sdo mostrados no
Quadro 1.

Quadro 1 - Relacéo entre os valores de kappa (k) e a forca de concordancia entre
os resultados de testes diagnésticos.

indice Kappa Concordancia
0,00 Péssima
0,01 a 0,20 Ruim
0,21 a 0,40 Razoavel
0,41 a 0,60 Boa
0,61 a0,80 Muito boa
0,81 a 1,00 Excelente

Fonte: Adaptado de Landis e Koch, 1977.
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4.9 ASPECTOS ETICOS

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES n? 021/2010 para caes e n°
053/2013 para gatos). As coletas nos CCZ e abrigos foram autorizadas pelos
respectivos responsaveis (ANEXO A) e, posteriormente, foi obtida a assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) dos proprietarios dos animais
(ANEXO B).
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5 RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACAO DA POPULAGCAO DE CAES

Dos 378 céaes avaliados no estudo, 74,1% eram animais errantes alocados em
abrigos temporarios e nos canis dos CCZs dos municipios de Vitoria, Vila Velha,
Serra e Cariacica, e 25,9% eram cades de domicilios das mesmas cidades. Em
relagdo ao sexo, 56,9% eram fémeas e 39,9% machos, enquanto 12 amostras nao
foram identificadas. Em relacdo ao tipo racial, a maioria (84,4%) nao apresentava
padrao definido e apenas 14,8% eram de raca pura, sendo trés caes nao
identificados. Os dados sobre a idade nao foram coletados em 41,0% da amostra;
52,7% tinham idade igual ou superior a um ano e 6,3% tinham menos de um ano de
vida. A Tabela 2 ilustra a distribuicdo dos caes de acordo com origem, sexo, raga e
idade nos diferentes municipios.

Tabela 2 - Distribuicdo dos caes de acordo com origem, sexo, raca e idade em
municipios da Regido Metropolitana de Vitéria, ES, 2008-2013.

Origem Sexo Raca Idade

Municipio N - R <1 21
Domiciliado Errante Macho Fémea SRD Pura ano ano

n (%) n (%) n (%) n (%) nN(%) n(%) n(%) n(%)

oo 32 95 64 60 106 21 3 66
Vitoria 127 (252)  (748) (504) (47.2) (835) (165) (23) (52.0)
Vila Velha 109 21 88 40 68 102 7 13 85
(19,3) (80,7) (36,7) (62,4) (93,6) (64) (11,90 (78,0

Serra 116 31 85 40 68 93 20 1 29
(26,7) (73,3) (34,5 (58,6) (80,2) (17,2) (0,9 (25,0)

.. 14 12 7 19 18 8 7 19
Cariacica 26 (53,8) (462)  (269) (731) (69.2) (30.8) (26,9) (73,1)
Total* 378 98 280 151 215 319 56 24 199
(25,9) (74,1)  (39,9) (56,9) (84,4) (14,8) (6,3) (52,7)

*Total de cades avaliados: 378 animais (origem), 366 animais (sexo), 375 animais (raga), 223 animais
(idade). SRD: sem raca definida.

5.2 FREQUENCIA DE ANTICORPOS ANTI-T. gondii EM CAES

As amostras de soro de caes testadas pelo ELISA apresentaram IR entre 0,0 e 6,6.
Dos 378 caes, anticorpos IgG anti-T. gondii foram encontrados em 39,4% (IC95% =
34,7 — 44,4), considerando IR = 1,2. Dos 149 soros positivos, em 25,5% o IR estava
entre 1,2 e 2,2; 57,1% entre 2,3 e 3,3; 16,1% entre 3,4 e 4,4 e 1,3% apresentou IR =
4,5.
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Por falta de amostra disponivel, cinco ndo foram testadas pela RIFI. Das 373
analisadas por tal método, 38,1% (IC95% = 33,0 — 43,4) foram positivas,
apresentando titulos iguais ou superiores a 1:16. Das 142 amostras positivas, 9,9%
apresentavam titulo de 1:16, 18,3% de 1:64, 37,3% de 1:256, 20,4% de 1:1.024,
12,0% de 1:4.096, 0,7% de 1:8.192 e 1,4% de 1:16.384. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre frequéncia de caes positivos e o municipio de
procedéncia, nem pelo ELISA (p = 0,807) e nem pela RIFI (p = 0,186), como

mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Frequéncia de anticorpos IgG anti-T. gondii em 378 soros de caes de
municipios da Regidao Metropolitana de Vitéria, ES, 2008-2013, testados pelo ELISA
(IR >1,2) e pela RIFI (Titulo > 1:16).

Amostras

. . Amostras positivas
Municipio examinadas P

ELISA RIFI
n % n %
Vitéria 127 52 40,9 55 43,3
Vila Velha 109 40 36,7 41 37,6
Serra* 116 45 38,8 34 30,6
Cariacica 26 12 46,2 12 46,2
Total 378 149 39,4 142 38,1

*Cinco amostras nao foram testadas pela RIFI.

