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“What do you fear, my lady? - A cage. To stay behind bars until use and old age accept them

and all chance of valor has gone beyond recall or desire.”

Lord of the Rings: The Two Towers—2002.


https://www.quotes.net/movies/lord_of_the_rings:_the_two_towers_6883

RESUMO

Desordens reprodutivas ocasionam grandes perdas para colonias de primatas, principalmente
quando, por exemplo, se tem como objetivo que um determinado animal tenha descendentes
com determinadas caracteristicas genéticas. Este problema pode estar relacionado a diversos
fatores, entre eles, fatores genéticos, questdes de obesidade, comportamental/bem-estar e
fatores de origem infecciosa. Em relacdo a este ultimo fator, além dos géneros Mycoplasma e
Brucella, a proteobactéria Coxiella burnetii que € o agente etioldgico da febre Q em humanos
e coxielose em animais, assim como o protozoario Toxoplasma gondii, causador da
toxoplasmose humana e animal, sdo agentes infecciosos que também precisam ser
considerados, especialmente em animais com historico de aborto e de outros distarbios
reprodutivos. Neste contexto, este projeto teve como proposta desenvolver um estudo descritivo
seccional com o objetivo de verificar a presenca de anticorpos anti-C. burnetii e anti-T. gondii
pela reacdo de imunofluorescénica indireta (RIFI), além da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para pesquisa de C. burnetii em amostras de soro de fémeas de PNHs, com e sem
historico de disturbios reprodutivos, mantidas em cativeiro no Instituto de Ciéncia e Tecnologia
em Biomodelos - ICTB. Das 152 amostras de soro dos PNHs, espécies Saimiri ustus, S.
sciureus, Macaca fascicularis (Cynomolgus) e Macaca mulatta (Rhesus), submetidas a analise
soroldgica (RIFI) e molecular (PCR) para a pesquisa de infec¢do por C burnetii, todas foram
negativas. Quanto a pesquisa de infeccdo por T.gondii, a presenca de anticorpos foi
detectadaemsetedas 152 amostras (4,6 %). Quatro destas sete fémeas tinham histérico de
abortos e todas pertenciam a espécie M. mulatta. Nossos resultados sugerem que em casos de
abortos a pesquisa de T. gondii deve ser considerada.

Palavras-chave: Abortos, primatas ndo humanos, Coxiella burnetii, Toxoplasma gondii.



ABSTRACT

Reproductive disorders cause great losses to primate colonies, especially when, for example,
the goal is for a particular animal to have offspring with certain genetic characteristics. This
problem may be related to several factors, among them, genetic factors, obesity issues,
behavioral/well-being and infectiousorigin factors. Regarding this last factor, besides the
Mycoplasma and Brucella genera, the proteobacterium Coxiella burnetii, which is the
etiological agent of Q fever in humans and coxielosis in animals, as well as the protozoan
Toxoplasma gondii, which causes human and animal toxoplasmosis, are infectious agents that
also need to be considered, especially in animals with a history of abortion and other
reproductive disorders. In this context, the purpose of this project was to develop a descriptive
sectional study to verify the presence of anti-C. burnetii and anti-T. gondii antibodies by indirect
immunofluorescence reaction (IFT), and polymerase chain reaction (PCR) to search for C.
burnetii in serum samples from NHP females, with and without a history of reproductive
disorders, kept in captivity at the Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos - ICTB. Of
the 152 serum samples from NHP, species Saimiri ustus, S. sciureus, Macaca fascicularis
(Cynomolgus) and Macaca mulatta (Rhesus), submitted to serological (RIFI) and molecular
(PCR) analysis for C burnetii infection, all were negative. For T gondii infection, antibodies
were detected in seven of 152 samples (4.6%). Four of these seven females had a history of
abortion and all belonged to the species M. mulatta. Our results suggest that in cases of

abortions the investigation for T. gondii should be considered.

Keywords: Abortions, nonhuman primates, Coxiella burnetii, Toxoplasma gondii.
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1. INTRODUCAO

Um dos maiores problemas ocasionados em colénias de animais de laboratorio é
a perda ou comprometimento sanitario do animal. Neste contexto e considerando que 0s
primatas ndo humanos (PNH) possuem um manejo mais elaborado em relagdo aos outros
animais de menor porte, fica evidente que 0s custos e as estruturas acabam sendo maiores.

Quando em uma coldnia existem fémeas de alto interesse genético e as mesmas
desenvolvem distdrbios reprodutivos, com perda da capacidade de geracdo de
descendentes, 0s prejuizos principalmente para pesquisa sdo enormes. Os fatores
associados a abortos e distarbios reprodutivos comuns em colénias de PNH podem ser
decorrentes de manejo incorreto, consanguinidade ou consequentes da infec¢do por
diferentes microrganismos (KNAP et al., 2019;GOODMAN et al., 1998; SPRINGER et
al., 2012).

Diversos agentes infecciosos estao ligados a causas de disturbios reprodutivos em
animais, seja de origem viral, bacteriana, fungica ou protozoaria. Grande parte desses
agentes, quando os animais ndo sdo assintomaticos, causa, entre outros danos,
principalmente abortos, fetos natimortos, mastite e vaginite. Destacam-se como agentes
causadores mais frequentes, as bactérias dos géneros Brucella, Leptospira, Mycoplasma,
além do protozoario da espécie Toxoplasma gondii (BARKER et al., 2011;
CASAGRANDE et al., 2013; RAMALHO et al., 2016; SCHLABRITZ-LOUTSEVITCH
et al., 2008).

Considerando a inexisténcia de investigacdo sobre outros agentes infecciosos
associados com disturbios reprodutivos em mamiferos é preciso chamar a atengédo para a
possibilidade de infeccdo pela proteobactéria Coxiella burnetii que pode infectar
diferentes grupos de vertebrados. A bactéria C. burnetii é responsavel por ocasionar
abortos principalmente em pequenos ruminantes (ovelhas, cabras) e bovinos, uma
zoonose de interesse em salde publica e satde animal, mas totalmente negligenciada e
desconhecida no Brasil, apesar do crescente aumento de casos em diversos paises do
mundo (ALVAREZ-ALONSO et al., 2018; ESMAEILLI, et al., 2019; KNAPet al., 2019;
MAGOURAS et al., 2017; SELIM et al.; SEO et al, 2017). Desta forma, é preciso
considerar também a possibilidade de infeccdo por este agente bacteriano, visto que
pessoas que manipulam principalmente materiais de abortos como placentas, sem

adequada protecdo, podem desenvolver a doenca. Outro agente que precisa ser
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considerado € o protozoario T. gondii, também de grande importancia em salude publica
como agente infeccioso associado com distrbios de reproducdo (OLIVEIRA et al., 2019;
AL-ADHROEY etal., 2019).

Em relacdo a infeccdo em PNH, pouco se sabe sobre a prevaléncia de C. burnetii
e T. gondii como agentes causadores de abortos e de outros disturbios reprodutivos, porém
em relagdo a C. burnetii, PNHs tem sido utilizado como biomodelos para testes de vacinas
(ELDINetal., 2017.; GREGORY etal., 2019; METTERS et al., 2019). Assim, o presente
projeto tem como proposta verificar a presenca de infeccao por C. burnetii e T. gondii em
fémeas PNH mantidas em cativeiro em uma instituicdo de pesquisa. Em adic¢éo, com o
desenvolvimento do projeto, pretende-se realizar um levantamento bibliografico que
possa subsidiar a elaboracdo de protocolo que inclua a investigagcdo destes dois agentes
no campo da primatologia, auxiliando, assim, na elaboracdo de medidas preventivas que
possam reduzir a ocorréncia de distarbios reprodutivos em PNH que permanecam sem
etiologia definida.

Diante do exposto, com a hipétese de que C. burnetii e T. gondii possam estar
infectando animais mantidos em cativeiro, o objetivo principal deste projeto foi verificar
a presenca da infeccdo por C. burnetii e T. gondii em fémeas de PNH com e sem historico
de abortos, mantidas no Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da
Fundagao Oswaldo Cruz.

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses e no
Laboratorio de Toxoplasmose e outras Protozooses, do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz,
Rio de Janeiro/RJ, com o apoio essencial e estratégico do Servigo de Criacdo de Primatas
N&o Humanos (SCPrim), do Instituto de Ciéncia de Tecnologia em Biomodelos —
ICTB/Fiocruz, Rio de Janeiro/RJ, no periodo de outubro de 2019 a marc¢o de 2020.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.2 Caracteristicas principais dos primatas ndo humanos

Os primatas ndo humanos (PNH) s&o animais que possuem alto grau de semelhanca
genética com os seres humanos, incluindo similaridades etoldgicas, anatdbmicas e
fisioldgicas. Atualmente, os PNHs séo classificados como os do Novo Mundo (NM) e os

do Velho Mundo (VM). Os primatas do NM sé&o pertencentes a ordem Platyrrhini (platy=
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largo, rhini = nariz) e a familia Cebidae, constituida pelos géneros Cebbus e Callithrix.
Ja os PNH do VM, pertencentes ainfra-ordem Catarhini (kata = inferior; rhini = narifz) e
a Superfamilia Cercopithecoidea e Hominoideasao encontrados nos continentes asiatico,
africano e europeu (GOODMAN et al., 1998; SPRINGER et al., 2012).

As principais diferencas dos primatas do NM e do VM estdo relacionadas as
caracteristicas anatdmicas, fisiologicas e etoldgicas. As aberturas nasais dos primatas do
VM (Figura 1) sdo voltadas para baixo e com a presenca de um septo nasal delgado. Em
adicdo, estes PNHs apresentam uma arcada dentaria composta por 32 dentes, unhas
achatadas, orelhas com membrana timpanica conectada por tubo 0sseo, além de uma
calda que, quando presente, ndo é preénsil. Com uma ampla variedade no seu habitat,
principalmente no solo, outra caracteristica deste grupo de PNH é que frequentemente
existe um grupo social composto por um macho com muitas fémeas. Os machos
raramente contribuem com os cuidados aos filhotes e sua alimentacdo onivora se baseia
em plantas de forragens, insetos e pequenos animais (ANDRADE, 2002; Mattison &
Vaughan, 2016).

Em relacdo as espécies do NM (Figura 2), estes, além de apresentarem em geral um
porte menor, possuem septo nasal largo, arcada dentaria composta por 32 ou 36 dentes,
12 pré-molares e uma cauda preénsil. Além destas caracteristicas, estes PNHs do NV néo
tém o polegar completamente oponivel, ndo possuem unhas e apresentam a membrana
timpanica conectada pelo anel 6sseo. Diferentemente dos PNHs do VM, se observa uma
pequena variedade no seu habitat, com predominio de locais arboreos, onde a fémea
sozinha fica com muitos grupos sociais de macho. Os machos contribuem com o
crescimento dos filhotes e sua dieta compreende nozes, frutas e insetos. (ANDRADE,
2002; Mattison & Vaughan, 2016).
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Figural- Representantes de primatas ndo humanos do Velho Mundo: macaca do género Macaca,

Colubos e Babuinos.

lustracdes: Fabricio Belmiro. Fonte: Modulo didatico de biologia N° 23 -Parte | - Evolugéo.

Figura 2- Representantes de primatas ndo humanos do Novo Mundo: safui-do-tufo-branco,
macaco-aranha e mono-carvoeiro.
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llustragdes: Fabricio Belmiro. Fonte: Mddulo didatico de biologia N° 23 -Parte | - Evolucéo.

2.1.1 Reproducédo dos primatas ndo humanos

Devido a ampla variedade de espécies dos PNHSs, estes mamiferos apresentam
particularidades nos seus ciclos reprodutivos, principalmente as fémeas. Os PNHs do VM
apresentam os ciclos parecidos com o da mulher, com ciclos ovarianos do tipo menstrual,
com ovulacgdes espontaneas e comportamento de copula, ocorrendo em qualquer fase do
ciclo e em qualquer época do ano, exceto as Iémures de Madagascar que copulam somente
em determinadas estac¢Oes do ano, quando apresentam maior atratividade e receptividade
ao macho (GUIMARAES, 2007).

As fémeas dos PNHs do VM, em geral, apresentam o fenémeno chamado de sex skin
(Figura 3), alteragdes morfologicas externas caracterizadas por vermelhid&o ao redor da
linha pubiana, estendendo-se na parede abdominal, nddegas, costas (parte caudal),

internamente nas coxas, debaixo da cauda, assumindo formato simétrico, bilateral. Estas
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alteracOes sdo apresentadas tanto nas fémeas como também nos machos (ANDRADE,
2002).

Figura3-Fendmeno de Sex Skin representado numa fémea de espécia Macaca Mulata (Rhesus).

Fonte: Andrade, M.C.R.; Biologia, manejo e medicina de primatas ndo humanos na pesquisa
biomédica. Pag: 74. Editora Fiocruz. 2010.

Quanto aos PNHs do NM, onde se encontram uma maior diversidade de espécies,
é possivel observar diferentes ciclos menstruais e ciclos estrais. Os saguis (Callithrix)
possuem uma diferenca em copular independente da fase do ciclo, podendo realizar
copulas férteis no periodo pos-parto e durante a lactacdo (DIXON, 1993; GUIMARAES,
2007). Algumas fémeas apresentam inibigcdo no seu ciclo ovariano devido a quesitos de
interacdo social, como a presencga de uma fémea mais velha e dominante no local.

Os principais sinais indicativos da fémea em periodo fértil sdo o aumento da
temperatura corp6rea, aumento do Orgdo genital e mudanca na sua coloragdo. O
comportamento da fémea muda tornando-se mais ativas e solicitam o acasalamento
(RODRIGUES, 2010).

