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no Rio de Janeiro
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO MEDICINA TROPICAL

Pamela Figueiredo Pereira

O aumento da populacdo urbana associado a trabalho intenso contribuiu para que algumas pessoas
escolhessem um animal de estimacdo mais independente, como o0 gato doméstico. Por outro lado, esta
situacao proporciona, por variados motivos, o abandono desses animais, elevando o nimero de gatos
errantes e, com isso o, aumento de felinos em gatis publicos. Esses animais podem se infectar com o
protozoario Toxoplasma gondii, que pode também infectar outros mamiferos, inclusive 0 homem e também
aves. Em razdo de serem os felinos os Unicos hospedeiros definitivos de T. gondii e também devido a
poucas informagfes sobre esta protozoose nas populagfes desses animais, este estudo teve como
objetivo avaliar o perfil epidemioldgico da infeccdo por esse protozoario em gatos domésticos cativos e
errantes em dois ambientes distintos da zona oeste do municipio do Rio de Janeiro. No periodo de agosto
de 2014 a outubro de 2015 os gatos cativos de um gatil municipal do Rio de Janeiro e 0s errantes que
habitam um conjunto de Condominios na Barra da Tijuca foram capturados, identificados individualmente
por microchips e submetidos a coletas de amostras biolégicas de sangue e fezes em dois periodos
distintos de no minimo quatro meses e no maximo oito meses. Ao total foram coletadas no primeiro
periodo do estudo 261 amostras de sangue dos gatos cativos e na segunda etapa 93 amostras de sangue
e 91 de fezes. Ja na populacdo errante foram coletadas 172 amostras de sangue e fezes no primeiro
periodo e 56 no segundo. O diagndstico soroldgico foi realizado pela hemaglutinagédo indireta (HAI) e
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o diagnéstico coproparasitolégico por meio das técnicas de
centrifugo-sedimentagcdo em tubo cdnico e técnica de Sheather modificada por Huber. De forma geral, a
soroprevaléncia evidenciada para T. gondii nos gatos cativos foi de 23,8% e nos errantes 18%. Dos gatos
acompanhados, 18% apresentaram soroconversdo, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre os
dois grupos. O maior percentual de soroconversdo nos gatos cativos ocorreu no perfil de IgG negativo na
primeira analise e IgG positivo na segunda, 80%. Destes animais, 15,7% apresentaram titulo de 1:64 e
3,6% titulos de 1:256 na segunda amostra. Todos 0s gatos errantes que apresentaram soroconversao
possuiam titulos de IgG 1:64 na primeira analise e modificaram seu perfil sorologico para ndo reagente na
segunda. Associando as duas populacdes de felinos estudadas, a copositividade observada em ambas as
técnicas, HAI e RIFI foi de 6,7%. O grau de concordancia entre essas técnicas foi classificado como
razoavel, o que demonstra a necessidade da associacdo de técnicas soroldégicas com diferentes
fundamentos. N&o foi detectado oocisto com morfologia similar a T. gondii no material fecal dos animais.
Ao avaliar de forma indireta e direta a infeccdo de T. gondii nos gatos cativos e errantes foi demonstrado
um percentual de positividade moderado e baixo, respectivamente. Com a identificagédo individual dos
gatos foi possivel recapturar alguns animais para nova analise e confirmar a soroconversdo em ambas as
populacdes. Tal fato permitiu determinar a circulagédo epidemioldgica do parasito nos ambientes estudados.
Palavras-chave: Toxoplasma gondii, gato domeéstico, imunodiagnéstico, perfil epidemiolégico.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION MEDICINA TROPICAL