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos pelo ELISA e pela RIFI na analise de 373
amostras de caes, agrupados de acordo com a concordancia ou nao entre as
técnicas. Foram positivas 148 (39,7%) amostras pelo ELISA e 142 (38,1%) pela
RIFI, sendo 161 (43,2%) positivas em pelo menos um dos testes. O numero de
copositivos foi 129 (34,6%) e o de conegativos 212 (56,8%), resultando numa
concordancia total de 91,4%, com um indice kappa (x) de 0,82 (IC95% = 0,76 -
0,88). A analise pelo Teste de McNemar nao mostrou diferenca estatisticamente
significativa entre as técnicas (p = 0,377).

Tabela 4 - Comparacéao dos resultados das técnicas ELISA (IR = 1,2) e RIFI (Titulo =
1:16) na avaliacdo de 373 soros de caes de municipios da Regiao Metropolitana de
Vitéria, ES, 2008-2013.

RIFI
Positivo Negativo Total
ELISA Positivo 129 19 148
Negativo 13 212 225
Total 142 231 373

p =0,377 (Teste McNemar com correcdo de continuidade)
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5.3 ANALISE BIVARIADA DE FATORES ASSOCIADOS A FREQUENCIA DE
ANTICORPOS ANTI-T. gondii EM CAES

5.3.1 Resultados do Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

A Tabela 5 apresenta os resultados das frequéncias de anticorpos determinadas por
ELISA em relagcdo as variaveis analisadas. Dos 280 caes errantes, 43,6% foram
soropositivos, e dos 98 domiciliados, 27,6%, sendo observada associacédo
estatisticamente significativa entre a sorologia positiva e o fator origem, com OR de
2,030 (IC95% = 1,229 — 3,355, p = 0,005), mostrando que caes errantes apresentam

cerca de duas vezes mais chance de ser soropositivos em relacdo aos domiciliados.

Tabela 5 - Frequéncia de anticorpos IgG anti-T. gondii, por ELISA, de acordo com
origem, sexo, raca e idade, em 378 soros de cdes de municipios da Regiao
Metropolitana de Vitéria, ES, 2008-2013.

ELISA IgG
Variaveis n Positivo Negativo Odds Ratio (1C95%)
n (%) n (%)
Origem (N**=378)
Domiciliado 98 27 (27,6) 71 (72,4) 1
Errante 280 122 (43,6) 158 (56,4) 2,030 (1,229 — 3,355)
p =0,005"
Sexo (N**=366)
Macho 151 56 (37,1) 95 (62,9) 1
Fémea 215 88 (40,9) 127 (59,1) 1,176 (0,766 — 1,803)
p = 0,459
Raca (N**=375)
SRD 319 123 (38,6) 196 (61,4) 1
Pura 56 24 (42,9) 32 (57,1) 1,195 (0,672 — 2,125)
p=0,543
Idade (N**=223)
<1 ano 24 3(12,5) 21 (87,5) 1
21 ano 199 90 (45,2) 109 (54,8) 5,780 (1,670 — 20,003)
p = 0,002"

*p-valor < 0,050. N**: nUmero amostral com respostas.

Dos 199 caes que tinham um ano ou mais de vida, 45,2% apresentaram anticorpos
anti-T. gondii, e dos 24 jovens, 12,5% foram positivos. Foi observada associagéo
significativa entre a presenca de anticorpos e a idade, com OR de 5,780 (IC95% =
1,670 — 20,003, p = 0,002), revelando que caes adultos apresentam cerca de seis
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vezes mais chance de ser soropositivos quando comparados aos jovens. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre a presenca de anticorpos
€ 0 Sexo ou a raca dos caes (p = 0,459 e p = 0,543, respectivamente).

5.3.2 Resultados da Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A Tabela 6 apresenta os resultados sorolégicos da RIFI em relagdo as variaveis
analisadas. Em relacdo a origem, 41,4% dos 278 errantes e 28,4% dos 95
domiciliados apresentaram anticorpos anti-T7. gondii, revelando associacao
estatistica significativa entre a sorologia positiva e fator origem, com OR de 1,777
(1C95% = 1,072 — 2,946, p = 0,025). Assim, caes errantes apresentam cerca de duas

vezes mais chance de ser soropositivos em relacao aos domiciliados.

Tabela 6 - Frequéncia de anticorpos IgG anti-T. gondii, por RIFI, de acordo com
origem, sexo, raca e idade, em 373 soros de cdes de municipios da Regiao
Metropolitana de Vitéria, ES, 2008-2013.

RIFI
Variaveis n Positivo Negativo Odds Ratio (1C95%)
n (%) n (%)
Origem (N**=373)
Domiciliado 95 27 (28,4) 68 (71,6) 1
Errante 278 115 (41,4) 163 (58,6) 1,777 (1,072 — 2,946)
p = 0,025*
Sexo (N**=361)
Macho 150 56 (37,3) 94 (62,7) 1
Fémea 211 82 (38,9) 129 (61,1) 1,067 (0,693 — 1,642)
p=0,768
Raca (N**=370)
SRD 317 119 (37,5) 198 (62,5) 1
Pura 53 21 (39,6) 32 (60,4) 1,092 (0,602 — 1,981)
p=0,772
Idade (N**=220)
< 1ano 24 3(12,5) 21 (87,5) 1
=21 ano 196 88 (44,9) 108 (55,1) 5,704 (1,647 — 19,750)
p = 0,002"

* p-valor < 0,050. N**: nUmero amostral com respostas.
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Quanto a idade, 44,9% dos 196 cdes com um ano ou mais e 12,5% dos 24 jovens
apresentaram sorologia positiva, sendo observada associacdo estatistica
significativa entre a presencga de anticorpos e a idade do animal, com OR de 5,704
(1C95% = 1,647 — 19,750, p = 0,002). Dessa forma, caes adultos apresentam cerca
de seis vezes mais chance de ser soropositivos quando comparados aos jovens.
Semelhante aos resultados do ELISA, ndo houve associagéo estatistica significativa
entre a presenca de anticorpos € 0 sexo ou a raca dos caes (p = 0,768 e p = 0,772,

respectivamente).