A gestacdo de uma fémea é proxima entre as espécies dos PNHs, variando em poucos
dias de diferenca. Por exemplo, a espécie Macaca fascicularis (Cynomolgus) tem uma
gestacdo de 155 a 165 dias, parindo apenas um filhote, semelhante & espécie de Macaca
mulatta (Rhesus) que possui um periodo gestacional entre 165 e 175 dias, parindo
também apenas um filhote. O mesmo com os macacos-de-cheiro (Saimiri sciureus e
Saimiri ustus), cujo periodo de gestacdo varia de 148 a 172 dias, parindo um filho que é
desmamado por volta de seis meses de idade (BRADY, 2000; ICTB, 2020).
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E preciso ressaltar que fatores como manejo, nutri¢io, controle sanitario de doencas
e enriquecimento ambiental e de medidas para minimizar o estresse irdo aumentar as
chances de estas fémeas terem uma gestacdo finalizada sem intercorréncias. Porém,
algumas situacdes como idade reprodutiva, intervalo entre partos e se a fémea é primipara

podem influenciar no fato da gestacdo nédo ser completa (SOUZA et al., 2016).
2.2.2 O primata ndo humano como biomodelo

A similaridade genética com os seres humanos proporciona que 0os PNHs sejam
muito utilizados em pesquisas biomédicas ha décadas, por serem considerados excelentes
modelos experimentais para diversos agentes. Neste cenario, existem muitos estudos
utilizando a espécie M. fascicularis como biomodelo nas infec¢Bes causadas por diversos
agentes. Dentre eles, destaque para estudos experimentais com rotavirus A (BENTES et
al., 2018), virus da hepatite E e A (CARVALHO, 2011; LEON et al., 2016), virus Zika
(OSUNA & WHITNEY, 2017; SCHOUEST etal., 2020; STEINBACHet al., 2020), além
de estudos relacionados ao desenvolvimento de vacinas contra hepatite A, tuberculose,
além de trabalhos com Trypanosoma cruzi na Fundacéo Oswaldo Cruz (ICTB, 2020).

Em adigdo, os PNHs tém sido utilizados também como modelos experimentais em
estudos sobre epilepsia (HARRIS & LOCKARD, 1979) e endometriose (NISHIMOTO-
KAKIUCHI et al., 2018). Quanto aos PNHs Rhesus (M. mulatta), os principais estudos
experimentais estdo relacionados ao desenvolvimento de vacinas para leishmaniose, febre
amarela, além dos testes de neurotropismo e neuroviruléncia relacionados ao virus vacinal
da febre amarela (ICTB, 2020). Mais recentemente foram também considerados
importante biomodelo para brucelose, uma zoonose que, semelhante a febre Q, esta
associada com disturbios reprodutivos (RUSSELL-LODRIGUE et al., 2017) e babesiose
(GUMBER et al., 2016).

Ainda como PNHs do NM de importancia para as pesquisas aplicadas, merecem
destaque as espécies do género Saimiri como animais para experimentacdo no campo de
estudos sobre vacinas antimalaricas (GYSIN, 1980) e ensaios pré-clinicos da doenga,

devido ao seu menor porte, o que facilita 0 manuseio e a sua contengédo (ICTB, 2020).
2.3 Coxiella burnetii

Ao investigar o surgimento de uma doenca febril que acometia trabalhadores do

matadouro publico de Cannon Hill, em Brisbane - Australia, o pesquisador Edwar



17

Holbrook Derrick descobriu em 1937 a bacteria C. burnetii (DERRICK, 1937; STOKER
& MARMION, 1955). Inicialmente, como ndo haviam descoberto qual doenga era,
passou a ser chamada de “query fever”, - interrogacéo / divida (STOKER &MARMION,
1955). Acreditava-se que se tratava de bactérias do género Rickettsia, denominada
primeiramente Rickettsia burnetii. Mais tarde, com os avangos de técnicas moleculares,
0 agente foi reclassificado para o género Coxiella, com a denominacéo de C. burnetti em
homenagem a Cox e Burnet, pesquisadores responsaveis pelo seu isolamento (PHILIP,
1948). Assim, com 0s sequenciamentos realizados em 2003, foi estabelecida a
classificacdo taxonémica atual da bactéria (SESHADRI et al., 2003).

Coxiella burnetii é uma bactéria Gram-negativa obrigatoria, pertencente a ordem
Legionellales, familia Coxiellaceae (SESHADRI et al., 2003), fazendo parte do grupo das
gama proteobacterias (STEINet al., 1992). Possui tropismo por mondcitos e macrofagos
sendo responsavel por causar a febre Q em humanos e coxielose nos animais.

Classificada como agente de classe risco 3 e de selecdo nivel 2 /categoria B em
ameaca bioterrorista ao ser usada como arma bioldgica, a bactéria tem o potencial de se
dispersar numa linha de 2 km e provocar doenca incapacitante aguda (MADARIAGA et
al., 2003). Sao bactérias bem resistentes ao ambiente, por formam particulas “esporos-
like” e ndo dependerem da transmissdo exclusiva por artropodes (MCCAUL &
WILLIAMS, 1981). Possui duas variagOes de fases: I e Il relacionadas com a mutagéo do
lipopolissacarideo (LPS). Na fase Il, denominada aguda, encontrada nos animais
infectados, artropodes ou seres humanos, corresponde ao LPS de variacdo lisa. Em
contrapartida, a fase I, possui um potencial de menor infectividade, sendo adquirida mais
em laboratérios, correspondendo ao LPS de variacdo rugosa/truncado na qual se identifica
a auséncia de algumas proteinas determinantes da superficie celular (ANGELAKIS &
RAOULT, 2011; MARES-GUIA, 2015; MAURIN & RAOULT, 1999; MCCAUL &
WILLIAMS, 1981).

Por ser uma bactéria intracelular, C.burnetii utiliza receptores especificos
eucaridticos para invadir células hospedeiras. Nesta fase (II), a bactéria penetra nos
macrofagos humanos a partir de receptores de complemento 3 (CR3), enquanto que na
fase I, a entrada além de ser blogueada através do receptor CR3, a bactéria se liga a
monocitos humanos pelo complexo de LRI (leucdcitos resposta integrina, avf3) e IAP
(proteina associada a integrina). Assim, enquanto C. burnetii de fase I, apesar de ser mal

internalizada pelos mondcitos e macréfagos, sobrevive dentro dessas células, na fase Il é
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interiorizada com facilidade pelos mondcitos e macrofagos, embora seja rapidamente
eliminada pela via fagolisossomal (ANGELAKIS & RAOULT, 2011; MARES-
GUIA2015;MAURIN& RAOULT,1999). Quanto ao carrapato infectado com C.
burnetii, a bactéria se replica dentro do intestino dos mesmos, sendo eliminada uma
grande carga de bactérias nas fezes (ELDIN et al., 2017).

A primeira descrigdo de infecgdo por C burnetii no Brasil ocorreu em 1953, em
operarios de um frigorifico no estado de S&o Paulo, com base em evidéncia sorolégica
(BRANDAO, VALE & CHRISTOVAO, 1953) e, somente em 2008, 0 primeiro caso de
febre Q foi confirmado a partir da analise molecular PCR (reacdo em cadeia de
polimerase) em um paciente residente no municipio de Itaborai, no estado do Rio de
Janeiro (LEMOS et al., 2011,). Além do Rio de Janeiro, casos tém sido identificados nos
estados de Minas Gerais, Santa Catarina, Pernambuco, Mato Grosso do Sul, Goias, Ceara
e Sdo Paulo, comprovando a presenca desta bactéria no Brasil, incluindo estudos mais
recentes no estado de Alagoas, onde placentas de cabras foram positivas para C. burnetii
(OLIVEIRA, et al., 2020; de SOUZA, et al., 2019; FERREIRA, et al., 2018; MARES-
GUIA2011; MARES-GUIA et al., 2014;SOUZA, et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018;
ZANATTO, et al., 2019).

2.3.1 Transmisséo

Mesmo sendo comumente mantida em ruminantes como bovinos, caprinos e ovinos,
considerados 0s seus principais reservatorios, a bactéria ndo se limita somente a estes
mamiferos, pois ja foi encontrada em animais silvestres, caes, gatos domesticos, aves,
artropodes, em uma ampla rede de reservatorios vertebrados (MAURIN& RAOQOULT,
1999; ELDINet al., 2017).

A transmissdo para 0s seres humanos ocorre geralmente a partir da inalacdo de
aerossois contaminados provenientes da urina, fezes, leite, liqguido amnidtico, placenta,
produtos de abortamento, 1& ou menos comumente pela ingestdo de leite cru de animais
infectados (Figura 4) (CDC, 2013). A transmisséo sexual de C. burnetii foi demonstrada
experimentalmente em camundongos infectados, no entanto, este modo de transmisséo
ainda ndo foi totalmente estabelecido em seres humanos e animais selvagens (ELDIN et
al., 2017; MANN et al., 1986, HONARMAND, 2012;MAURIN& RAQULT, 1999).
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Estudos recentes tém demonstrado que as ovelhas liberam mais bactérias e por mais
tempo em descargas vaginais do que cabras e podem manter as bactérias em gestacdes
subsequentes (ARRICAU-BOUVERY & RODOLAKIS, 2005). C. burnetii também pode
ser recuperada a partir do leite por até 32 meses. Cabras liberam C. burnetii nas fezes antes e
depois do parto e a duragdo média de excrecdo € de 20 dias (ANGELAKIS & RAOULT,
2010), tornando o ciclo de manuteng&o da bactéria mais complexo.

Figura4- Rotas de transmissdo de Coxiella burnetti.

2-3 semanas

Contato através da b
inalagio direta ou indireta - Febre
N - Pneumonia
- Endocardite
4 - Hepatite
| 4 - Sinais neurologicos
h - Osteomielite

Ingestao

Infecgao através do leite
Predagao

Ingestao

| I M Inalagao

Inalagao

Fonte: Sykes, J.E., Norris,J.M. Fastest Veterinary Medicine Insight Engine. 2016.Adaptada por Forneas,
D.

2.3.2 Infecgdo em humanos: Febre Q

Em humanos a bactéria causa manifestagdes clinicas diversas e pouco especificas, 0
que pode justificar o seu desconhecimento e a reduzida ou mesmo a auséncia de
notificacdo. A gravidade do quadro ira depender da quantidade de particulas inaladas e/ou
ingeridas (ANGELAKIS & RAQOULT, 2010), bem como se o hospedeiro tem alguma
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doenca pré-existente ou algum quadro de imunossupressdo em que a doencga possa se
agravar.

De uma forma geral, como a transmissdo do agente na maior parte das vezes é por
inalacdo, os sinais clinicos mais frequentes em seres humanos é um quadro respiratorio
caracterizado como uma pneumonia e uma doenca influenza-like. J& os casos de
contaminagéo via digestiva, associam-se, entre outras manifestagcbes, com quadros de
hepatite(ANGELAKIS& RAOULT, 2010). A infeccdo por C.burneii, quando
sintomatica,se apresenta como uma doenca febril autolimitada, pneumonia ou como
hepatite granulomatosa, enquanto que na fase persistente (cronica) da doenca a principal
manifestacdo € a endocardite, embora uma miriade de sinais e sintomas possa ocorrer
desde alteragdes hematoldgicas com trombocitose osteoarticulares simulando doencas
reumatologicas, hematoldgicas, entre outras (ANGELAKIS et al., 2011; ROZENTAL et
al., 2012; RAOULT, 2011;WILDMAN et al., 2002).

2.3.3 Infecgdo em animais: Coxielose

Na maioria das vezes a infec¢do por C.burnetii nos animais é assintomatica e quando
0s sinais aparecem, sdo relacionados com disturbios reprodutivos como abortos, partos
prematuros, fetos natimortos, além de casos clinicos de pneumonia. Durante a fase aguda,
C. burnetii pode ser encontrada no sangue, pulmdes, baco e figado dos animais, enquanto
que durante a fase crénica a bactéria é liberada persistentemente nas fezes e na urina
(ANGELAKIS & RAOULT, 2010). O aborto ocorre mais frequentemente no final da
gestacdo, sem sinais clinicos especificos até que o aborto esteja prestes a acontecer, como
observado com brucelose ou clamidiose, o que pode confundir o diagndstico definitivo e
na literatura sdo descritos diversos estudos com C.burnetii em animais (Quadro 1). Muitas
vezes, 0 nimero de fémeas que aborta no rebanho pode ndo ser suficiente para alertar e 0s
casos clinicos humanos geralmente sdo os que possibilitam identificar, muitas vezes, a
infeccdo do rebanho (MACIAS-RIOSECO et al, 2019.;CRUZ et al., 2018; MAURIN &
RAOULT, 1999.; HAZLETT et al.,2013; REICHEL et al., 2012.; ZARZA et al., 2021).
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Quadro 1: Principais estudos sobre infecgdo por Coxiella burnetti em animais com distarbio de

reproducdo publicados nas duas Ultimas décadas.