Pamela Figueiredo Pereira

The increase in urban population associated with an intense workload contributed to that many people
choose a more independent pet, as the domestic cat. On the other hand this situation provides, for
various reasons, the abandonment of these animals, increasing the number of stray cats and, with it,
up cats in catteries public. These animals can become infected by various pathogens, such as
Toxoplasma gondii, which besides infect cats can also infect many animals like birds and other
mammals, including man. Because the cats be the only definitive hosts of T. gondii and also due to
little information on this protozoan infection in the populations of these animals, this study aimed to
evaluate the epidemiology of infection with this parasite in captivity and stray domestic cats in two
different environments the west of the municipality of Rio de Janeiro From August 2014 to October
2015 the captive cats a municipal cattery of Rio de Janeiro and stray cats inhabiting a set of
proprietiess in Barra da Tijuca were captured individually identified by microchips and submitted to
collects of biological samples of blood and stool in two different periods of at least four months and no
more than eight months. The total were collected in the first period of the study 261 blood samples
from captive cats and the second stage 93 blood samples and 91 stool. Already at the stray cats
population were obtained 172 blood samples and stool in the first period and 56 in the second.
Serologic diagnosis was performed by indirect hemagglutination (IHA) and indirect
immunofluorescence assay (IFA) and parasitological diagnosis through the techniques of centrifugal
sedimentation conical tube and Sheather technique modified by Huber. Overall, the highlighted
seroprevalence of T. gondii in captive cats was 23.8% and stray 18%. Cats accompanied 18%
seroconverted, with no statistically significant difference between the two groups. The higher
percentage of seroconversion in captive cats occurred in the profile negative IgG in the first
examination and positive 1gG in the second, 80%. Of these animals, 15.7% had title 1:64 and 3.6%
titers of 1: 256, in the second sample. All stray cats that seroconverted had titers IgG 1:64 in the first
analysis and modified their serological profile for non-reactive in the second. Associating both
populations studied cats, the copositividade observed in both the technical, HAI and IFAT was 6.7%.
The degree of of concordance between these techniques was classified as reasonable, which
demonstrates the need for an association of serological techniques on different grounds. There was
no detectable oocysts with similar morphology to T. gondii in the fecal material of animals. When
evaluating indirect and direct infection of T. gondii in captive and stray cats was shown a percentage
of positivity moderate and low, respectively. With the individual identification of cats was possible to
recapture some animals for a new analysis and confirm seroconversion in both populations. This fact
allowed to determine the epidemiological circulation of the parasite in the study sites.

Keywords: Toxoplasma gondii, domestic cat, immunodiagnostics, epidemiological profile.
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INTRODUCAO

1.1 Histérico

O protozoario Toxoplasma gondii, agente etiolégico da toxoplasmose foi
descrito pela primeira vez no Brasil, em S&o Paulo, parasitando coelhos de
laboratério, no qual foram observadas alteracdes histopatologicas e formas
parasitarias livres e intracelulares em diversos tecidos dos animais infectados
(Splendore, 1909). Em outubro de 1908 no Instituto Pasteur na Tunisia, um micro-
organismo semelhante ao observado por Splendore, foi evidenciado em células
mononucleares do baco e do figado de um roedor norte-africano, Ctenodactylus
gondii. Este protozoario foi, inicialmente, considerado do género Leishmania, no
entanto, diferencas morfolégicas foram observadas, o que levou a entender que se
tratava de um novo parasito, sendo entdo classificado como uma nova espécie:
Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1908).

Janki, um oftalmologista, descreveu a primeira infeccdo de toxoplasmose
humana em 1923 na cidade Praga, Italia, em uma crianca que foi a 6bito com
quadro de hidrocefalia e cegueira. Na necropsia pdde ser observado parasitos
semelhantes a T. gondii apds realizacdo de cortes histologicos do globo ocular
direito (Janku, 1923). O primeiro caso de infecgdo congénita foi relatado nos Estados
Unidos, onde foram descritos sinais de encefalite, meningite e mielite (Wolf e
Cowen, 1937).