5.4 CARACTERIZACAO DA POPULACAO DE GATOS

Dos 79 gatos avaliados no estudo, 43,0% eram de origem errante alocados no canil
do CCZ da Serra e em abrigos temporarios dos municipios de Vitéria e Vila Velha, e
57,0% eram de domicilios das cidades de Vitéria e Cariacica. Em relagdo ao sexo,
54,4% eram fémeas e 43,0% machos, sendo dois animais nao identificados. Em
relacédo ao tipo racial, a maioria (87,3%) nao apresentava padrao definido, enquanto
apenas 12,7% eram de raca pura. Em relacéo a idade, 75,9% tinham idade igual ou
superior a um ano, e apenas 20,3% tinham menos de um ano de vida, sendo trés
animais nao identificados. A Tabela 7 ilustra a distribuicdo dos gatos de acordo com

origem, sexo, raca e idade nos diferentes municipios.

Tabela 7 - Distribuicdo dos gatos de acordo com origem, sexo, raca e idade em
municipios da Regidao Metropolitana de Vitoria, ES, 2013.

Origem Sexo Raca Idade
Municipio N Domiciliado Errante Macho Fémea SRD Pura a<n1> 21 ano
n (%) N(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
— 20 12 17 17 29 5 1 33
Vitoria 34 (58 (412)  (500) (50,0) (853) (147) (29)  (97.1)
Vila 3 o 13 5 6 13 o . 13
Velha (100,0) (385) (462) (100,0) (100,0)
7 3 4 7 3 3
Serra 7 0 (100,00 (429) (57,1) (100,00 O  (429) (42.9)
- 25 9 16 20 5 12 11
Cariacica 25 44 0 (36,00 (640) (80,0) (20,00 (48,0) (44,0)
Total* -9 45 34 34 43 69 10 16 60
(57,0) (43,0) (43,0) (54,4) (87,3) (12,7) (20,3) (75,9)

*Total de gatos avaliados: 79 animais (origem), 77 animais (sexo), 79 animais (raga), 76 animais
(idade). SRD: sem raca definida.
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Dos 45 gatos domiciliados, a maioria tinha acesso a rua (28) e eram alimentados
apenas com racao (34). Seis animais recebiam comida caseira, além da comercial. A
maioria deles vivia em casas (31) e convivia com caes ou outros gatos (37). Cinco
nao tiveram recolhidos os dados sobre alimentacdo, moradia e convivéncia com

outros animais.

5.5 FREQUENCIA DE ANTICORPOS ANTI-T. gondii EM GATOS

As amostras de soro de gatos avaliadas pelo ELISA apresentaram IR entre 0,1 e
5,3. Dos 79 gatos, anticorpos IgG anti-T. gondii foram encontrados em 15,2%
(1C95% = 7,6 — 22,8), considerando IR = 1,2. Dos 12 soros positivos, em oito o IR

estava entre 1,2 e 2,2 e quatro tiveram IR = 2,3.

Todas as amostras foram avaliadas também pela RIFI, sendo 7,6% (IC95% = 2,5 -
13,9) positivas, apresentando titulos iguais ou superiores a 1:16. Das seis amostras
positivas, duas apresentavam titulo de 1:16, uma de 1:64, duas de 1:256 e uma de
1:1.024. Nenhuma das sete amostras do municipio da Serra foi positiva, para ambos
os testes. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre frequéncia de
gatos positivos e 0 municipio de procedéncia, nem pelo ELISA (p = 0,410) e nem
pela RIFI (p = 0,757), como visualizado na Tabela 8.

Tabela 8 - Frequéncia de anticorpos IgG anti-T. gondii em 79 soros de gatos de
municipios da Regidao Metropolitana de Vitdria, ES, 2013, testados pelo ELISA (IR =
1,2) e pela RIFI (Titulo = 1:16).

Municibi Amo_stras Amostras positivas
unicipio examinadas
ELISA RIFI

n % n %
Vitoria 34 5 14,7 3 8,8
Vila Velha 13 3 23,1 1 7,7
Serra 7 0 0 0 0
Cariacica 25 4 16,0 2 8,0
Total 79 12 15,2 6 7,6

Os resultados obtidos pelo ELISA e pela RIFI na analise de 79 amostras de soro de
gatos sédo apresentados na Tabela 9. Foram positivas 12 (15,2%) amostras pelo
ELISA e 6 (7,6%) pela RIFI. O numero de copositivos foi 6 (7,6%) e o0 de conegativos
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foi 67 (84,8%), gerando concordancia total de 92,4%, com indice kappa (k) de 0,63
(1C95% = 0,36 - 0,89). O Teste McNemar mostrou diferenca estatisticamente
significativa entre as técnicas (p = 0,041).