PAIS GRUPO DE | AMOSTRA METQDO NUMERO DE REFERENCIA
ANIMAIS (TIPO) DIAGNOSTICO ANIMAIS
POSITIVOS
INUMERO TOTAL
Turquia Ovelhas Sangue ELISA 19/ 72 MALAL, et al., 2021.
Caribe Ovinos e sangue ELISA 35/ 133 - ovelhas CONAN,. et al.,
bovinos 2020.
0/ 63 - bovinos
Uruguai Bovinos Placentas e Imuno- 4/4—imuno- MACIAS-RIOSECO,
fetos histoquimica histoquimica et al, 2020.
e PCR 3/4 - PCR
Australia Cées e gatos Soro, sangue, IFI 86/ 330 — cées - IFI MA, et al., 2020.
tecido
reprodutivo e PCR 19/ 145 — gatos- IFI
swab
reprodutivo
Brasil Bovinos soro IFI 14/ 102 ZANATTO, et al.,
20109.
Eslovénia Ovinos e sangue PCR 14/ 150 KNAP, et al., 2019.
bovinos
Portugal Ovinos e leite ELISA 8/ 78 CRUZ, et al., 2018.
cabras
Brasil Cabras Soro ELISA 172/ 312 OLIVEIRA, etal.,
2018
Placentas PCR 2/23
Italia Cées e gatos | Placentas, fetos PCR 0/ 151 STEFANETTI, et al.,
natimortos 2018
Coréia do Sul Bovino e Placentas, fetos PCR 2/2 - PCR LEE, etal., 2018
ovino natimortos
Imuno-
histoquimica
Suica Bovino Soro, placenta, ELISA 29/ 182- soro VIDAL, et al., 2017
contetido
abomasal PCR 28/242- placenta
7/57-
conteidoabomasal
Argélia Bovino sangue ELISA 6/ 360 DERDOUR, et al.,
2017
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PAIS GRUPODE | AMOSTRA METODO NUMERO DE REFERENCIA
ANIMAIS (TIPO) DIAGNOSTICO ANIMAIS
POSITIVOS
INUMERO TOTAL
Suica Ovinos e Soro, placentas PCR 38/77- PCR SCHNYDRIG, et al.,
caprinos e contetdo 2017
abomasal fetal ELISA 0/37
Turquia Ovinos Soro ELISA 69/ 521 KILIC, KALENDER,
2016
Ird Bovinos, Soro PCR 31/ 154 ABIRI,. et al., 2016
ovinos e
caprinos
Hungria Ruminantes Placentas PCR 33/111 — Ruminantes
domésticos e domésticos KREIZINGER, et al.,
selvagens Imuno- 2015
histoquimica 2/91-Ruminantes
silvestres
Canada Ovelhas e Placentas, fetos PCR 185 /259 HAZLETT, etal.,
cabras natimortos 2013
Inglaterra e Ovelhas, Cotilédones PCR 10/ 139
Pais de Gales Cabras, placentérios PRITCHARD, et al.
alpacas,
. 2011
suinos e
bovinos
Emirados Gazela Material de PCR 5/ 20
Arabes placenta, swab LLOYD, etal., 2010
vaginal, sangue ELISA 15/ 20
Espanha Ovinos Leite, sangue PCR 34/154- leite GARCIA-PEREZ, et
al., 2009
ELISA 90/ 1011- ovelhas
Turquia Bo_vmos, Sangue ELISA 45/204 — bovinos CEYLAN, et al.,
ovinos e
cabras 45/158- ovinos 2009
10/100- cabras
Italia Bovinos Soro ELISA 292/ 650 CABASSI, et al.,
2006
Espanha Ovinos Placentas e PCR 10/ 70- Placentas
tecidos fetais (14%)
(pulméo, bago, OPORTO, et al.,
rim, masculo 32/ 194 (17%) 2006
cardiaco,

figado)
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2.3.4 Diagnostico laboratorial

Uma vez que o diagndstico clinico é dificil, devido a similaridade
com uma série de doencas infecciosas ou ndo infecciosas, na maioria dos casos 0
diagnostico de febre Q/coxielose é confirmado a partir dos testes sorolégicos. Uma
variedade de técnicas sorologicas esta disponivel, mas o teste de imunofluorescéncia
indireta (IFI) tornou-se a técnica de referéncia (ANGELAKIS & RAOULT, 2010), um
teste soroldgico que permite a diferenciacdo de infeccdes de febre Q agudas (fase 1) e
cronicas/persistentes (fase I).

Quanto ao diagnostico molecular, tem sido utilizada, entre outras
técnicas, a PCR convencional, nested PCR ou PCR em tempo real (KLEE et al., 2006),um
teste que possibilita a deteccdodo DNA de C. burnetii, viabilizando, assim, o diagnéstico
de forma precoce (FOURNIER et al.,1998). Outras técnicas diagndsticas, como imuno-
histoquimica, também sdo utilizadas tanto para a investigacdo da infeccdo em amostras
humanas quanto as de animais. A técnica de isolamento a partir da cultura de células deve
ser evitada por ser uma técnica laboriosa, demorada e de elevado risco biologico, fato que
exige um laboratorio de nivel de biosseguranca 3 (NB3) (ANGELAKIS & RAOULT,
2010; MAURIN & RAOULT, 1999).

2.3.5 Tratamento

Diante das inimeras controvérsias, mais pesquisas sdo necessarias para determinar a
eficacia do tratamento de rebanhos inteiros ou animais individuais para prevenir ou
controlar a liberacdo de C. burnetii e na prevencdo de eventos adversos associados a
gravidez com coxielose (ANGELAKIS & RAOULT, 2010; MAURIN & RAOULT,
1999).

Assim, preconiza-se que abortos sejam tratados em animais individuais para
prevenir eventos adversos da gravidez, a via parenteral (duas injecdes de oxitetraciclina
a 20 mg / kg administrada com 20 dias de intervalo) no final da gestacdo pode ser util,
apesar dos dados escassos e inconclusivos. Além do mais, embora possa evitar abortos, o
tratamento parenteral de cada animal ndo parece diminuir a disseminagdo do organismo
em fluidos de nascimento ou mesmo mudar o status sorologico (ANGELAKIS &
RAOULT, 2010).
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O tratamento em seres humanos consiste na utilizacdo de doxiciclina,
considerado o antibidtico especifico para tal doenca. Em pacientes com a forma
cronica/persistente, recomenda-se que seja administrada hidroxicloroquina associada a
doxiciclina, com o acompanhamento da cinética de anticorpos IgG a partir dos testes
sorologicos. Em casos de febre Q em que o paciente apresenta quadros de
meningoencefalite, as fluoroquinolonas poderdo ser utilizadas, pois estas ultrapassam a
barreira hemato-encefalica, atingindo, assim, o liquido cefalorraquidiano (ANGELAKIS
& RAOULT, 2010).

2.3.6 Medidas profilaticas e controle

Alguns cuidados devem ser tomados para evitar a disseminacao
da bactéria, como boa higieniza¢do do ambiente onde ocorremos partos, assim como dos
manipuladores desses produtos. O uso de equipamentos de protecdo individual como
mascaras apropriadas, luvas, jalecos adequados, diminui o risco de exposicdo do
profissional impedindo a inalacdo de particulas do agente. A pasteurizacdo, a 72°C
durante 15 segundos, ou esterilizacdo do leite de rebanhos infectados, é regularmente
recomendada mesmo que a via oral ndo seja a principal via de transmissdo da bactéria
(ARRICAU-BOUVERY & RODOLAKIS, 2005). Por fim, recomenda-se que 0S Novos
animais, antes de serem introduzidos em uma fazenda ou criadouro, sejam mantidos em
quarentena e submetidos a testes para a pesquisa de infecgé@o por C. burnetii, de tal forma
guesomente animais soronegativos sejam incluidos no rebanho. Atualmente, ndo existe
nenhuma vacina disponivel no Brasil (ANGELAKIS& RAOULT, 2010).

2.3.7 Coxiella burnetii e primatas ndo humanos

O primeiro estudo em PNHs ocorreu durante a Operagdo Whitecoat, em 1955, com
voluntarios humanos, primatas, porquinhos da india (Cavia porcellus) e ratos (Mus
musculus) que foram expostos a aerossois de. C. burnetii (ANDERSON, 2013). Ejercito
et al. (1993), conseguiram encontrar evidéncia sorologica para C. burnetii em PNHs
silvestres da espécie de Macaca fuscata, através do método de ELISA, sendo um dos
poucos relatos existentes na literatura por evidéncia soroldgica, sem experimentacdo

animal.
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Na literatura, os estudos que envolvem PNHSs e C.burnetii estdo relacionados em sua
maioria, ao desenvolvimento de vacinas. Infecgdes experimentais por C. burnetii através
da inalacéo corresponde a maior parte dos estudos (NELSON, 2021), considerando que
estes animais representam um bom biomodelo para tal, principalmente da espécie Macaca
fascicularis (Cynomolgus), utilizado para comprovar a eficacia de vacinas para C.
burnetii (ELDIN et al., 2017.; GREGORYet al., 2019; METTERS et al., 2019). Estudos
comprovam que esta espécie é o melhor biomodelo por conseguir expressar 0s sinais
clinicos e alteracdes patologicas semelhantes as observadas na popula¢do humana, como
febre, pneumonia, alteracGes hepaticas, além de conseguir manter anticorpos das duas
fases da doenca circulantes por até meses (BEWLEY et al.,2013.; GONDER et al., 1979;
KISHIMOTO et al.,1981;WAAG et al., 2002; WAAG et al., 1999).

Um estudo realizado em 2019 avaliou a técnica de PCR em tempo real comparado
a sorologia de PNHs, para acompanhar a eficacia da vacina nesses animais expostos em
aerossois de camundongos infectados, comprovando um método de detecgdo rapida e
com boa especifidade (HOWE et al., 2009).

Por mais que existem diversos estudos sobre a vacina de C. burnetii, a infeccao
nos biomodelos (principalmente PNHs) se torna desafiador, devido ao modo de
transmissao por aerossois (GREGORY et al., 2019).

2.4 Toxoplasma gondii

A primeira descricao sobre T. gondii ocorreu ap6s o seu isolamento em roedores da
espécie Ctenodactylus gundii, na Africa do Norte por Nicolle e Manceaux, em 1908
(NICOLLE & MANCEAUX, 1969). O primeiro caso de toxoplasmose humana descrito
foi em 1913 por Castellani (P1ZZI, 1997) enquanto que o primeiro relato em recém-
nascido, decorrente da transmissdo congeénita, isto é, de transmissao vertical, ocorreu em
1939, nos Estados Unidos (SABIN, 1942).A origem do termo Toxoplasma se deu devido
asua forma taquizoita (toxon= arco; plasma = vida). S&o protozoarios do Filo
Apicomplexa, no qual Toxoplasma é um membro dos coccideos formadores de cistos
(SIMOES et al., 2015; BLADER et al., 2015).0 protozoério T. gondii apresenta-se sob
trés formas: trofozoitos ou taquizoitos,bradizoitos e oocistos, cujas caracteristicas sao

apresentadas abaixo:
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(i) Trofozoitos ou Taquizoitos. Presentes durante o inicio da infeccao,
estas formas possuem um nucleo grande, com uma das extremidades
mais afilada e outra mais arredondada, com capacidadede invadir

qualquer célula dos hospedeiros, exceto hemacias (Figura 5.A).

(i) Bradizoitos. Presentes nos hospedeiros intermedidrios como cistos
teciduais que se encontram nos musculos cardiacos, esqueléticos e no
cérebro. Possuem a morfologia esférica no cérebro e mais prolongada

no hospedeiro (Figura5.B).
(iii)  Oocistos. Podem ser oocistos esporulados, contendo esporozoitos (A) e
oocistos ndo esporulados eliminados pelos hospedeiros definitivos nas

fezes (B), ou seja, dos felideos domésticos ou silvestres (Figura 6).

Figura5- Desenho esquematico da anatomia do Toxoplasma gondii.

A: Anatomia do taquizoito; B: Anatomia do bradizoito. Ap: Anel polar; C: Conoide; M: Micronema;

MP: microporo; R: Roptrias; GD: Granulos densos; A: Apicoplasto;Mp: Microporo; MP: Membrana

Plasmatica; RE: Reticulo endoplasmatico; CG: Complexo de Golgi; N: Nicleo; MI: Mitocondria, Am:
Amilopctina; CL: Corpo lipidico. Fonte: Simdeset al., 2015.
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Figura 6- Oocisto de Toxoplasma gondii.

1: Esporozoito; 2: Esporocisto. Fonte:Simdeset al., 2015.

A B

A epidemiologia da toxoplasmose é bem complexa, considerando que tem sido
descrita em diversos paises do mundo, com uma incidéncia maior em paises
subdesenvolvidos. No norte da Africa, tem sido descrita com frequéncia em Marrocos,
Argélia, Tunisia, Libia e Egito e um dos principais motivos para este achado sao as festas
culturais/ étnicas muculmanas, nas quais o cordeiro usado durante o sacrificio é
consumido malcozido (ROUATBI et al., 2018). Nos Estados Unidos, esta forma de
transmissdo ocorre com mais frequéncia a partir da ingestdo de ostras, mexilhGes e
améijoa crus (JONES et al., 2009). Locais onde predominam temperatura elevada e
Umida, os oocistos conseguem ser mantidos mais vidveis do que em locais de clima seco
e com baixas temperaturas (HALONEN et al., 2013).

Em 1927, foi descrito o primeiro caso de toxoplasmose no Brasil, com a
identificacdo de um caso fatal em um recém-nascido com encefalite e coriorretinite. A
necropsia demonstrou a presenca de coccideo no tecido nervoso central, além do
acometimento de vérios 6rgdos da crianca. Posteriormente, 0 agente passou a receber
denominacBes em cada espécie animal que era encontrada, mas com avangos nas
pesquisas chegaram a conclusdo de que se tratava de uma unica espécie: T.gondii. Com
o desenvolvimento de estudos foi possivel compreender melhor a biologia do parasita,
um agente infeccioso de vida intracelular obrigatéria potencialmente detectada em
diversas espécies de animais (AMENDOEIRA et al., 1999; FERGUSON, 2009).

Com os avangos moleculares do agente, foi possivel identificar trés tipos de
linhagens: I, 11, 11l. No Brasil, estudos mostram que predominam os genétipos | e I,
gendtipos estes que estdo relacionados com maior numero de casos com acometimento
ocular mais intenso em criancas e adultos. O gendtipo 111 é descrito apenas na Europa e
América (PORTELA et al., 2004).
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2.4.1 Formas de transmissdo

Toxoplasma gondii possui uma extensa rede de hospedeiros que podem ser
infectados com este parasita. O agente ja foi descrito em caninos, caprinos, aves, ovinos,
bovinos, equinos, mas os felinos domésticos e silvestres correspondem aos hospedeiros
definitivos. Estes se infectam a partir da ingestdo de oocistos presentes em outros animais,
como roedores e passaros, passando a eliminar os oocistos ndo esporulados em torno de
15 dias (DUBEY, 2010; FIALHO et al., 2009; ROUATBI et al., 2018).