Em 1940, T. gondii foi identificado como causa de doenca adquirida sendo
descrito como responsavel por um caso clinico fatal em um jovem (Pinkerton e
Weinman, 1940). Sabin & Feldman (1948) desenvolveram um teste sorolégico, dye
test, que possibilitou constatar a alta prevaléncia da toxoplasmose no mundo,
permitindo a realizacdo de estudos e, consequentemente, de inquéritos
epidemioldgicos.

Hutchison (1965) reconheceu o papel dos felinos no ciclo evolutivo do
parasito, mostrando que esses poderiam elimina-lo pelas fezes. No entanto,
somente em 1969, T. gondii foi reconhecido como um coccidio e teve seu ciclo

biolégico completamente descrito, evidenciando os felinos como hospedeiros



definitivos e os demais mamiferos, aves, roedores e répteis como hospedeiros
intermediarios (Frenkel et al.,1970).

O aumento do numero de casos de pacientes com a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) despertou a atencdo para a toxoplasmose.
Pessoas cronicamente infectadas por T. gondii ao contrair o virus da
imunodeficiéncia adquirida podem apresentar reativacdo do protozodrio e, assim,
apresentar quadros clinicos graves desta infeccdo (Dannemann et al., 1991,
Remington et al., 2001).

1.2 Agente etioldgico

1.2.1 Sistematica

O protozoario Toxoplasma gondii do filo Apicomplexa, Classe Sporozoazida,
Ordem Eucoccidiorida, Subordem Eimeriorina, Familia Sarcocystidae, Género:
Toxoplasma; Espécie: Toxoplasma gondii (Current et al. 1990). Utilizando
parametros filogenéticos e ultraestruturais, a Sociedade de Protozoologia propés
uma reclassificacdo dos protozodarios. Baseado nessa classificacdo taxonémica o
parasito foi inserido no Super-grupo: Sar (abrange todos dos grupos Stramenopiles,
Alveolata, e Rhizaria - SAR), Primeiro grupo Alveolata, Segundo grupo Apicomplexa
(complexo apical), Terceiro grupo Conoidasida (complexo apical), Quarto grupo
Coccidia (gametas maduros intracelular) e Quinto grupo Eimerioirina (esporocisto no

interior do oocisto imével) (Adl et al., 2012).

1.2.2 Morfologia

O parasito apresenta trés formas evolutivas definidas durante o seu ciclo
biolégico: oocisto, taquizoito e bradizoito (Amendoeira et al., 1999). Essas trés
formas apresentam organelas citoplasmaticas caracteristicas do Filo Apicomplexa,
visiveis apenas em nivel de microscopia eletrénica de transmissao que constituem o
complexo apical: conoide, anel polar, microtubulos subpeliculares, roptrias,

micronemas e granulos densos (Dubey, et al., 1998a).



1.2.2.1 Taquizoito

Os taquizoitos apresentam forma alongada, com uma extremidade afilada e
outra arredondada, medindo aproximadamente, 4 a 8 um de comprimento e 2 a 4
um de largura (Dubey et al., 1998a). O taquizoito possui complexo apical e
citoesqueleto, além de organelas comuns, incluindo ribossomas, reticulo
endoplasmatico, aparelho de Golgi e mitocdndrias. O apicoplasto é uma organela
que é essencial para a sobrevivéncia deste parasito, pois possui um genoma que €
um importante alvo para farmacos utilizados nos tratamentos da toxoplasmose
humana (Dubey et al., 1998a) (Figura 1 A). O taquizoito € envolvido por uma
membrana que, é associada com os elementos do citoesqueleto, possibilita que o
parasito preserve a integridade locomotora e, assim, se mova infectando as células
ativamente, mesmo sem apresentar apéndices locomotores (Sheffield & Melton,
1968).

O taquizoito é a forma menos resistente do parasito, ndo sobrevivendo ao
congelamento, descongelamento, dessecacédo e ao suco gastrico (Remington et al.,
2001). Eles séo encontrados na fase aguda da infeccdo, sendo considerados como
forma de multiplicacdo rapida por endodiogenia em hospedeiros intermediarios
(Frenkel, 1974).