Tabela 9 - Comparacéo dos resultados das técnicas ELISA (IR = 1,2) e RIFI (Titulo =
1:16) na avaliacdo de 79 soros de gatos de municipios da Regiao Metropolitana de
Vitéria, ES, 2013.

RIFI
Positivo Negativo Total
ELISA Positivo 6 6 12
Negativo 0 67 67
Total 6 73 79

p = 0,041 (Teste McNemar com correcao de continuidade)

5.6 ANALISE BIVARIADA DE FATORES ASSOCIADOS A FREQUENCIA DE
ANTICORPQOS ANTI-T. gondii EM GATOS

5.6.1 Resultados do Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Os resultados sorolégicos do ELISA em relagdo as variaveis analisadas sao
apresentados na Tabela 10. Em relacao ao sexo dos felinos, 25,6% das 43 fémeas e
2,9% dos 34 machos apresentaram sorologia positiva, sendo detectada associacéo
estatistica significativa, com OR de 11,344 (IC95% = 1,383 — 93,017, p = 0,007),
entre a presenca de anticorpos € o género. A chance de gatos fémeas serem
positivos € cerca de 11 vezes maior em relacdo aos machos. Nao foram detectadas
diferencas estatisticas significativas entre a sorologia positiva e a origem, a raca ou
a idade dos felinos (p = 0,597, p = 0,644 e p = 0,060, respectivamente).

Os dados referentes a origem e a idade foram cruzados com aqueles do sexo dos
felinos, mas ndo foram encontradas diferencas na distribuicdo das respectivas
variaveis entre os sexos (p = 0,181 e p = 0,289, respectivamente).
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Tabela 10 - Frequéncia de anticorpos IgG anti-T. gondii, por ELISA, de acordo com
origem, sexo, raca e idade, em 79 soros de gatos de municipios da Regiao
Metropolitana de Vitéria, ES, 2013.

ELISA IgG
Variaveis n Positivo Negativo Odds Ratio (1C95%)
n (%) n (%)
Origem (N**=79)
Domiciliado 45 6 (13,3) 39 (86,7) 1
Errante 34 6 (17,6) 28 (82,4) 1,393 (0,407 — 4,772)
p=0,597
Sexo (N**=77)
Macho 34 1(2,9) 33 (97,1) 1
Fémea 43 11 (25,6) 32 (74,4) 11,344 (1,383 — 93,017)
p=0,007*
Raca (N**=79)
SRD 69 10 (14,5) 59 (85,5) 1
Pura 10 2 (20,0) 8 (80,0) 1,475 (0,273 — 7,980)
p=0,644
Idade (N**=76)
<1ano 16 0 (0) 16 (100,0) -
21 ano 60 12 (20,0) 48 (80,0)
p = 0,060

*p-valor < 0,050. N**: niUmero amostral com respostas.

5.6.2 Resultados da Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A Tabela 11 apresenta os resultados das frequéncias de anticorpos determinadas
pela RIFl em relacdo as varidaveis analisadas. Nao houve diferengas estatisticas
significativas entre a infeccao e a origem, a raca ou a idade dos felinos (p = 0,394, p
= 1,000, p = 0,333, respectivamente). Ao contrario dos resultados do ELISA, 11,6%
das fémeas e 2,9% dos machos foram reagentes, mas sem diferenca estatistica
significativa (p = 0,220).
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Tabela 11 - Frequéncia de anticorpos IgG anti-T. gondii, por RIFIl, de acordo com
origem, sexo, raca e idade, em 79 soros de gatos de municipios da Regiao

Metropolitana de Vitéria, ES, 2013.

RIFI
Variaveis n Positivo Negativo Odds Ratio (1C95%)
n (%) n (%)
Origem (N**=79)
Domiciliado 45 2 (4,4) 43 (95,6) 1
Errante 34 4 (11,8) 30 (88,2) 2,867 (0,493 — 16,667)
p=0,394
Sexo (N**=77)
Macho 34 1(2,9) 33 (97,1) 1
Fémea 43 5(11,6) 38 (88,4) 4,342 (0,482 — 39,076)
p = 0,220
Raca (N**=79)
SRD 69 6 (8,7) 63 (91,3) -
Pura 10 0 10 (100,0)
p=1,000
Idade (N**=76)
<1ano 16 0 16 (100,0) -
>1 ano 60 6 (10,0) 54 (90,0)
p = 0,333

*p-valor < 0,050. N**: niUmero amostral com respostas.



47

6 DISCUSSAO

6.1 FREQUENCIA DE ANTICORPOS E FATORES ASSOCIADOS A INFECGAO
POR T. gondii EM CAES E GATOS

Esta foi a primeira pesquisa a determinar a frequéncia de anticorpos anti-T. gondii
em soros de caes e gatos no estado do Espirito Santo. Comparar resultados de
soroprevaléncias da toxoplasmose é dificil, pois existem muitos fatores associados a
distribuicao da infeccao. Além de diferencas em relacao as caracteristicas regionais,
como clima e habitos culturais, o periodo do estudo, o tamanho amostral e a
populacdo estudada influenciam nas frequéncias encontradas. Devido as
particularidades dos ensaios sorolégicos, foram feitas comparacdes entre estudos
que utilizaram testes semelhantes e valores de cut off diversos.