A populagdo humana se infecta a partir da ingestio destes oocistos presentes em
carne crua ou malpassada, agua ou até mesmo pela mdo contaminada com fezes, além da
via de transmissdo congénita, na qual a méde passa 0 parasita para o feto, atraves da
placenta, causando diversas alteragdes decorrentes da interacdo dos taquizoitas com 0s
tecidos fetais (Figura 7). Em individuos imunossuprimidos e recém-nascidos o0s sinais e
sintomas clinicos se tornam mais evidentes. Embora menos frequente, pode ocorrer
também a transmissdo através de transplantes de 6rgaos ou tecidos (BLADEREet al., 2015;
ROUATBIet al., 2018).
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Figura7-Ciclo biolégico do Toxoplasma gondii.
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Os gatos se contaminam ingerindo os oocistos ndo esporulados que séo eliminados nas suas fezes. A
esporulagdo dos oocistos ocorre de um a cinco dias no ambiente, tornando-os infectantes. Os hospedeiros
intermediérios (pessoas e demais animais) apds ingerirem agua ou alimentagéo crua/malpassada
contaminados com 0s oocistos, estes irdo se transformar em taquizoitas (forma infectante).Apos esta
ingestdo, estes migram para tecidos neurais e musculares, passando para sua forma bradizoita dentro dos
cistos teciduais. Fonte: Instituto de Ciéncias Biomédicas — USP, 2013.

2.4.2 Infecgdo em humanos

Estima-se que um terco da populacdo humana mundial esteja infectada por T.
gondii. As manifestagdes clinicas mais visiveis sdo observadas em imunossuprimidos que
tipicamente resultam em conversdo de bradizoitos de volta ao estagio de taquizoitos,
como em criangas, idosos e pacientes com HIV. Quanto a infeccdo congénita, decorrente
da infeccdo priméria no inicio da gestacdo, pode resultar em morte fetal e abortamento
(WANG et al., 2017). E preciso ressaltar que a possibilidade de transmiss&o do agente é
mais alta no ultimo semestre de gestacdo, ocasionando sério comprometimento fisico e
mental nas criangas sobreviventes. Dentre as manifestacdes clinicas, maior destaque para
miocardite, doencas oculares como retinocoroidite, coroidite, encefalite, hidrocefalia e
calcificacOes cerebrais (DUBEY, 2002.; ROUATBI et al., 2018).
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2.4.3 Infecgdo nos animais

Nos animais, a infeccdo por T.gondii adquire importancia ndo somente por serem
considerados reservatorios para 0 homem, mas também por causarem danos aos animais
domésticos e de interesse econdmico. Geralmente, T. gondii esta presente nesses animais
associados a outras doencas, pois este parasita tem carater oportunista. Nos pequenos
ruminantes, suinos e roedores ocorre apenas o ciclo extra-intestinal com proliferacdo de
taquizoitas nos 6rgdos que, com a resposta imune, desenvolvem-se os cistos teciduais
(DUBEY, 2008; FIALHO et al., 2009).

Em relacdo a transmissdo transplacentéria, problemas reprodutivos podem ser
observados como a infeccdo do feto, abortos, interrupcdo da gestacdo, além de fetos
natimortos. Lesdes placentarias constituem um dos achados mais descritos de
toxoplasmose congénita nos animais (SIMOES et al., 2015).

A infecgéo por T. gondii em felinos ocorre a partir do ciclo enteroepitelial e, desta
forma, as manifestacBes clinicas sdo muito raras. InfecgBes transplacentarias podem
causar distarbios reprodutivos como abortos ou nascimento dos filhotes com
sintomas/sinais que podem evoluir ao ¢bito. Sdo raros os casos de gatos que apresentam
anorexia, depressdo e morte subita, sendo os sinais mais evidentes em gatos filhotes
(DUBEY, 2008; FIALHO et al., 2009).

Em caninos, as manifestacdes gastrointestinais, respiratorias e neuromusculares
podem acometer estes animais, principalmente associados ao virus da cinomose. A
toxoplasmose ocular foi descrita em cdes pela inoculagdo experimental. Além de estudos
sugerirem que cdes podem agir na transmissao mecanica de T. gondii, transportando
oocistos esporulados nos pelos, se tornando um risco para contaminacdo do homem, a
presenca do parasita nos cédes pode indicar a circulacdo do mesmo no ambiente (FIALHO
et al.,2009; LINDSAY, 1997; SIMOES et al., 2015).

Nos caprinos e ovinos a infeccdo ocorre grande parte pela ingestdo dos oocistos
presentes nas pastagens ou a partir de vetores mecanicos (SIMOES et al., 2015). O
diagnostico soroldgico utilizado varia muito, principalmente devido a regido e a idade
dos animais. Nas cria¢fes de caprinos e ovinos, a presenca da infecgéo por T. gondii causa
perdas econémicas por abortos, mortes neonatais e embrionarias, reabsor¢do e
mumificacdo (FIALHO et al., 2009). No estudo realizado por Silva et al. (2003), foi
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possivel observar que cria¢des intensivas de caprinos leiteiros apresentaram uma elevada

prevaléncia de anticorpos anti-T.gondii, com taxas de 54,05%.

2.4.4 Diagnostico laboratorial

Devido a complexidade da doenca, existem diversos tipos de métodos
laboratoriais disponiveis para deteccdo de T. gondii, com variada sensibilidade e
especificidade, sendo necessario reconhecer o momento provavel da infecgdo para melhor
escolha do teste laboratorial, considerando a cinética da infeccéo.

O primeiro teste utilizado para deteccdo de T. gondii foi a reacdo de Sabin-
Feldman, considerada padrdo-ouro que garantia elevada especificidade e sensibilidade no
teste. Atualmente, este teste é pouco usado por ser uma reacdo que utiliza o parasito vivo
0 que pode gerar grandes problemas relacionados a biosseguranca (KASPER et al.,2009).

Os testes imunofluorescéncia indireta (1F1) e aglutinacdo modificada (MAT) ainda
sdo utilizados rotineiramente no diagnostico de T.gondii. O teste de ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) tem sido adotado pelos laboratérios de analises clinicas
brasileiras, quando comparados entre si e com o teste padrdo-ouro (Sabin-Feldman,
1948). Assim, as diferentes técnicas para deteccdo de IgM revelam sensibilidades
relativas entre 90% e 100%, aproximadamente, e especificidades entre 75% e 95%
(AMENDOEIRA & CAMILLO-COURA, 2010;KASPER et al., 2009).

Em casos de gestantes, o diagndstico deve ser realizado logo na primeira consulta
durante o pré-natal, a fim de detectar o mais rapido possivel os casos de infeccdo aguda,
com a avaliacdo de anticorpos da classe IgM e IgG. A auséncia desses anticorpos significa
que a mulher é suscetivel e pode adquirir infecgdo enquanto que a presenca de reatividade
por 1gG reflete uma infeccdo passada, ndo representando, assim, um risco na gestacao,
exceto se a mde for imunossuprimida. As pacientes podem apresentar titulos de
anticorpos da classe IgM residuais por até 18 meses ap6s a primo-infeccéo (SIMOES et
al., 2015).

A RIFI é um teste sorolégico que detecta anticorpos da classelgG e IgM,
utilizando 1dminas contendo taquizoitos fixados. As amostras contendo anticorpos anti-
T. gondii apresentardo reatividade, apds contato com conjugado com fluoresceina,
utilizando um microscépio de imunoflourescéncia. Alguns pontos criticos € a dificuldade

em encontrar alguns conjugados para algumas espécies e pode haver possibilidades de
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reacao cruzada com fator reumatdide e anticorpos antinucleares (LIU et al., 2015). Além
disso, a RIFI possui sensibilidade de 95% (JOBIM & SILVA, 2004), utilizado para
inquérito soroldgico e diagnostico de infecgdo adquirida. Nos adultos e neonatos podem
ocorrer resultados falso-positivos nos testes de IFI-IgM, uma vez que as amostras dos
soros contenham fator reumatoide, responsavel pela falsa reatividade. Assim, com o uso
de um adsorvente para fator reumatoide disponivel no comércio é possivel eliminar
resultados falso-positivos e somente amostras com anticorpos da classe IgM anti-T.gondii
serdo consideradas positivas (AMENDOEIRA & CAMILLO-COURA, 2010).

Quanto ao método de aglutinacdo modificada (MAT), amplamente utilizado pelos
laboratérios de referéncia, os taquizoitos de T. gondii sdo fixados em formalina e
adicionados em placas de microtitulagdo em forma de U. As amostras que forem reativas
produzirdo uma fina esteira/ tapete de aglutinacdo, enquanto as amostras negativas irdo
produzir um sedimento compacto de taquizoitos precipitados no fundo do pocgo.
Resultados falso-negativos podem ocorrer durante estagios iniciais da toxoplasmose
aguda. Os resultados podem diferir dependendo do conservante que for utilizado na
reacdao. Assim, por exemplo, se a acetona for utilizada no lugar da formalina, € possivel
identificar anticorpo da classe 1gG na infeccdo aguda, 0 que torna este procedimento
muito Util no diagnostico da toxoplasmose em pacientes imunossuprimidos. O MAT é
simples e preciso, sendo conveniente tanto para diagnostico laboratorial quanto para
pesquisa epidemioldgica (LIU et al., 2015).

Na técnica de ELISA, o marcador da reacdo imunoldgica detecta varias classes de
anticorpos (IgM, 1gG, IgA, IgE) e permite que os soros de Vvarios pacientes sejam
examinados de uma sé vez, utilizando um equipamento chamado espectrofotdmetro para
realizacdo da leitura, que na formacdo do complexo imune exibe uma reacdo colorida
indicando se o teste foi positivo ou negativo. Sdo utilizados extratos, fragmentos ou
proteinas recombinantes do parasito fixados em pocos das placas, para mensurar
anticorpos com uma anti-imunoglobulina humana especifica contra o isotipo de interesse
(IgG, IgM, IgA). A técnica de ELISA possui algumas variagdes do teste original, como
ELISA-IgM de captura, em queos anticorpos antinucleares e o fator reumatdide nao
interferem, o método de Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELISA) e o MEIA-
Microparticle Enzyme Immuno Assay (AMENDOEIRA & CAMILLO-COURA, 2010;
MARQUES et al., 2015).
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O teste de avidez 1gG anti-T. gondii é extremamente importante no diagnostico
de gestantes, visto que é possivel diferenciar a toxoplasmose aguda da toxoplasmose com
alguns meses de evolugdo. Os titulos de anticorpos IgM aumentam rapidamente ap6s
infeccdo aguda, posteriormente declinam, podendo persistir por um ano ou mais na
circulacdo, possibilitando que testes apresentem resultado falso-positivo para IgM
(infeccdo aguda). Valores elevados de avidez de IgG indicam infec¢do ocorrida em
periodo superior de 12-16 semanas. O teste de avidez classico é realizado pelo teste de
ELISA (AMENDOEIRA & CAMILLO-COURA, 2010; PENA & DISCACCIATI,
2013).

Atualmente, as técnicas moleculares estdo sendo cada vez mais utilizadas. A PCR
confere grande especificidade e sensibilidade no resultado principalmente na confirmagéo
nas amostras de pacientes imunossuprimidos e a partir do liquido amnioético (GRANATO
& JUNIOR, 2014), considerando, no entanto, as limitacdes quanto a idade gestacional
das maes para confirmacdo da infecgdo por T. gondii. A PCR em tempo real consegue
quantificar o DNA, fato que possibilita 0 acompanhamento do tratamento dos pacientes.
As limitacBes maiores das técnicas moleculares é a padronizacao, principalmente dos
primers para que a técnica possa ser utilizada mais comumente nas rotinas de investigacao
para toxoplasmose (AMENDOEIRA & CAMILLO-COURA, 2010; LIU et al., 2015;
MARQUES et al., 2015).

2.4.5 Tratamento

Em relacdo aos animais de companhia como cées e gatos, a droga de escolha é o
cloridrato de clindamicina, administrado por via oral e/ou parenteral, sendo indicado no
tratamento de fémeas gestantes. Doses altas em gatos demonstraram toxicidade com
efeitos colaterais como anorexia, vomitos e diarréia (NEGRI et al., 2008; FIALHO et al.,
2009;:GALVAO et al, 2014). Associagdo de pirimetamina com a sulfadiazina foi descrita
eficaz contra taquizoitos, mas ndo contra bradizoitos, porém €é bastante toxica em gatos
(NEGRI et al., 2008). Em equinos, o Ponazuril que é um composto anticoccidio, foi
comprovado efeito satisfatorio no tratamento da toxoplasmose (GALVAO et al., 2014).

As gestantes que forem confirmadas com toxoplasmose deverdo receber o
tratamento especifico da méde com pirimetamina, sulfadiazina e acido folinico, sendo este

ultimo essencial devido ao fato da pirimetamina ser um inibidor da sintese de acido félico
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e, portanto, ser uma droga toxica para a medula 6ssea. Considerando o fato de infeccdes
nas fases mais tardias da gestacdo ser a fase mais critica para a ocorréncia da transmissao
materno-fetal, deve-se fazer uma grande investigacdo diagnostica quanto a presenca de
infeccdo fetal pelo protozoario. Alguns estudos descrevem a clindamicina como segunda
opcdo de farmaco para mulheres com reacdo a pirimetamina (AMENDOEIRA &
CAMILLO-COURA, 2010; HALONEN & WEISS, 2013). O Sistema Unico de Salde
(SUS) disponibiliza o tratamento gratuito na rede publica.

O tratamento da toxoplasmose aguda adquirida ndo é necessario na crianga
assintomatica. Quando ocorre o desenvolvimento da coriorretinite toxoplasmica o
tratamento ¢ o mesmo, independentemente de ser reativagdo ou aquisicdo recente da
doenca. A duracdo da terapia, associada ou ndo com corticoterapia, € guiada por
frequentes exames oftalmoldgicos (FIALHO et al., 2009; MCAULEY, 2008).