1.2.2.2 Bradizoito e Cisto tecidual

Os bradizoitos sdo morfologicamente semelhantes aos taquizoitos, diferindo
por reproduzir-se lentamente no interior do cisto, também por endodiogenia
(Sheffield & Melton, 1968). A forma de resisténcia de T. gondii nos tecidos € o cisto
contendo bradizoitos, que podem estar presentes em todos os tecidos, sendo, 0s
principais sitios de infeccdo o miocardio, o cérebro e o tecido musculo-esquelético
(Hill et al., 2005). Os cistos tém membrana dupla, possuem aproximadamente, de 10
a 100 um de didametro, podendo chegar até 200 um com centenas de bradizoitos no
seu interior (Sheffield & Melton, 1968). Esta forma do parasito € a principal
responsavel pela transmissao da zoonose por meio da ingestdo de carne crua ou
mal cozida, sendo resistente as enzimas proteoliticas (Hill et al., 2005). A parede do
cisto pode ser degradada por acédo da pepsina ou da tripsina, liberando bradizoitos

gue permanecem viaveis por duas até seis horas. Tal fato mostra que essa forma



evolutiva pode sobreviver ao periodo de digestdo normal do estbmago e duodeno

por um certo tempo (Dubey et al., 1998a) (Figura 1 B).

1.2.2.3 Oocisto e esporozoito

O oocisto € a forma infectante proveniente da reproducdo sexuada do
parasito por gametogonia no interior das células intestinais dos felideos nédo imunes.
Essas formas evolutivas sdo eliminadas, ainda n&o esporuladas, juntos com as
fezes para o ambiente (Frenkel et al., 1970, Dubey & Beattie, 1988). Possuem
formato esférico, medindo aproximadamente 12,5 x 11,0 um quando néo
esporulado, uma parede espessa que confere resisténcia no ambiente. Quando
esporulado, contém no seu interior dois esporocistos com quatro esporozoitos cada
(Frenkel et al., 1970; Dubey et al., 1998b; Hill, et al., 2005). Os oocistos sao
resistentes aos desinfetantes, ao congelamento e ambientes secos, porém sao
mortos por meio do aquecimento a 70° C por 10 minutos (Dubey, 1994; Cademartori,
2007) (Figura 1 C e D).



Figura 1 Formas ontogénica do Toxoplasma gondii. A. Taquizoito em um lavado
broncoalveolar corado com Giemsa. B. Cisto no cérebro de camundongo infectado 500 X.
(Fonte: Robert-Gangneux & Dardé, 2012). C. Oocisto ndo esporulado. D. Oocisto
esporulado de fezes de gato em técnica de flutuagdo de sacarose (Fonte: Lucio-Forster
apud Elmore, 2010).

1.3 Ciclo Biolégico

O ciclo de vida de T. gondii € do tipo heteroxeno facultativo, pois apresenta
dois tipos de reproducdo: uma assexuada em diversas células do hospedeiro
intermediario, e outra sexuada ou coccidiana, no epitélio intestinal de felideos nao
imunes (Frenkel et al., 1970; Dubey, 1998) (Figura 2).

1.3.1 Reproducdo Sexuada

O ciclo de vida de T. gondii foi completamente elucidado apenas na década
de 1960, com a descoberta do papel central do gato como o hospedeiro definitivo,
pois este animal abriga exclusivamente a forma reprodutiva sexuada e,

consequentemente, elimina os oocistos nas fezes. De forma geral, esse ciclo



sexuado se divide em duas fases: fase assexuada ou merogonia e fase sexuada ou
gametogonia (Frenkel et al., 1970).