A amostragem realizada foi por conveniéncia, com coletas pontuais; nos CCZ,
devido a rotina de trabalho, e nos abrigos, pela entrada de animais em periodos
irregulares. Esse tipo de amostragem apresenta algumas limitacées, como a
possibilidade de nédo representar de forma fidedigna a populacao da qual foi retirada,
ocasionando diferencas entre os valores reais de interesse e o0s resultados obtidos.
Portanto, a partir dos resultados e associacées encontrados, ndo € possivel fazer
inferéncias para a populacado da qual amostra foi extraida (DE OLIVEIRA, 2001).

A frequéncia de anticorpos anti-T. gondii avaliada pela técnica ELISA em 378 cées
foi 39,4% (IC95% = 34,7 — 44,4), sendo obtido valor semelhante, de 38,1% (IC95% =
33,0 — 43,4), na andlise de 373 soros pela RIFI. Os resultados demonstram
contaminacdo ambiental alta por oocistos, sugerindo grande risco de infeccdo para
seus hospedeiros. Frequéncias semelhantes foram obtidas em caes atendidos em
hospital veterinario de Aracatuba, em Sao Paulo — 36,8% (GENNARI et al., 2006), e
em caes domiciliados e errantes de Uberlandia, em Minas Gerais — 36,7% (SILVA et
al., 2007). Valores ainda maiores foram encontrados em animais domiciliados de
Uberlandia, em Minas Gerais — 52,7% (CABRAL et al., 1998), e de Pernambuco -
57,6% (FIGUEREDO et al., 2008), atingindo 84,1% (GARCIA et al., 1999a) em area
rural do Parana, e 63,5% (BARBOSA et al., 2003) entre errantes e sem raca definida
de Salvador, na Bahia. Outros estudos revelam frequéncias menores que as
encontradas neste trabalho, como 27,2% (ULLMANN et al., 2008) em caes enviados
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ao Servico de Diagndstico de Zoonoses de Botucatu, em Sao Paulo, e 22,3% (DE
MOURA et al., 2009) em domiciliados das cidades de Lages e Balneario Camborid,

em Santa Catarina.

A frequéncia de anticorpos anti-T. gondii em 79 gatos foi 7,6% (IC95% = 2,5 - 13,9)
pela RIFl e 15,2% (1C95% = 7,6 - 22,8) pelo ELISA, semelhantes estatisticamente. O
resultado foi relativamente baixo quando comparado a maioria dos inquéritos
sorolégicos realizados em outros estados brasileiros e no mundo; entre os que
utilizaram a RIFI, esta foi a menor frequéncia detectada no Brasil. Os resultados
foram maiores em gatos domiciliados de Lages, em Santa Catarina - 14,3% (DALLA
ROSA et al., 2010), de Séao Paulo - 17,7% (LUCAS et al., 1999) e de Porto Alegre,
no Rio Grande do Sul - 37,9% (PINTO et al., 2009), atingindo 50,5% (BRAGA et al.,
2012) em peridomiciliados de S&o Luis, no Maranh&o. Diferengas ainda maiores
foram visualizadas nos estudos de Garcia e colaboradores (1999a), que
encontraram 73,0% (119/163) de gatos positivos em Jaguapita, no Parana, e por
Cavalcante e colaboradores (2006), que obtiveram 87,3% (55/63) de positivos, em
Monte Negro, no estado de Rondbdnia. Ambos avaliaram amostras provenientes de
areas rurais, o que pode ter influenciado na maior frequéncia, ja que estudos sobre a
prevaléncia na populagdo humana evidenciaram maior risco de infeccdo em
ambiente rural (SOUZA et al., 1987; EXCLER et al., 1988), devido aos habitos e ao

contato frequente com as fontes de infecgéo.

Resultados semelhantes aos obtidos por ELISA neste trabalho foram observados em
gatos domiciliados da Cidade do México — 21,8% (BESNE-MERIDA et al., 2008) e
da China - 14,9% (YU et al., 2008), entre errantes do estado da Flérida, nos Estados
Unidos — 10,8% (LURIA et al., 2004), e entre domésticos e errantes da Holanda —
18,2% (OPSTEEGH et al., 2012) e de Jerusalém, em lIsrael — 16,8% (SALANT;
SPIRA, 2004). Frequéncias superiores foram notadas em gatos errantes de areas
urbanas de Sao Paulo - 40% (MEIRELES et al., 2004), entre domiciliados e errantes
da Irlanda — 33,7% (JUVET et al., 2010), e entre gatos domésticos da cidade de
Merida, no México — 91,8% (CASTILLO-MORALES et al., 2012) e da Roménia —
47,0% (GYORKE et al., 2011). Hong e colaboradores (2013) obtiveram prevaléncia
inferior (2,2%), na Coréia do Sul, e associaram o resultado a restricdo da dieta a

carne crua ou mal cozida e ao acesso limitado dos felinos a rua.
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A andlise dos resultados obtidos por municipio de procedéncia indica
soropositividade semelhante entre eles. Apesar do niumero de amostras coletadas
nao ser ideal para estimar a frequéncia da infeccdo por cidade, os resultados
similares podem estar relacionados a grande proximidade entre as areas, que
compartilham caracteristicas geograficas e climaticas. Além disso, a possibilidade de
migrag¢ao entre municipios pode gerar imprecisao de analise por regiao.