A combinacdo de farmacos relatados anteriormente descrita é eficaz contra
taquizoitos, mas ndo contra os bradizoitos no homem. A droga de elei¢do no tratamento
dos cées é a clindamicina, podendo ser administrada intramuscularmente (FIALHO et al.,
2009; SIMOES et al., 2015).

2.4.6 Medidas profilaticas e controle

Produtos de abortos dos animais devem ser removidos do ambiente com luvas e
incinerados, evitando que sejam ingeridos por gatos e outros animais de cria¢do. As caixas
higiénicas dos gatos deverdo ser limpas diariamente utilizando luvas e a p4, evitando
contato com o0s oocistos esporulados. O controle populacional dos gatos também é
importante, principalmente nos locais com cria¢do de animais para produgdo, bem como
a responsabilidade dos tutores com seus animais domésticos.

O cozimento adequado dos alimentos, principalmente carne, tem se mostrado
eficaz. Saneamento basico, com o consumo de 4gua devidamente filtrada e ingestdo de
leite pasteurizado, também reduzem o risco de adquirir toxoplasmose.

Considerando as diversas formas de contaminacdo, uma das medidas mais eficaz
é a educagdo em saude, mantendo a higiene alimentar principalmente em mulheres
gestantes e pessoas com imunidade comprometida, considerando também que ndo haja

contato com fezes de gatos sem luvas e nem ingestdo de carne crua ou malpassada.
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Durante 0 acompanhamento do pre-natal recomenda-se que as mulheres se submetam a
testes sorologicos antes da gravidez e, pelo menos, trimestralmente durante a gestacao.

N&o existe vacina comercial ainda para toxoplasmose humana, apenas para ovinos
(Toxovax®) para reduzir o aborto e é produzida com taquizoitos da cepa acistogénica
S48.

2.4.7 Toxoplasma gondii e primatas ndo humanos

Os habitos alimentares dos PNHSs tém sido correlacionados com infec¢des por T.
gondii, principalmente em primatas neotropicais por terem habitos arboricolas e por ndo
terem contato com os felideos e 0s oocistos de T. gondii durante sua evolugao, tornando-
0s, assim, mais sensiveis a infeccdo. Na literatura, encontramos casos de surtos descritos
em PNHs tanto de vida livre quanto de cativeiro (CASAGRANDE et al.,, 2013;
EPIPHANIO et al., 2000).

A infeccdo por T. gondii e PNHs esta na literatura em diversos paises do mundo.
Um estudo realizado na China conseguiu identificar, a partir da técnica de aglutinagdo
modificada (MAT), 1,4% das espécies de Cynomolgus (Macaca fascicularis)
soropositivos provenientes do Centro de Primatologia em Guangxi (LI et al., 2010). Ja na
Espanha, utilizando a mesma técnica, foi detectada uma soroprevaléncia de 25,4% em
PNHSs provenientes de oito zooldgicos. Neste estudo, em relacdo a cinética de anticorpos,
0s autores conseguiram avaliar que alguns animais apresentaram um aumento no seu
titulo de anticorpos, como nos PNHs da espécie Pan troglodytes, enquanto que outros
animais apresentaram decréscimo na titulagdo de anticorpos, inclusive com a
identificacdo de animais previamente positivos que evoluiram com soronegatividade
(CANO-TERRIZA, 2019).

Um surto de toxoplamose em PNH identificado no Japdo, em 2011, se iniciou a
partir de um caso com Saimiri sp. mantido em cativeiro. O PNH apresentou um quadro
clinico caracterizado por tosse e tremor, culminando com ébito 48 horas depois. O método
de aglutinacdo em latex, que foi a técnica utilizada neste estudo, resultou em negativo.
Um més apds, com a ocorréncia de mais um 6bito de um animal, sem sinais clinicos, toda
col6nia foi testada e apenas um animal apresentou anticorpos anti-toxoplasma e que
posteriormente evoluiu com um quadro de depresséo seguido por obito. Dez meses apds

0 primeiro caso confirmado, outro PNH desenvolveu um quadro de taquipneia, tremor,
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vindo a obito dois dias ap6s o inicio dos sinais clinicos. A analise histopatologica
demonstrou macroscopicamente alterac6es principalmente nos pulmdes, incluindo edema
pulmonar (NISHIMURA et al., 2019) e foi possivel isolar T. gondii do tecido cerebral.

Quanto a situacao epidemioldgica da infeccdo em PNHs pelo parasita no Brasil,
um estudo realizado numa colénia de PNHs no RJ, demonstrou uma prevaléncia de 7,2%
(-1gG-T. gondii) dos animais estudados, Samiri sp. em quatro faixas etarias e em ambos
0s sexos (OLIVEIRA, 2020). Muito pouco ainda tem sido descrito, mas os relatos em S&o
Paulo, Rio de Janeiro, Para, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul confirmam a presenca
do parasita nas diferentes especies de PNHSs, incluindo em alguns, casos de obitos
(EPIPHANIO etal., 2000; VALENTINI et al., 2004; PIRES et al.,2012; CASAGRANDE
etal., 2013; MINERVINO et al., 2017; LEITE et al., 2008).

Mais recentemente um surto causado por T.gondii em PNHSs dos géneros Alouatta,
Brachyeteles, Cacajao, Plecturocebus foi detectado no Centro de Primatologia do Rio de
Janeiro com grande repercussao por conta da elevada letalidade (LEMOS, Comunicagéo
pessoal, 2020).

Diante da escassez na literatura cientifica no Brasil a respeito do tema exposto,
tanto em relacdo a proteobactéria C.burnetii quanto ao protozoario T.gondii, justifica-se
o desenvolvimento do presente estudo cujo desenvolvimento podera aumentar 0 nosso
conhecimento sobre os agentes infecciosos que potencialmente possam estar associados
a distarbios reprodutivos nos PNHs mantidos em cativeiro no Instituto de Ciéncia e
Tecnologia em Biomodelos, da Fundagdo Oswaldo Cruz, considerando e grande numero

de casos sem etiologia definida.

3. OBJETIVO GERAL

Pesquisar a infec¢do por Coxiella burnetii e Toxoplasma gondii em amostras de
PNH fémeas com e sem historicos de abortos, mantidas em cativeiro no Instituto de

Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundagdo Oswaldo Cruz.

3.1 Objetivos especificos

e Auvaliar a presenga de anticorpos anti-C.burnetii e anti-T.gondii em amostras de

soro das fémeas de PNHs mantidas em cativeiro no ICTB.
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e Detectar a presenga do DNA de C. burnetii em amostras de sangue de fémeas de
PNHs mantidas em cativeiro no ICTB
e Gerar produto informativo com os principais agentes causadores de disturbios

reprodutivos em animais.

4. MATERIAIS E METODOS

4 .1Desenho do estudo

Trata-se de um estudo epidemioldgico descritivo seccional com o objetivo de
verificar a presenca de anticorpos anti-C. burnetii e anti-T. gondii utilizando teste
sorologico da reacdo RIFI e a técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para a
pesquisa de C.burnetii em amostras de sangue de fémeas de PNHs, com e sem histérico
de distarbios reprodutivos, mantidas em cativeiro no Instituto de Ciéncia e Tecnologia

em Biomodelos - ICTB.

4.2 Consideracoes éticas

Este projeto esté inserido na Comissao de Etica no Uso Animal — CEUA -Fiocruz
— licenca LW 5/16(ANEXO A).

4.3Local de estudo

As amostras dos soros das fémeas de PNHs foram coletadas durante o ano de
2019, no cativeiro do ICTB, localizados na Fiocruz (Figura 8) na cidade do Rio de
Janeiro.

O manejo dos PNHSs ocorre todos os anos normalmente entre abril e setembro,
examinando linfonodos, aferindo temperatura, pesagem, biometria (normalmente
tamanho de mé&o aberta e fechada direita, pés fechados direito, tamanho da cauda,

circunferéncia de cranio...) sdo avaliados, com subsequente coleta de sangue ndo somente
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para soroteca, mas também para avaliacdo de alguma anormalidade identificada no
momento do manejo dos animais.

Alimentacdo dos PNHs mantidos no cativeiro é & base de racdo seca (fracionada
em duas vezes ao dia, na parte da manha e a tarde) e ragdo Umida (hortifruti) com banana,
jilo, maca, laranja, berinjela, cenoura, pepino, batata doce, meldo, melancia, manga, entre
outros, fracionada na parte da tarde.

Quanto as gaiolas, a sua divisdo ndo tem parametros exatos de quantidade de
animais em cada gaiola, sdo chamados de “multi-machos” e “multi-fémeas”, assim como
também em relacdo ao sexo, com excecao dos Saimiri sp. que possuem essa divisao
parcial, contendo apenas um macho vasectomizado na gaiola das fémeas, para ficar no
seu ambiente familiar. Registra-se que a col6nia dos Saimiri sp.ja ndo tem reprodugdo em
média ha dois anos.

Em relacdo a ocorréncia de distarbio reprodutivo (Tabela 1), diante de algum caso
de aborto na colbnia, a primeira hipotese causal levantada é consanguinidade, e
posteriormente, as causas infecciosas passam a ser investigadas. Os animais/ materiais de
abortos sdo encaminhados para necropsia caso tenham alguma suspeita de doenca
infecciosa, ou entdo, sdo descartados como material bioldgico, armazenados no freezer

para posteriormente serem incinerados.
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Tabela 1- Numero total de primatas ndo humanos da coldnia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
(ICTB). Dados referentes a 2019.

Total de
To_tal c.ie Total femeas em Fe_me,as com Fémeas sem disturbios
Espécie animais A de |dade_ dlsturbl_os reprodutivos
fémeas  reprodutiva  reprodutivos
Macaca
mulatta 429 247 221 37 184
Macaca

fascicularis 56 36 33 3 30

Sas'g"“ 123 76 67 0 0

TOTAL 608 359 321 40 214
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Figura 8: Campus da Fiocruz, Manguinhos, identificando o setor de primatologia. Fonte: Dirac-Fiocruz;
ScPrim- Fiocruz/ RJ.
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A: Mapa do Campus Fiocruz em Manguinhos, destacando a primatologia dentro do campus. B: Sistema
de criacdo dos Primatas ndo humanos/biotério de criagdo e experimentacdo. C: Recintos para Macaca
mulata(Rhesus) criados na Fiocruz. Fonte: Dirac-Fiocruz; ScPrim- Fiocruz/ RJ.
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4.4 Metodologia laboratorial

As amostras de sorosdas fémeas, incluidas no estudo foram coletadas por meio de
puncgdo da veia femoral utilizando uma agulha 12 x 8 mm, apds os animais terem sido
sedados com Cetaminal0% (10mg/kg) e Midazolan 5mg/ml (0,1mg/kg),durante o
manejo no Servico de Criacdo de Primatas Nao Humanos (SCPrim). Todas as amostras
de soro, em um volume entre 5 e 10 ml, foram subsequentemente armazenadas no freezer
-80°C, no Laboratorio de Hantaviroses e Rickettsioses (LHR)/Fiocruz- RJ, onde foram
processadas em instalacBes de nivel de biosseguranca 2 (NB2), localizado no Pavilhdo
Hélio e Peggy Pereira/FIOCRUZ- RJ para a pesquisa de infeccdo por C.burnetii e no

Pavilhdo Carlos Chagas, para T .gondii.

4.5 Teste soroldgico

Todas asamostras de soro das fémeas de PNHs, fornecidas pelo setor de primatologia
(SCPrim), foram submetidas a reacdo de RIFI para a pesquisa de anticorpos anti-C.
burnetii e anti-T. gondii. As analises para C. burnetii foram realizadas no LHR e para T.
gondii no LabToxo (Laboratério de Toxoplasmose e outras Protozooses), ambos

localizados no campus da FIOCRUZ, no municipio do Rio de Janeiro.

4.5.1 Teste soroldgico-Coxiella burnetii

A deteccdo de anticorpos da classe 1gG anti-C. burnetii foi realizada utilizando
RIFI, de acordo com as recomendagbes do fabricante ScimedX® (Dover, NJ, USA),
considerando como amostra reativa valores de titulacdo iguais ou superiores a 64. As
laminas de RIFI para febre Q contém organismos purificados nas fases | e 1l distribuidos

em dois microcirculos dispostos lado a lado dentro do pogo da lamina (Figura 9).



42

Figura9- Lamina do teste comercial focus® utilizada para teste de imunofluorescéncia
indireta para Febre Q com dois microcirculos dentro do pogo contendo antigenos da fase |
(microcirculos lado esquerdo) e fase Il (microcirculos lado direito).

P .
Fonte: Arquivo pessoal.

Com a RIFI foi realizado procedimento para a deteccao de anticorpos IgG contra
C. burnetti em amostras de soro. Para tal foram adicionados 30puL das amostras diluidas
a 1:64 (diluicao de triagem) no orificio da lamina contendo antigeno C. burnetti fase | e
fase Il fixado, além dos controles positivos e negativos. Apos incubacdo em camara
Umida, a temperatura aproximada de 37°C por 30 minutos, a lamina foi lavada com
tampéo fosfato-salino (PBS) de lavagem (pH 9,0 + 0.2), com subsequente adicdo do
anticorpo 1gG anti-monkey(Bethyl®) e conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC).
A lamina foi incubada novamente e, em sequéncia, apos lavagem e aplicacdo de glicerina
(pH 9,7 £ 0.2) para montagem da laminula, foi analisada em microscépio de fluorescéncia

(Nikon Eclipse E400) em um aumento de 40x.
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4.5.2 Teste soroldgico “in house” — Toxoplasma gondii

4521 Preparacdo do antigeno

O antigeno foi obtido do exsudato peritoneal de camundongos fémeas, da
linhagem Swiss Webster, com idade entre 25 e 30 dias. Estes animais sdo provenientes do
ICTB- Fiocruz, que apos serem infectados com a cepa RH de T. gondii, trés ou quatro
dias de infeccdo, foram submetidos a eutandsia. Em seguida, com a lavagem
intraperitoneal nestes camundongos com 10 mL de solucdo tampédo PBS estéril, foram
retirados os taquizoitas. Este lavado foi inicialmente centrifugado a 1500 rotagdes por
minuto (RPM) por 5 minutos para a sedimentacdo de células e demais detritos em tubos
de polipropileno de fundo conico de 50 mL. Em seguida, o sobrenadante rico em
taquizoitas foi transferido para um novo tubo de 50 mL e submetido a uma nova
centrifugacdo de 4000 RPM por 10 minutos, para a concentracdo do parasito. Apos
descartar o sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido em formalina 2% para a
inativacdo do parasito, por no minimo 30 minutos e no maximo 24 horas. Apoés realizacao
da contagem dos parasitos em cAmara de Neubauer, onde a concentracdo de taquizoitas
foi ajustada para a obtencdo de cerca de 1x107 parasitos por mL, o antigeno foi

armazenado em criotubos de 5mL para posterior sensibilizacdo de ldaminas.