Os felideos podem se infectar pelas trés formas evolutivas, os esporozoitos,
que estdo contidos dentro dos oocistos, taquizoitos em células ou livres e
bradizoitos, que residem em cistos teciduais. Quando um felideo ingere cistos
presentes nos tecidos de um hospedeiro intermediario, as paredes desses cistos sao
destruidas por enzimas gastricas e liberam bradizoitos do seu interior (Renold et al.,
1992). Essas formas evolutivas infectam enterécitos, onde passam por uma auto-
limitacdo no numero de multiplicacdes assexuadas por merogonia, caracterizadas
pelo desenvolvimento de merozoitos dentro de esquizontes. O conjunto destes
merozoitos, formados dentro do vacuolo parasitéforo da célula, € denominado
meronte ou esquizonte maduro. Este primeiro passo € seguido pelo
desenvolvimento sexual por gametogonia, com a formacdo de gametas masculinos
conhecidos como microgametas e os gametas femininos que s&o 0s macrogametas
(Renold et al., 1992; Hill et al., 2005).

O macrogameta € imovel permanece dentro de uma célula epitelial, enquanto
0S microgametas que sdo moveis, com dois flagelos, sairdo da célula hospedeira e
irdo fecundar o macrogameta, formando o ovo ou zigoto dentro do enterdcito. Este
evolui dentro do epitélio formando uma parede externa dupla, dando origem ao
oocisto imaturo, que rompe a célula epitelial, sendo eliminado junto com as fezes
dos felideos. No ambiente, o oocisto esporulado contém dois esporocistos, cada um
com quatro esporozoitos hapléides com 2 ym x 6 um de tamanho (Hill et al., 2005).
Em condi¢cdes de umidade, temperatura e oxigenacao, 0 oocisto € capaz de se
manter infectante por cerca de 12 a 18 meses (Frenkel et al. 1975; Dubey, 1995). O
tempo decorrido entre a infeccdo e o aparecimento de novos oocistos nas fezes dos
felideos depende da forma evolutiva do parasito ingerido. Este periodo sera de trés
dias, quando a infeccdo ocorrer por cistos, 19 dias ou mais, por taquizoitos e 20 ou

mais dias, por oocistos (Frenkel, 1974; Dubey, 1998) (Figura 2).

1.3.2 Reproducédo Assexuada

O ciclo assexuado é iniciado quando um hospedeiro intermediario ingere

oocistos contendo esporozoitos, taquizoitos ou cistos teciduais (Hill et al., 2005;



Cademartori, 2007). Os cistos e 0s oocistos passam pelo estdbmago e liberam,
respectivamente, os bradizoitos e 0s esporozoitos no intestino, onde esses serao
capazes de aderir e penetrar nas células da mucosa local (Dubey, 1998).

Aproximadamente oito horas apos a ingestdo das formas infectantes, elas
passam por intensa multiplicacdo, penetrando em varios tipos de células do
organismo. Dentro dessas células o parasito se multiplica no interior de um vacuolo
parasitoforo, onde realiza sucessivas divisbes por endodiogenia, formando novos
taquizoitos. Estes rompem a célula parasitada, liberando os novos taquizoitos, que
poderdo penetrar em outras células (Black & Boothroyd, 2000).

No tecido do hospedeiro intermediario, apés um periodo de replicacdo ativa,
os taquizoitos diferenciam-se em bradizoitos, no interior de cistos. A conversao de
bradizoito para taquizoito pode ocorrer posterioriormente, em qualquer momento de

reagudizacao da infeccao (Black & Boothroyd, 2000) (Figura 2).
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Figura 2 Ciclo de vida de Toxoplasma gondii: infeccdo e replicacdo do parasito (reproducéo
sexuada e assexuada) em seus respectivos hospdeiros. (Fonte: Robert-Gangneux & Dardé,
2012).



1.4 Toxoplasmose

1.4.1 Toxoplasmose humana

Estima-se que um terco da populacdo mundial ja teve contato com o T. gondii,
A baixa imunidade esta intimamente relacionada com a agudizacdo da infeccéo
(Tenter et al. 2000).