Os titulos de anticorpos IgG anti-T. gondii avaliados pela RIFI mais frequentes nos
caninos foram 1:256 (37,3%) e 1:1024 (20,4%), semelhante aos resultados de
Canén-Franco e colaboradores (2004), pela RIFI, e de Cabral e colaboradores
(1998), pela HI, enquanto titulos iguais ou superiores a 1:4096 representaram 14,1%
dos soros positivos. Quanto aos felinos, os mais frequentes foram 1:16 e 1:256
(33,3% em cada), semelhante aos obtidos por Cruz e colaboradores (2011) e
Langoni e colaboradores (2001), ambos pela RIFI. Os resultados indicam que os
animais foram expostos ao parasito em algum momento, mas ndo permite avaliar se
a infeccao € aguda ou crbnica, sendo necessario avaliar a presenca de anticorpos
da classe IgM ou a avidez alta de anticorpos de classe IgG, sugestivos de infeccéao

recente.

A menor frequéncia de anticorpos detectada em gatos comparado com caes pode
estar relacionada ao fato da maior parte destes serem errantes (74,1% de 378),
enquanto a maioria dos felinos, domiciliados (57,0% de 79), sugerindo maior risco de
infeccao entre os caes. A alimentacdao mais seletiva dos gatos, em geral, somada a
menor ingestdo de agua e comida, podem expb-los menos a infeccao pelo parasito,
como discutido por Meireles e colaboradores (2004).

Maior soropositividade foi detectada entre caes errantes, justificada pela maior
suscetibilidade deles aos fatores de risco para a infeccdo, como por exemplo, a
ingestdo de restos de alimentos encontrados no lixo humano, o contato com
roedores e com fezes de gato contaminadas. Os resultados concordam com Mineo e
colaboradores (2004) em Uberlandia, estado de Minas Gerais, que encontraram
maior prevaléncia em amostras de CCZ (46,8%, 44/94) em relacado as de clinicas
veterinarias (17,7%, 11/62) e as de um hospital veterinario (26,8%, 57/213),
sugerindo que a origem e a condicdo de vida do animal parecem influenciar a

infeccdo pelo parasito. Caes de proprietarios, porém com acesso a rua, também
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estdo mais sujeitos a infeccdo, quando comparado aqueles que vivem estritamente
em domicilio, como reportado por De Moura e colaboradores (2009) em Santa
Catarina.

A menor frequéncia de infeccdo em caes domiciliados pode ser devido a ingestao de
comida industrializada e ao menor contato com ambiente externo, reduzindo a
possibilidade de transmissdao do parasito. Sorologia positiva nesses animais,
entretanto, permite a hipétese de que a residéncia, os alimentos ou a agua de
abastecimento podem estar contaminados pelas formas infectantes do 7. gondii,

como 0s oocistos, representando uma possivel fonte de infec¢do para os moradores.

Ao contrario dos céaes, nao foi encontrada diferenca significativa entre gatos errantes
e domiciliados quanto a presenca de anticorpos anti-T. gondii, concordando com
DeFeo e colaboradores (2002). Entretanto, Salant e Spira (2004) obtiveram maior
prevaléncia nos domiciliados sem acesso a rua (39%) em relacdo aos que viviam
exclusivamente na rua (14,2%), apesar de terem sugerido que o resultado ocorreu
devido a maior idade dos domiciliados, levantando a hip6tese de confuséo.
Discordando dos resultados observados neste estudo, Mird e colaboradores (2004),
na Espanha, observaram maior prevaléncia entre gatos errantes e de areas rurais
(36,4%, 133/365) do que nos domiciliados (25,5%, 56/220), semelhante ao obtido
por Dalla Rosa e colaboradores (2010), no municipio de Lages, Santa Catarina
(16,08% e 4,44%, respectivamente).

Dos gatos de domicilio avaliados, mais da metade tinha acesso a rua e a maioria
recebia racdo diariamente, inclusive aqueles alocados nos abrigos, sendo poucos
mantidos com comida caseira. Segundo Afonso, Thulliez e Gilot-Fromont (2006), a
alimentacao regular dos animais e a auséncia ou baixa densidade de presas podem
limitar a predacéo, o que poderia explicar a baixa proporcéo de positivos observada
neste estudo, mesmo o acesso a rua sendo um fator de risco importante, como visto
por Lucas e colaboradores (1999) em Sao Paulo. Além disso, a natureza nao
aleatéria da amostra obtida pode ter contribuido para a frequéncia de anticorpos
reduzida e, somado ao numero amostral pequeno, pode ter dificultado a deteccao de
variaveis associadas a infecgao por T. gondii.
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A idade adulta, de um ano ou superior, foi considerada fator de risco para a infeccéao
canina, e pode ser justificada pela exposicdo mais prolongada dos adultos ao
parasito durante a vida. Resultados semelhantes foram obtidos por Barbosa e
colaboradores (2003), que encontraram 70,2% de positivos entre adultos e 14,8%
entre jovens, ao avaliar cdes errantes da cidade de Salvador. Azevedo e
colaboradores (2005) avaliaram 286 amostras coletadas durante uma campanha de
vacinagao antirrabica, na Paraiba, e também encontraram que a chance de ter
anticorpos anti-T. gondii aumenta com a idade dos cades, com aqueles maiores de
um ano apresentando maior odds ratio. Discordando dos resultados deste estudo,
Germano, Erbolato e Ishizuka (1985) ndo encontraram relacdo com a idade, mas
isso se deve a estratificacao feita por eles, que considerou faixas etarias variando de
um ano (até a idade de dez anos).