4522 Reacdo de imonofluorescéncia indireta

O antigeno preparado acima foi utilizado na sensibilizacdo das laminas de
imunofluorescéncia limpas em solucdo de alcool éter. Em cada circulo/po¢o da lamina
foram colocados 10uL de antigeno, deixando-a secar em temperatura ambiente. A partir
de uma placa com 96 pocos foi realizada a confeccdo de um mapa de trabalho com a
identificacdo das amostras a serem testadas e das amostras controles assim como todas as
diluicoes.

Os soros das fémeas de primatas foram diluidos em PBS nas diluigdes de 1:16,
1:64, 1:256, 1:1024 e 1:4096. Em seguida, 10uL das diluicbes foram distribuidos nas
areas sensibilizadas das lIaminas, colocadas em camara Umida e levadas a estufa a 37° C

por uma hora. Apos essa etapa, as ldaminas foram lavadas duas vezes em PBS, por cinco
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minutos e secadas ao ar livre. Na sequéncia, colocou-se 0 conjugado anti-lgG monkey
com fluoresceina (SIGMA®), na diluicdo de 1:75 (previamente titulado), em solucéo de
azul de Evans, este é diluido em PBS 1X na concentragdo de 0,1 mg% e tem a funcéo de
gerar um maior contraste entre a ldmina e a fluoresceina, facilitando a observacao da
fluorescéncia. Depois, se colocou uma gota de glicerina tamponada (pH=9,4) e a
laminula. Ap6s 20 minutos, foram levadas para serem examinadas em microscépio de
imunofluorescéncia, com objetiva de 40x.

Na avaliacdo das amostras positivas, o resultado final da leitura foi definido pela
reacdo da ultima diluicdo em que ainda havia fluorescéncia completa na borda dos
taquizoitas, em pelo menos 50% deles (Figura 10). A auséncia de fluorescéncia ou apenas
na extremidade dos parasitos (reacéo polar) foi considerada como reagdo negativa.

Figura 10-Lamina de Cynomolgus (Macaca fascicularis) reativa para T. gondii.

"~ Fonte: Arquivo pessoal.

4.6 Reagdo em cadeia da polimerase

4.6.1 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA as amostras de soro foram submetidas ao processo de
extracdo de DNA, utilizando o kit comercial (QlAamp DNA Mini kit, Qiagen®). A
técnica consiste em inserir 200 pL de soro em tubos 1,5 ml com 20uL de proteinase K

(8mg/mL) misturados no agitador e subsequentemente foi adicionado um volume de
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200ul de tampédo AL seguindo para uma etapa de homogeneizacdo no vortex por 15
segundos e posteriormente incubados a 56°C no banho-maria por 1 hora utilizando o
equipamento Thermomix, Eppendorf®. Em seguida, as amostras foram aplicadas em
colunas, utilizando tampdes de lavagem e de eluicdo e, com a acdo da forca centripeta
através de uma centrifuga, ocorre extracdo do material gendmico, tanto do animal quanto
do agente etioldgico pesquisado, em um volume final de 100 pL. O produto da extracéo
foi armazenado no congelador -20°C até seu processamento.

4.6.2 Procedimento de PCR convencional

Quanto a andlise molecular, todas as amostras foram submetidas a PCR
convencional exclusivamente para a pesquisa de C. burnetii. Utilizando
oligonucleotideos especificos para o gene 1S1111: QBT 1 e 2 para a PCR1 e N3/N4 para
a PCR2 (MARES-GUIA et al., 2017; ROZENTAL et al., 2017.;HOOVER et al., 1992;
WILLEMS et al., 1994).

Para realizacdo da PCR, houve preparo de uma reacdo que continha 1x de Tampéao
PCR 10 x, 10 uM de cada “primer” (IDT/Prodimol, Belo Horizonte, MG, Brasil), 50
mMMgClz, 200 uM mistura de dNTP (20mM de cada desoxinucleotideo trifosfato) e
0,1U de Platinum Tag DNA polimerase. (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), finalizando
com agua livre de nuclease (Promega, Madison, WI, EUA). O volume final da PCR era
de 25ul (4 pl DNA para a PCR1 e 2 ul DNA para PCR2). Toda reagéo foi preparada com
controle positivo e negativo, para validacdo da PCR.

4.6.3 Eletroforese em gel de agarose

Os resultados da amplificacdo puderam ser observados através da eletroforese em
gel de agarose 1,5% corado com solugdo de GelRed® (Biotium, Hayward, CA, USA) e
cobertos com solugdo de TBE 0,5x (Figura 11). O peso molecular 100bp DNA ladder
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi usado como marcador. Todas as amostras foram
homogeneizadas com Blue Juice® antes da aplicacdo no gel. A corrida foi realizada na
voltagem de 100V. Os produtos amplificados foram visualizados em transluminador sob
a luz ultravioleta e registrados em sistema digital para documentacdo de gel

(CarestreamGelLogic System).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram analisadas 152 fémeas de PNHs do SCPrim/ Fiocruz,
com a inclusdo de fémeas com diversas faixas etérias (jovem, subadulto e adulto),
independentemente do histérico de disturbio de reproducdo, em especial, da presenca de
historia de abortos. Do total, 76, 23 e 53 eram, respectivamente, Macaca mulatta, Macaca
fasciculares e Saimiri sp., cujas amostras de sorosforam submetidas a analise sorologica

para C. burnetii e T. gondii, utilizando o teste de imunofluorescéncia indireta.

5.1Resultado da analise soroldgica e molecular para pesquisa de C. burnetii

Todas as 152 amostras testadas para a presencga de anticorpos anti-C. burnetii
foram n&o reativas, assim como foi negativa a deteccdo do DNA bacteriano, um resultado
muito favoravel, ja que os PNHSs incluidos no presente estudo fazem parte de uma
populacdo mantida em coldnia/cativeiro em uma instituicdo que fornece animal para
experimentacdo. E preciso registrar que um resultado positivo, principalmente em relag&o
a analise molecular, levaria a prejuizos imensuraveis, considerando que, em consonancia
com as medidas adotadas em diversos surtos identificados em rebanhos no mundo, a
recomendacdo seria a eutanasia dos animais infectados (DELSING et al., 2008;
SCHNEEBERGER, et al., 2014;WHELAN et al.,, 2011). Adicionalmente, na
eventualidade de se identificar coxielose no setor de primatologia do ICTB, além dos
riscos da transmissdo para a populacdo humana, especialmente os profissionais que
mantém contato mais proximo, a capacidade de manutencdo do agente no ambiente e de
suadispersao poderiam gerar surtos como ocorrido na Holanda, durante o periodo de 2007
a 2008, quando mais de 4000 casos na populacdo humana foram confirmados, com
dezenas de oObitos e mais de 50 mil cabras submetidas a eutanasia (BONTJE et al.,
2016;DIJKSTRA et al., 2012; WHELAN et al., 2011) .

Ainda em relacdo & analise molecular, realizada exclusivamente para a pesquisa
de infecgdo por C burnetii, o resultado obtido, C.burnetii-PCR negativo, estd em
consonancia com o observado nos escassos estudos na literatura, pois, até a presente data,

a deteccdo molecular de C. burnetii em PNHSs se encontra restrita a estudos experimentais
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como agente (NELSON et al., 2021;ELDIN et al., 2017.;GREGORY et al., 2019;
METTERS et al., 2019), considerando, no entanto, a completa falta de
investigacao/pesquisa desta bactéria ubiqua neste grupo de animais.

Dentro deste contexto, € preciso vigilancia e monitorizamento desta bactéria, um
agente de selecdo nivel 2 /categoria B bioterrorismo, com a inclusdo do controle
sorologico de PNHs visto que tem sido identificado no RJ, causando febre Q e coxielose
(LEMOSetal., 2011; ROZENTAL etal., 2012; MARES-GUIA et al., 2014). Além disso,
conforme comentado previamente,C. burnetii possui uma forma sporo-like que se torna
extremamente resistente no ambiente, com uma grande capacidade de dispersdo e um
amplo espectro de espécies de animais que podem ser infectados (ELDIN et al., 2017).
Desta forma, mesmo diante de um resultado sorol6gico e molecular negativo para C.
burnetii, é preciso alertar sobre a possibilidade de ocorréncia da coxielose nos diversos
grupos de animais, incluindo os PNHs, principalmente em decorréncia da presenca de
distarbios reprodutivos em regides onde a ocorréncia de casos confirmados de febre Q,
como no Rio de Janeiro, vem sendo registrada nos Gltimos 15 anos. De fato, é preciso
considerar que o agente somente sera identificado, a partir do conhecimento do
profissional que, diante de casos de distarbios reprodutivos, levantara suspeicéo,
possibilitando consequentemente a instituicdo de medidas que possam, 0 mais
precocemente, controlar a transmisséo deste agente entre animais e a populagdo humana

assim como a sua eliminacdo no ambiente-

5.2 Resultado da analise soroldgica para pesquisa de T. gondii

A partir da andlise soroldgica para a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii foi
possivel identificar sete (07) amostras sororreativas: (i) duas da espécie de Cynomolgus -
M. fascicularis (Tabela 2 e Figura 10), (ii) uma da espécie Samiri sp.e (iii) quatro da
espécie M. mulatta, um resultado concordante com os descritos por Epiphanio et al.
(2000), Casagrande et al. (2013), Leite et al. (2008),Minervino et al. (2017),Pires et al.
(2012), Valentini et al. (2004), que identificaram infec¢éo por T. gondii em amostras de
PNHs tanto de cativeiro quanto de vida livre.

As quatro fémeas sororreativas da espécie M. mulatta (Rhesus) possuiam histérico
de fetos natimortos. Duas fémeas compartilhavam a mesma gaiola (6B), onde se

encontrava uma fémea com dois abortos em duas gestagdes e outra com historico de um
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aborto em quatro gestacdes, considerando uma coldnia de 37 fémeas desta espécie com
historico de distdrbios reprodutivos (Tabela 1). Em concordancia com o estudo de Cano-
Terriza, 2019 que correlacionou grande parte dos animais encontrados reativos para T
gondii com as fémeas adultas, alertando para o maior risco de infec¢do congeénita por T.
gondii em PNH (CANO-TERRIZA, 2019), os resultados obtidos no presente estudo em
que foram identificadas sete fémeas sororreativas reforca este alerta e para a necessidade
de incluir T. gondii na rotina do manejo de primatologia.

E preciso ressaltar que algumas fémeas sororreativas ndo tinham qualquer
histérico de disturbio reprodutivo, um evento frequente ja que a maioria dos animais

infectados pelo protozoéario apresenta a forma assintomatica (CANO-TERRIZZA, 2019).

Tabela2-Amostras de fémeas de primatas ndo humanos, do servi¢o de Criac@o de Primatas N&o
Humanos (SCPrim) mantidas em cativeiro no Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
(ICTB). Reativas para Toxoplasma gondii.

N° Total de A
N° de reativas fémeasem Fémeascom Fémeas sem
Familia Espécie amostras T. idade distirbios  distirbios

analisadas  gondii  reprodutiva reprodutivos reprodutivos

Cercopithecidae Macaca 1 20 2 221 37 184
fascicularis
Cercopithecidae Macacaz 77 4 33 3 30
mulatta
Cebidae Saimiri sp.* 55 1 67 0 0
TOTAL 152 7 321 40 214

1Adulto, sem histdrico de distlrbio reprodutivo.
2Adulto, com histérico de distirbio reprodutivo

Fonte: Produzida pelo autor.
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A sororreatividade identificada nos animais da espécie M. facicularis e M. mulatta
pode estar relacionada com alimentacdo, considerando que quanto maior o animal, maior
¢ a quantidade de alimento que ele ingere. Este alimento,pode conter uma maior
quantidade de oocistos de T. gondii, aumentando, assim, a possibilidade de infeccao por
este protozoario. Outro fato que precisa ser ressaltado é que ndo podemos descartar a
presenca de felideos nas coldnias, ja que os mesmos podem eliminar suas fezes nos
recintos contendo oocistos de T. gondii, contaminando, desta forma o ambiente. Este fato
reforca a importancia no treinamento dos tratadores, para evitar que ocorra contaminacao
cruzada assim como a necessidade de impedir o acesso dos gatos aos recintos dos PNHs
(CASAGRANDE et al., 2013; CARNEIRO et al., 2014).

Quanto a analise molecular para a pesquisa de T.gondii, ndo foi possivel a sua
realizacdo e, assim, faz-se necessario o desenvolvimento de mais estudos com base na
analise molecular ndo somente em amostras das PNHs fémeas, mas também nos produtos
de concepcao, do aborto e fetais que possibilitem, de forma robusta, confirmar a etiologia
ndo apenas do protozoéario T.gondii, mas também de qualquer outro agente infeccioso que
possa estar associado a disturbios de reproducao.