Na maioria das regides brasileiras € realizado teste sorologico de rotina na
primeira visita pré-natal, mas em alguns casos, esses exames ndo sao solicitados.
Em alguns casos, as gestantes ndo recebem nenhum cuidado pré-natal ou s&o
assistidas j& em periodo avancado da gravidez, ao fim do terceiro trimestre
(Amendoeira & Camillo-Coura, 2010).

No momento em que T. gondii entra em contato com 0 organismo de um
hospedeiro em potencial, um conjunto de barreiras naturais, formadas por elementos
celulares e moleculares é ativado, onde se destacam as barreiras anatdbmicas e
fisiolégicas do trato gastrintestinal. Essas, se caracterizam pelo baixo pH do
estbmago, do muco que aprisiona microrganismos estranhos, dos cilios do epitélio
intestinal que expelem microrganismos para fora do corpo e da secrecdo de
substancias téxicas para os patdégenos pela mucosa do trato gastrintestinal que
ocorre durante as infec¢des orais (Dubey, 1998; Dommett et al., 2005). Durante as
infeccbes naturais, 0 protozodrio ultrapassa o epitélio intestinal, dissemina-se para
os tecidos mais profundos, avancando pelas barreiras hematoencefalica, placentaria
(em gestantes) e retiniana (Cademartori, 2007).

A infeccdo por T. gondii provoca intensa resposta de imunidade inata e
posteriormente adaptativa, com um perfil de citocinas do tipo TH1. A imunidade inata
tem importancia na resisténcia do hospedeiro ao protozoario, pois é nesta fase que
ocorre a ativacdo de algumas células como macréfagos, células natural killer (NK),
células dendriticas e neutrdéfilos. Estas promovem o controle da multiplicacdo dos
taquizoitos e estimulam os linfocitos TH1 a liberarem citocinas pro-inflamatérias,
como interleucina-12 (IL-12), interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a)) (Robert-Gangneux & Darde, 2012).

A toxoplasmose humana geralmente é benigna e muitas vezes passa

despercebida em individuos imunocompetentes, podendo nesses, apresentar-se de



forma subclinica ou com sintomas variados. As principais manifestacdes clinicas
caracterizam-se por linfadenopatia, febre, visdo ligeiramente diminuida e ainda
algumas raras complicac6es, que podem estar associadas com a infeccdo primaria
(Hill & Dubey, 2002; Rorman et al., 2006). Nos casos mais graves pode ocorrer
acometimento neurolégico que, geralmente, se expressa por encefalite ou
meningoengefalite (Tenter et al., 2000). Em casos sintomaticos, as primeiras
manifestacbes clinicas que ocorrem sdo cefaléia, sonoléncia e mudanca de
comportamento, que podem apresentar um tempo de duracéo variavel entre dias a
semanas. A infeccdo, com o tempo, pode evoluir para casos de coma, convulsdes,
sindromes piramidal ou cerebelar, paralisias oculares e transtornos psiquicos.
(Rorman et al., 2006; Saadatnia & Golkar, 2012).

A retinocoroidite € a lesdo mais frequente de toxoplasmose ocular, se
manifestando em mais de 80% dos casos, sendo também observado estrabismo,
nistagmo e micro-oftalmia. A transmissdo congénita € responsavel pela maioria dos
casos de retinocoroidite e os recém-nascidos, geralmente apresentam a lesdo ocular
bilateral. Por outro lado, estudos, realizados em diversos paises, identificaram
toxoplasmose ocular como a forma mais comum de uveite posterior (Benchimol e
Moreira, 1995; Furtado et al., 2013).