Sorologia positiva sé foi observada nos gatos adultos e a idade nao foi associada a
infeccdo por T. gondii. De forma semelhante, Jackson, Hutchison e Siim (1987), ao
avaliar gatos errantes e domiciliados na Escocia, ndo encontraram diferenca
significativa entre a infeccdo de felinos com idade inferior ou superior a seis meses
de vida. A significancia estatistica encontrada em nosso estudo (p = 0,060), porém,
pode revelar uma tendéncia maior de infec¢ao por T. gondii em felinos adultos, como
mostrado por Pena e colaboradores (2006), que observaram maior soropositividade
entre gatos adultos (maiores de um ano, 41,4%) em relagéo aos filhotes (13,7%), e
por Lopes, Cardoso e Rodrigues (2008), que identificaram a idade igual ou superior

a 36 meses como fator de risco.

No caso dos caes, o sexo ndo foi associado com a ocorréncia de anticorpos anti-T.
gondii, o que pode ser devido as condicbes de risco semelhantes a que estédo
submetidos machos e fémeas, concordando com os achados de Cabral e
colaboradores (1998) e Candn-Franco e colaboradores (2004). Ao contrario, De Brito
e colaboradores (2002) demonstraram maior soropositividade em machos, mas isto
foi significativo somente quando associado ao consumo de carne crua ou de

visceras, fator de risco importante para a infeccao canina.

A deteccao por ELISA indicou maior frequéncia de positivos entre gatos fémeas,
semelhante aos resultados de Jittapalapong e colaboradores (2007), que detectaram

anticorpos em 13,7% das fémeas e em 7,4% dos machos, em gatos errantes da
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Tailandia. Da mesma forma, Besné-Mérida e colaboradores (2008), ao avaliar gatos
de proprietarios da Cidade do México, observaram maior frequéncia de infecgdo em
fémeas, propondo que razdes genéticas ou enddcrinas poderiam explicar o fato. Tal
hipotese se aplica ao nosso estudo, pois nao foi verificada diferenca na distribuicao
da origem ou da idade entre os sexos (p = 0,181 e p = 0,289, respectivamente), mas
também pode haver algum elemento ndo identificado confundindo a associagao. Ao
contrario dos resultados obtidos, porém mais comum, ndo foi observada relacéao
entre o sexo dos felinos e a infecgao nos estudos de Garcia e colaboradores (1999a)
e Salant e Spira (2004).

O padrao racial dos caes e gatos avaliados nao influenciou na presenca de
anticorpos especificos, corroborado por Azevedo e colaboradores (2005) e Pinto e
colaboradores (2009), respectivamente. Discordando dos resultados observados,
Cabral e colaboradores (1998), em amostras de caes domiciliados de Uberlandia,
Minas Gerais, observaram maior frequéncia de positivos entre os mesticos (59,6%,
96/161) do que entre aqueles com raga pura (33,3%, 19/57), associando o resultado
aos diferentes manejos sanitario e nutricional a que sao submetidos. Entretanto, é
provavel que a infeccao diferencial, se ocorrer, seja devido a outros fatores que
aumentam a exposicao as fontes infecciosas, como 0 acesso a rua e a alimentacao

com carne crua ou mal cozida.

6.2 COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS SOROLOGICAS ELISA E RIFI

Os resultados encontrados para os caes mostraram uma concordancia excelente
entre ELISA e RIFI (k= 0,82) e as diferencas ndo foram estatisticamente
significativas (p = 0,377). Para as amostras dos felinos, houve concordancia muito
boa (x = 0,63), mas as diferencas foram significantes (p = 0,041), decorrendo talvez
do pequeno numero amostral de gatos, o que deixaria mais evidente resultados
distintos entre as técnicas. As variacbes na concordancia podem decorrer das
diferentes sensibilidades e especificidades dos testes, da condicdo imunoldgica e da
suscetibilidade das espécies canina e felina, como discutido por Zhu, Cui e Zhang
(2012).
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Semelhante aos resultados obtidos para as amostras de caes, Silva e colaboradores
(1997), em Minas Gerais, analisaram 40 amostras de soro de caes suspeitos de
infeccdo por T. gondii e encontraram correlagdo positiva e significante (0,69, p<0,01)
entre os resultados da RIFI e do ELISA-IgG, recomendando o uso dessas técnicas
no diagndstico da toxoplasmose canina. Ao contrario, Higa e colaboradores (2000),
ao avaliar 203 amostras de soro de caes com diferentes condicbes de saude, em
Sao Paulo, obtiveram 35,96% de positivos pela RIFI e 81,28% pelo ELISA-IgG,
encontrando maior sensibilidade pelo ultimo, com diferenca estatistica significativa
entre os testes. O titulo de 1:40 na RIFI (contra 1:16 neste trabalho) e o célculo do
cut off do ELISA considerado pelos autores podem ter contribuido para as variacoes
em relagdo aos resultados observados neste estudo. Na avaliagdo de varias
técnicas para deteccdo de anticorpos em gatos infectados experimentalmente,
Dubey e Thulliez (1989) e Dubey, Lappin e Thulliez (1995) observaram que o MAT
foi mais sensivel em relagdo ao ELISA-IgG. Entretanto, Zhu, Cui e Zhang (2012)
recomendam ambos os testes nas investigacdes epidemiolégicas de toxoplasmose
em gatos. Além disso, a RIFI mostrou-se comparavel ao MAT na anélise de gatos
infectados naturalmente, como relatado por Macri e colaboradores (2009), podendo