Em relacdo aos outros patdgenos que podem ocasionar danos aos fetos de coldnias
ao ar livre, através da transmissdo vertical, € necessario ressaltar a bactéria Listeria
monocytogenes, cuja capacidade de atravessar a barreira placentaria pode determinar
abortos espontaneos, inflamacdes uterinas, sofrimento fetal, fetos natimortos, parto
prematuro, infeccdo disseminada em neonatos, mesmo quando tratada com antibioticos
(LAMOND & FREITAG, 2018; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2017;WOLFE et al.,
2019).

Brucella sp é outro grupo de patdgeno associado com disturbio reprodutivo,
considerando que estudos experimentais com este agente comprovam a ocorréncia de
abortos em PNHs. Brucella papionis, por exemplo, estd associada a infeccdes em
natimortos, ao infectar trofoblastos de PNHs, além de colonizar a placenta, tornando-se
uma infeccdo de elevada gravidade (GARCIA-MENDEZ et al., 2019). Estudos com
PNHs com infeccdes experimentais por Brucella spp sdo encontrados, diferente da
proteobactéria C. burnetii, mais frequentemente na literatura, principalmente por ser um
excelente biomodelo para investigar desordens reprodutivas (HOLLAND et al., 1990;
SILVA etal., 2011;RUSSELL-LODRIGUE et al., 2018).
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Em relacdo ao género Brucella, Schlabritz-loutsevitch et al. (2009) descreveram,
pela primeira vez, um novo isolado associado a morte neonatal de babuinos. Embora o
isolado apresentasse caracteristicas consistentes com qualquer espécie de Brucella
previamente descrita, mais estudos ainda sdo necessarios para uma melhor caracterizacao
bacteriana.

Diante do exposto, de forma complementar e oportuna, mesmo que néo estejam
diretamente associados com disturbios reprodutivos, € pertinente registrar a possibilidade
de infeccdo poroutros agentes infecciosos nos PNHs mantidos em coldnias que podem
ocasionar eventualmente disturbios reprodutivos. Assim, temos a bactéria Shigella
(LOUREIRO & CARVALHO, 1984), bactéria Gram-negativa associada com surto de
gastroenterite hemorragica e fungo causando surto decoccidioidomicose (KOINSTINEN
etal., 2018) em PNHs carcaterizado por um quadro de dispneia letargia e outras alteracdes
neuroldgicas.

Quanto aos agentes definidos como emergentes e reemergentes em PNHSs,
mantuidos em ambientes experimentais, um levantamento realizado por Mansfield e
Bailey (2010), foi possivel identificar os seguintes agentes: Mycobacterium tuberculosis,
micobactérias atipicas, Escherichia coli enteropatogénica, Clostridium piliforme,
Bacillus anthracis, Klebsiella pneumoniae, Helicobacter e Bartonella quintana
(MANSFIELD & BAILEY, 2010).

Mais recentemente, na Africa, outro estudo mostrou que a estreita relagdo
filogenética entre humanos e PNHSs cria um grande potencial para epizootias e enzootias,
considerando a possibilidade da transferéncia de agentes infecciosos da espécie humana
para 0s PNHs como Treponema spp., Mycobacterium spp., Acinetobacter spp. e
Leptospira spp (MEDKOUR et al., 2021).

Por fim, diante de distdrbios reprodutivos, diversas etiologias devem ser
investigadas, principalmente as associadas com agentes infecciosos, tornando essencial
um adequado monitoramento com o principal objetivo de evitar a perda ou
comprometimento sanitario do animal. Esta preocupacéo deve permear todos 0s servigos
gue mantém animais em cativeiro e no caso especificamente dos PNHSs, que sao utilizados
nos projetos de pesquisas de importancia para saude publica e saude animal, em
decorréncia, entre outros importantes fatores, por sua grande relevancia genética e pela
necessidade de gerar descendentes saudaveis que possibilitem a manutencéo da colénia.

Sendo assim, reforca-se o quanto é importante a exclusdo de fatores infecciosos como
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causa principal dessas fémeas mantidas em cativeiro que apresentam desordens
reprodutivas, principalmente se estas fémeas se encontram em &reas onde existam casos
humanos e de infecgdo em animais domeésticos e silvestres por C.burnetii e T.gondii. No
entanto, € preciso considerar outras possibilidades etioldgicas, ndo somente as
infecciosas, mas também as relacionadas com o manejo incorreto, consanguinidade e

estresse.

6. PRODUTOS GERADOS

Considerando principalmente sobre a existéncia de diversos agentes, além da
importancia em sensibilizar os profissionais que executam atividade com PNHSs, sobre os
distarbios de reproducdo, pois existem diversos agentes zoonéticos associados a esses

quadros, foram desenvolvidos dois produtos que seguem descritos abaixo:

6.1. O artigo submetido & publicacdo (APENDICE B)

Diante de um contexto geral, foi elaborado um artigo de revisdo sobre agentes
infecciosos e desordens reprodutivas em primatas ndo humanos usados como biomodelos
na experimentacdo animal, este artigo ja foi submetido a publicacdo para a Revista
Brasileira de Reproducdo Animal (RBRA).

6.2 Folheto (Folder) (APENDICE C)

Considerando a necessidade e a importancia de divulgar e sensibilizar os
profissionais que manipulam animais quanto aos distdrbios reprodutivos causados por
agentes infecciosos em PNHSs, foi desenvolvido um folder informativo com os principais
agentes infecciosos de origem bacteriana: C. burnetii, Brucella sp. e Mycoplasma sp.,

aléem do protozoéario, T. gondii. Assim, com 0 objetivo de auxiliar no controle dos
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distarbios reprodutivos e do estado sanitario dos PNHs mantidos no cativeiro do ICTB,
neste folder sdo abordados os seguintes itens: a etiologia do agente, 0 mecanismo de

transmissdo, as manifestagdes clinicas no folder e as medidas preventivas.
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7. CONCLUSOES

Embora nédo tenha sido possivel detectar anticorpos anti- C. burnetii e 0 DNA nas
amostras avaliadas dos PNHSs, a inclusdo na investigacdo deste agente na rotina
de animais mantidos em cativeiro deve ser considerada na presenca de distdrbios
reprodutivos, diante da identificacdo de casos e surtos de febre Q assim como
animais domésticos e silvestres infectados no estado do Rio de Janeiro;

A identificacdo de PNHSs sororreativos para T. gondii, sem histérico de abortos,
sugere que o animal possa ser portador do parasito, sem manifestacfes clinicas,
fato que pode interferir nos resultados de uma experimentagédo com PNH;

Duas fémeas da espécie M. mulatta que foram sororreativas para T. gondii e ambas
tinham histérico de desordens reprodutivas, compartilhavam a mesma gaiola, fato
que sugere ser este recinto a fonte de infec¢do, chamando atencdo sobre a
importancia da higienizacdo dos alimentos, bem como monitoramento da época
reprodutiva destas fémeas e a realizacdo de exames preliminares antes da
gestacéo;

As quatro fémeas que foram T.gondii-sororreativas tinham historico de desordens
reprodutivas, reforcando assim, a importancia de se incluir o monitoramento
destes animais, principalmente se compartilham o mesmo recinto, quanto a
infeccdo por este parasita como o agente causador;

A presenca de PNHs com anticorpos anti-T. gondii pode estar relacionada com os
habitos alimentares destes animais, ja que uma das fontes de infec¢do pode se dar
pela alimentagdo crua;

Os resultados obtidos apontam para a necessidade de sensibilizar os profissionais
técnicos, que trabalham com PNHs, quanto a possibilidade de distarbios
reprodutivos estarem associados com infecgdo, principalmente com agentes como
T. gondii e C. burnetii, agentes infecciosos que se mantém no ambiente e

acomentem um grande ndmero diverso de animais.
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Infectiousagentsandreproductivedisorders in non-humanprimatesused as

biomodels in animal experimentation
Agentes infecciosos e desordens reprodutivas em primatas hdo humanos usados como biomodelos na

experimentagédo animal

Danielle Forneas'; Tatiana Rozental®, Fabio Alves?, Marco A.P. Horta®, Elba R.S. Lemos®.
!LaboratoryofHantavirosisandRickettsiosis, FIOCRUZ, Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira, Sala B115, Avenida Brasil
4365, Manguinhos, 21040-900 Rio de Janeiro, Brazil.

2 Institute of Science, Technology and Biomodels (ICTB/Fiocruz). NonhumanPrimateBreeding Service (SCPrim).
3Platform Coordinator NB3 ofthe Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira, Fiocruz, Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil.

RESUMO

Os disturbios reprodutivos em primatas ndo humanos podem estar associados com uma série de
fatores, em particularcom doengas infecciosas. A revisdo de literatura aqui apresentadas teve como objetivo
identificar pat6genos que podem causar distarbios reprodutivos em primatas ndo humanos, em particular,
nos modelos experimentais usados para pesquisas biomédicas. Embora ndo esteja totalmente claro até que
ponto patégenos como Coxiellaburnetii, Brucella spp., Toxoplasma gondii e Mycoplasma spp. possam
causar distarbios reprodutivos semelhantes em primatas ndo humanos, como observado na populacéo
humana e de outros grupos de animais, concluimos que seria altamente recomendavel testar para infecgédo
por estes agentes infecciosos todos os primatas ndo humanos mantidos em cativeiro com histérico de

disturbios reprodutivos.

Palavras-chave: primatas, distdrbiosreprodutivos, bactérias, protozoarios.

ABSTRACT
Reproductive disorders in non-human primates can be caused by a range of factors, in particular
by infectious diseases. The literature review presented here aimed to identify the principal pathogens that
can cause reproductive disorders in nonhuman primates, in particular, in the experimental models used for

biomedical research. Although it is still largely unclear to what extent the pathogens as Coxiella burnetii,
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Brucella spp., Toxoplasma gondii, andMycoplasmaspp.can cause similar reproductive disorders in
nonhuman primates, as observed in the human population and other animal group, we concluded that it
would be strongly recommended to test for infection by these infectious agents all captive nonhuman

primates with a history of reproductive disorders.

Keywords: primates, reproductive disorders, bacteria, protozoa.

Introduction

Non-human primates are closely-related to humans, and present a number of behavioral,

anatomical, and physiological similarities. New World Monkeys (NWMs), infraorder Platyrrhini, can be
distinguished from Old World Monkeys (OWMs), infraorder Catarrhini, primarily by their more widely-
spaced nostrils. The NWMs are generally smaller than OWMs, have less opposable thumbs, lack ischial
callosities and cheek pouches, and have three, rather than two premolars in each tooth row (Rylands, AB,
Mittermeier, RA, 2009). All NWMs are also strictly arboreal, and are thus restricted to forested habitats in
Central and South America (Andrade, AP, SC Oliveira, 2002).
Given their genetic similarities with humans, these primates are widely-used as biomodels for animal
experimentation, in particular vaccine validation tests. Some platyrrhine species are more suitable for
specific types of tests, given their response to certain infectious agents. Marmosets (Callithrix), for
example, are widely used to test leishmaniasis, while capuchins (Cebus and Sapajus) are included
frequently in research in neurosciences, dentistry, and in particular, the behavioral sciences (Verderane,
M.P.; Izar, P., 2019). Squirrel monkeys (Saimiri) are a model for research on malaria (drugs and vaccines),
and metabolic and cardiovascular diseases (Andrade, A. P., 2017). Recent studies have also shown that
nonhuman primates provide an excellent model for the study of a number of different strains of human
tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis (Scanga, C.A. and Flynn, J.L., 2014;Pefia,J.C. and Ho, W.-Z.,
2016) .

Predisposingfactors for reproductivedisorders in nonhumanprimates

A number of factors, including both infectious and non-infectious agents, are associated with
reproductive disorders in primates. Factors such as reproductive age, birth interval, primiparity, obesity,
genetic traits (inbreeding), management stress, and a lack of well-being can influence the frequency of
miscarriage, although infections with microorganisms are by far the most important causeof these
disorders(Souza, et al, 2016). The infectious agents that be associated with reproductive disorders in non-
human primates are Brucella sp., Coxiella burnetii,Mycoplasmaspp.,and Toxoplasma gondii.

Material and method

The following databases were used to search for articles in English and Portuguese language
from January 1979 to December 2019:PubMed, Google Scholar e Scielo. The following search terms were
used: animal experimentation, non-human primate, infectious agents and reproductive disorders. Abstracts
were reviewed and relevant articles that met the inclusion criteria — only articles on infectious agents in
non-human primate in the context of animal experimentation - were selected to review in full.

Results

In total, 39 studies were identified and selected to review in full. Thus, due to the reduced
number of studies on reproductive disorders caused by infectious agents in non-human primates as
experimental animals, the results of selected articles with brief considerations about the infectious agent
are presented below.

Brucellaspp.
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Non-human primates are used as biomodels for testing Brucella in a number of different
countries. Russell-Lodrigue, et al (2017) infected Rhesus macaques (Macaca mulata) with Brucella
melitensis by the inhalation of small particles. This is the first report of the experimental infection of non-
human primates with Brucella, which spread to a number of different tissues. Mense et al (2004) conducted
a similar study in Rhesus macaques, which were infected experimentally with B. melitensis, and presented
pathologic alterations similar to those observed in human brucellosis.Yingst et al (2010) also confirmed
that the Rhesus macaque is a good model of human brucellosis in an experimental study with B. suis, finding
the bacteria or their DNA in samples extracted from different tissues, including this of the liver, spleen, and
bone marrow (Yingst, et al, 2010).

The Gram-negative bacteria of the genus Brucella are facultative intracellular microorganisms responsible
for human brucellosis, a zoonosis transmitted through aerosol inhalation when in direct or indirect contact
with infected animals, mainly goats, sheep, and cattle with reproductive disorders (abortion, and premature
births), or their secretions.These bacteria are considered to be a potential bioterrorism threat by the United
States Center for Disease Control and Prevention. B. melitensis,Brucella abortus, Brucella suis, and
Brucella canisare the species most often responsible for the spread of disease in human populations. Each
of these species tends to be associated with a certain type of domestic animal, that is, B.abortus is found
more frequently in cattle, B.mellitensis in sheep and goats, B.suisin pigs, and B. canisin dogs (Khan, A.U.,
et al, 2019).

Brucella is an important group of infectious agents associated with reproductive disorders in animals, in
particular cattle and other small ruminants raised in areas that lack effective public health and veterinary
care programs. Transmission may occur through the ingestion of raw or unpasteurized dairy products or
contaminated milk, the contact of mucosas and skin abrasions with contaminated material, and the
inhalation of aerosols or dust containing bacterial particles. Schlabritz-Loutsevitch et al (2008) identified a
new type ofnaturally-acquiredBrucellain stillborn baboon (Papio hamadryas) fetuses using a Polymerase
Chain Reaction (PCR) technique. Baboons in the study colony had been serum-reactive 45 years previously
(Schlabritz-Loutsevitch, N.E.; 2008).

Toxoplasma gondii

Little is known of Toxoplamagondiiinfection in captive primates. In China, Li, et al, (2010)
rook serum samples from cynomolgus monkeys (Macaca fascicularis)kept in captivity at the primatology
centers in Guangxi Zhuang and Guangdong for a modified agglutination test, which showed that five (1.4%)
animals had antibodies for T. gondii. In a similar study covering the period between 2002 and 2018, Cano-
Terriza, D. (2019)identified a high seroprevalence (45.5%) in 33 species of nonhuman primates from eight
zoos in Spain. In this study, the highest prevalence was recorded in adult female great apes (family
Hominidae). Additional serum samples were also analyzed prospectively in this study, and in some cases,
the samples ofanimals that had tested positive presented a significant, gradualdecline in their antibody titers,
while otheranimals that had previously tested negative subsequently presented positive samples, as
observed in Pan troglodytes. No evidence of clinical signs of infection by T. gondii was found in any of the
non-human primates, however. In fact, although higher rates of T gondii infection were recorded in adult
femalesin this study, which implies an increased risk of congenital toxoplasmosis, reproductive disorders
such as miscarriage, stillbirth or congenital disorders could not be linked systematically to T. gondii
infection (Cano-Terriza, D., 2019).

Data on T. gondii infections in nonhuman primates in Brazil are scarce, althoughMinervino et al (2017)
reported a seroprevalence of 49.2% in monkeys kept at the National Primate Center in Para state, including
platyrrhines and the catarrhine vervet monkey (Cercopithecus aethiops). This study was based on the use
of parasites fixed in formalin as the antigen for a modified agglutination assay. In the state of Mato Grosso
do Sul, Leite, et al (2008) detected anti-T. gondii antibodies in 28.7% of the captive tufted capuchins
(Sapajusapella) keptat the Wild Animal Rehabilitation Center in Campo Grande, using indirect
immunofluorescence assay, and in 30.8% of these animals, when tested using modified agglutination. This
high rate of infection was linked to the ingestion of T. gondii oocysts contained in the captive diet, in
particular, raw meat, and the predation of small animals, such as birds and rats, by these monkeys.

Santos et al (2017) recorded a fatal case of acute systemic toxoplasmosis in a wild adult female southern
muriqui (Brachytelesarachnoides) from the Brazilian state of S&o Paulo.Thisanimalhad a history of eating
raw meat and contact with cats in the vicinity of the forest it inhabited. The necropsy and
immunohistochemical analyses indicated acute hemorrhagic fibrin bronchopneumonia. The PCR testing
returned positive results for the lung, liver, spleen, heart, skeletal muscle, and whole blood, and identified
a new genotype not been previously described in primates (Santos, et al, 2017).
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Toxoplasma gondii has been reported in a number of different primate species in captivity, mainly in
animals kept in zoos. In Sdo Paulo, Brazil, Epiphanio, S. et al (2000) identified T. gondii through
immunohistochemical analyses of a number of platyrrhine primates that had died in captivity, possibly asa
result of feeding on Tenebriolarvae or crickets, or through the dispersal of oocysts in the environment.
Toxoplasma gondii is the coccid protozoan that causes toxoplasmosis, which is a zoonosis of considerable
importance in both human and animal health. The principal hosts of this protozoan are felines. Human
toxoplasmosis is transmitted typically through the ingestion ofcysts in animal tissue or contact with oocysts
in the environment. Vertical transmission of tachyzoites through the placenta can occur in mothers infected
with T gondii, provoking miscarriages, stillbirths, and congenital toxoplasmosis. Up to now, no studies
have confirmed that this protozoancauses reproductive disorders in nonhuman primates, but this does seem
likely, given their genetic similarities with humans (Oliveira, G.M.S.et al. 2019; Salvo, A.R. Di., et al,
2019).

Mycoplasmaspp.

Moller et al (1978)described an experiment in which Mycoplasma hominis was isolated from a
human patient with acute salpingitisand inoculated into the uterine tubes of female vervet monkeys
(Cercopithecus aethiops). This study obtained promising results in the tests for inflammation in the female
genital organ. Novy, M.J, et al (2009) also studied M. hominis, extractedpostpartum from a human placenta
in a patient that had developed a fever.This isolate was inoculated in pregnant female Rhesus macaques
(Macaca mulatta) and the fetus samples were PCR positive for M hominis, a similar result identified by
Moller et al (1978).Mycoplasma hominis is a major cause of fetal inflammation, and also causes premature
births and non-fetal pneumoniain nonhuman primates, and these findings provide important insights for the
prophylaxis or treatment of these disorders, and their eventual prevention.

A number of new species have been described in naturally-infected nonhuman primates, including
Candidatus  Mycoplasma aoti, detected in the owl monkey (Aotustrivirgatus) and
CandidatusMycoplasmahaemomacaque, which was recorded inMacacafascicularis in the United States
(Baker, et al, 2011; Neimark, et al, 2001). In addition, CandidatusMycoplasmahaemominutum was found
in Saimiri sciureus in Guyana (Neimark, et al, 2002) and CandidatusMycoplasmahaemomacaque was
detected in Macaca fuscata in Japan (Sashida, et al, 2014).

With advances in molecular techniques, PCR has been used increasingly to identify M. fermentans in
biological samples, allowing this bacterium to be associated with systemic infections, as seen in non-human
primates (Lo, SC, et al, 1993; Wang, RY-H, et al, 1992).

In the Brazilian state of Santa Catarina, Santos, et al (2013) detected hemotropicMycoplasmain free-ranging
black howler monkeys (Alouatta caraya) using molecular techniques. More recently, Melo et al (2019)
detected the presence of the DNA of Mycoplasma sp. in the serum of captive howlers (Alouatta spp.). These
samples were assigned to two phylogenetic groups —Mycoplasma haemofelis and Mycoplasma suis— which
should be taken into consideration during any further epidemiological investigation.

The genusMycoplasma encompasses a group of uncultivable intracellular pleomorphic Gram negative
bacteria that lack a cell wall, have a small genome, and an ample diversity of species and animal hosts
(Groebel et al., 2009). Although Mycoplasma pneumoniae and Mycoplasma genitaliumare associated with
human diseases, the majority of Mycoplasma species have been described in cattle, goats, and sheep, in
which they cause hemolytic anemia after attaching themselves to the surface of the erythrocytes.
MostMycoplasmaspeciesarehighly contagious and a number of species have already been described
innonhuman primates, primarily in animal experimentation studies. Since the 1970s, in fact, non-human
primates have been used as the principal animalbiomodel for experimental research into reproductive
disorders in women in many regions around the world (Moller, et al.; 1978; Messick, J.B. 2004; Novy, M.J,
et al, 2009).

Coxiellaburnetii

Studies of Coxiella burnetiiinvolvingnon-human primates are related primarily to
thedevelopment of vaccines, with primates being considered excellent biomodel for this research. The
cynomolgus monkey (Macaca fascicularis) is the most widely-used primate model for research on C.
burnetiivaccines, and is considered to be the most appropriate biomodel, considering the similarity of its
clinical signs and pathological changes to those observed in humans, such as fever and pneumonia, as well
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as its capacity to maintain antibodies from both phases of the disease circulating for up to months (Gonder,
J.C.; etal, 1979; Waag, D.M. et al, 2002; Waag, D.M.; et al, 1999.; Kishimoto, R.A. et al 1981.; Gregory,
A.E. et al, 2019.; Metters, G. et al, 2019). Up to now, however, the publications referring to C. burnetii in
non-human primates have been restricted to experimental research on vaccines, and no studies have linked
C. burnetiispecifically to a reproductive disorder in these primates.

One of the agents that are most associated with reproductive disorders in animals is the proteobacterium C.
burnetii, an intracellular Gram-negative spore-forming bacterium that is known to infect an ample range of
animals, including humans. This short and pleomorphic rod bacterium, which is stained using
the Gimenez method,is causative agent of Q fever in humans and coxiellosis in animals. This bacterium is
transmitted from animal to animalvia the inhalation of dust or droplets containing spore-like particles of
infected feces, urine, milk, and placentas or other uterine tissue. Ticks may also transmit C. burnetiito a
number of wild and domestic animal species, but not to humans. A single C. burnetii spore-like particle
can cause an infection.

Conclusion

Given their considerable genetic similarities with humans, non-human primates are important
biomodels for the experimental infection of a number of infectious agents. In particular, infection by
Brucella spp., T gondii, C. burnetii, and Mycoplasma spp. should be considered in non-human primates
that have a history of miscarriage, stillbirth or other reproductive disorders, in particular those kept in
captivity, although it is still largely unclear to what extent these pathogens cause similar reproductive
disorders in human and nonhuman primates. Clearly, more systematic studies are needed to establish causal
relationships between the pathogens and their potential disorders, but in the meantime, it would be strongly
recommended to test all captive nonhuman primates with a history of reproductive disorders for infection
by these infectious agents.
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ANEXO C

Folder informativo sobre agentes correlacionados em causar disturbios reprodutivos em

animais. Fonte: Arquivo pessoal.

| Coxiella burnetii Toxoplasma gondii

« D agente: * O agente:

E um protozodrio causader da toxoplasmese e
que pode infectar diversas szpécies de animais,
mas 03 gatos & outres felings 3o o8 principsis
hospedairas.

E uma bhactéria causadora dz fabre Q em
humangs e comieloss em animais. Esta bactéria
pode  infectar diversos  animais, mas
principabments  ruminamtes, como ovelhas,
cabras e bovinos.

+ Transmissio

* Transmissio

A transmissdo tamto para o homem guanto para
outros animzis pode ser pala ngestio de 3gna
ou alimentos contaminades com o3 gocistos oo
meio ambisnte & cistos nos tecidos de animaiz
infectados, além da transmissio congénita.

AGENTES A transmissdo em humanos ocoms pelz inalacdo
da particulzs contendo 2 bactéria, on ingestio de
alimento: contaminades. Nos animais, mais
frequentamente pela predacio de animais
infectados e pelo parasitizmo dos carvapatos.

CORRELACIONADOS

& Manifestagdes clinicas

COM DISTURBIOS

& Ddanifestacdes clinicas

Quadro de febre com aumento de ginzlios.
Geralmente autolimitadz, mas ha casos graves
com alteracio pubmeonsr, cardizca do sistsma
nervoso além de ocular 2 congénita (gravidas
infectadas).

MNos  animaiz  distirbios  reprodutivos
especizlments shortos e natimertos. Ja em
humanos, amplo espactro clinico, como febra,
pneumaonia, endocardite, enfre ourtras
manifastacies clinicas

REEPRODUTIVOS EM

ANIMAIS

# Nedidas profilaticas

& Medidas profilaticas .
Higiens alimentar, nao ingerir alimentos crus
ot nio pasteurizados e maior vigilinciz com
gestantes.

HNao manipular prodatos de zbortos sem hivas e
mascaras, imgeriv alimsntos pasteurizados, e
iratar o5 animais doentes.

Brucella sp. | | Mycoplasma sp. | |PATROCINADORESI

« D agente:

L1 R 8

T——— [ EEI:Q kg.libll-l

» 0 agente:
E um grapo de paquenas bactériss que czusam
doenca no homem e nos animais, A espécie
Mycolasma preumgnice esti associada 2
poenmonia e M homimis 2 distirbios
reprodutivos.

E um grupo de bactérias gram-megativas
cujos reservatdrios sd3o0 os bowinos, caprinos,
ovinos, sumos @ ces.

+  Transmissdo

~

e
St Ormsts S =]

= Transmissd
A transmizsdo ocomre pelo comtsto  coml * e saa

animais doentes (pele, sangue urina, fetos
abortados, placenta), pela ingestio de leite
cru e sans derivados provenisntes de animais
comtzminados 2 pela inalaco de particulas
dispersas no ar.

A ansmizssias ocorrs pelo  comtato  com
excTepdaes @ sacrepdes, Zlém de transmissdo por
ariropode nos animais.

Enderecoz na Internet:
Fiocroz: www.fiocroz br
ICTB: www.icth.fioernz.br
I0C: www.ioc.fiocroz.br
Enszino do ICTB:
htip: /enzino.icth.fioernz.hr

+  Sinais clinicos

+ DManifestagies clinicas Moz animziz, principalmente d= produgo,
ocorre plewropneumoniz, polisrtorite, mastits,
zalpingits bem come histdricos de abortos, Em
humanes o5 sinzis mais comuns sdo: Vaginose
bactariznz, doenca inflamatoriz pélvica, febre
pos-zhorta, febre pds-parto.

Mo homem csusa febre, sudorese, czlafrios,
fragueza, cansage, perds de peso, dares, além
de sbortos em zestantes. Importanta agante
causador de distirbios reprodutives na
pecuaria leiteira e queda na produgio de leite. Elahoracio: Danielle Forneaz

Revizio e Aprovacio: Dr*Elba Lemos

s Medidas profilaticaz

+ DNedidas profilaficas
Medidas biszicaz de higiens, em especizl na
orderha, além de comtrole de artropodss.
Atencio quanto 3 infeccio nas gestantes.

Mg inperir alimeatss oz ouw  ndo
pasteurizados, descarte dos  rebanhos

I contzminadas e vacinacdo profilitica.
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