ser também utilizada.

Apesar da RIFI ser o padrao-ouro no sorodiagnostico da toxoplasmose, devido a sua
alta especificidade, o ELISA apresenta muitas vantagens em relagcdo a técnica
anterior. Por ser semiautomatizado, a leitura é feita diretamente por um equipamento
que detecta a absorbéancia, tornando-o mais sensivel e objetivo quando comparado
com a RIFI, cujo resultado é obtido pela visualizagdo das laminas em microscopio de
fluorescéncia. A sensibilidade também ¢é superior devido ao uso de antigenos
sonicados, enquanto a RIFI utiliza o parasito intacto e apenas os antigenos de
superficie sdo apresentados aos anticorpos. Além disso, a realizacao das reacdes
em microplacas permite a avaliacdo de varias amostras ao mesmo tempo, o que é
muito interessante para pesquisas epidemioldégicas que normalmente envolvem a

participacdo de muitos individuos.



54

7 CONCLUSAO

Este foi o primeiro estudo de determinacao da frequéncia de anticorpos anti-T. gondii
em soros de caes e gatos no estado do Espirito Santo. Os resultados obtidos
demonstram alta contaminagcdo do ambiente pelo parasito e, dessa forma, um
grande risco de infecgdo humana e de outros animais. Por outro lado, o elevado
namero de gatos suscetiveis alerta para a adocao de medidas preventivas a fim de

reduzir a cadeia biolégica deste patégeno.
Em sintese:

e Foi encontrada alta frequéncia de anticorpos anti-T. gondii em caes, avaliados
pelas técnicas de ELISA (39,4%) e RIFI (38,1%)

e A frequéncia de anticorpos anti-T. gondii em gatos foi pequena, pelo ELISA
(15,2%) e RIFI (7,6%)

e (s fatores associados a infeccao canina foram a origem errante e a idade
igual ou superior a um ano

¢ O sexo foi Unico fator relacionado a infecgéo felina

e Houve excelente concordancia (k = 0,82) entre os resultados de ELISA e RIFI
na avaliacdo de caes, sendo encontrada concordancia muito boa (x = 0,63)

entre os testes na avaliagdo de gatos
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ANEXOS

ANEXO A - CARTA AOS CENTROS DE CONTROLE DE ZOONOSES (CCZ2) E
ABRIGOS

Vitoria, de 201 _

Prezado Senhor (a)

Venho através desta solicitar a colaboragdo do

para coleta de 2 mL de sangue de caes e de gatos que serdo usados no Projeto de
mestrado da aluna Kamila da Cunha Covre, intitulado “Frequéncia de resultados
positivos para Toxoplasma gondii em exames soroldgicos realizados em caes e
gatos na Regido Metropolitana de Vitéria, Espirito Santo, Brasil”, que esta sendo
desenvolvido na Universidade Federal do Espirito Santo, sob minha orientacdo no

Programa de Pés-Graduacao de Doencas Infecciosas.

Atenciosamente,

Dra. Blima Fux
Orientadora
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadora: Kamila da Cunha Covre (Farmacéutica)
Titulo do Projeto: Frequéncia de resultados positivos para Toxoplasma gondii em
exames soroldgicos realizados em caes e gatos na Regidao Metropolitana de Vitéria,

Espirito Santo, Brasil

Eu, ,
residente a Rua / Av.: ne
Bairro: , o municipio
de , portador do RG e
CPF : autorizo meu animal de nome
, Sexo , idade , raca
, espécie , para a

realizacdo de uma coleta de sangue, no volume maximo de 2 mL, objetivando o
diagnéstico da toxoplasmose para levantamento da prevaléncia dessa zoonose, sem

nenhum prejuizo para o animal.

Assinatura do responsavel Data



Pesquisadora: Kamila da Cunha Covre (Farmacéutica)
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ANEXO C - QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Titulo do Projeto: Frequéncia de resultados positivos para Toxoplasma gondii em

exames soroldgicos realizados em caes e gatos na Regidao Metropolitana de Vitéria,

Espirito Santo, Brasil

Proprietario:

Nome do animal:

1.

Moradia: ( )casa () apartamento

Tem quintal de terra?

. Acessoarua:( )sim ( )nao

. O animal é seu desde que nasceu? ( )sim

De onde ele veio?

Tem outros animais em casa? ( )sim (

Quais e quantos?

. Dieta: ( )racdo ( )carnecrua ( ) leite

Assinatura do responsavel

Outros:

Data