A toxoplasmose quando adquirida pela primeira vez durante a gestacgéo,
ainda é de grande importancia, pelo fato de, normalmente, resultar em infeccao fetal
com graves sequelas. Durante o primeiro trimestre da gestacdo, a infeccdo pode
determinar a morte fetal. No segundo trimestre, pode ocasionar a chamada Tétrade
de Sabin, em que o feto apresenta retinocoroidite, calcificagbes cerebrais, retardo
mental ou perturbacdes neuroldgicas e hidrocefalia, com macro ou microcefalia
(Amendoeira e Camillo-Coura, 2010). A probabilidade de transmissao congénita vai
aumentando do segundo para o terceiro trimestre de gestacdo. Entretanto, o
tratamento da gestante com espiramicina pode reduzir em até 60% a possibilidade
de transmisséo fetal. Gestantes soronegativas para T. gondii estdo sob risco de
adquirir a primoinfeccdo, devendo ter cuidados especiais para evita-las (Remington
et al., 2001; Cademartori, 2007).



1.4.2 Toxoplasmose felina

Os gatos sdo susceptiveis a infeccdo, independente da raga, idade e sexo.
Quando infectados, liberam oocistos de T. gondii nas fezes. Na maioria das vezes,
estes animais ndao apresentam manifestacdes clinicas da infec¢cdo, porém, quando
ocorre, geralmente é polissistémica. Os achados mais comuns da toxoplasmose
felina sdo uveite e a febre, embora tenham sido registrados quadros de enterite,
hiperplasia reativa de nodulos linfaticos mesentéricos, pneumonia, alteracdes
degenerativas no sistema nervoso central e encefalite (Dubey & Lappin, 2006;
Galvdo et al.,, 2014). A toxoplasmose ocular pode ocorrer em gatos sem
comprometimento sistémico, podendo ser observado iridociclite, irite, coriorretinite,
flare aquoso, precipitados ceraticos, luxagao de cristalino, glaucoma e descolamento
de retina, e estas alteracdes podem ocorrer isoladamente ou concomitantementes
(Dubey & Lappin, 2006).

O desenvolvimento da toxoplasmose nos felinos depende da localizagéo e do
grau de lesdo tecidual. ApGs a ingestdo de cistos teciduais ou oocistos, 0s
taquizoitos invadem as células iniciando um crescimento acelerado que provoca
necrose no intestino e nos 6rgaos linféides associados. Nos gatos o quadro clinico é
determinado pela extensdo da lesdo em 6rgdos como cérebro, figado, pulmdes,
musculos esqueléticos, glandulas supra-renais e olhos (Dubey & Lappin, 2006).

Gatas infectadas durante a gestacdo podem desenvolver placentite e o0s
filhotes infectados de forma congénita podem apresentar toxoplasmose grave,
incluindo retinocoroidite. Os anticorpos adquiridos de forma passiva ndo parecem ter
efeito contra T. gondii. A infeccdo transplacentaria pode causar abortamento ou
nascimento de filhotes com sinais clinicos graves, podendo ocasionar a morte
(Dubey, 2010). Filhotes que foram infectados por via transplacentaria ou durante a
lactacdo, podem apresentar processos inflamatérios que acometem o figado,
pulmBes e o sistema nervoso central, o que reflete clinicamente como uveite,
letargia, depressao, ascite, encefalite, hipotermia e morte subita (Dubey & Lappin,
2006; Galvao, et al., 2014).

Gatos coinfectados com T. gondii e Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) ou
o Virus da Leucemia Felina (FeLV) eliminam oocistos na quantidade e periodo
similar aos gatos infectados apenas com T. gondii (Galvao et al., 2014). Ainda é
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indefinida a associacdo de T. gondii com doengas imunossupressoras felinas, como
FIV e FeLV. Apesar de Akhtardanesh et al. (2010) considerarem essa coinfec¢cao
como um fator de risco, pesquisadores como Barros et al., (2015) nédo verificaram
nenhuma associacdo. Embora a maioria dos gatos s6 elimine oocistos uma unica
vez em sua vida, ja foi observado que animais imunossuprimidos por corticoides e
gue sdo submetidos a infec¢cdo experimental podem voltar a eliminar oocistos em

suas fezes (Elmore et al., 2010).

1.5 Diagnostico laboratorial

O diagndstico da infeccdo por T. gondii pode ser estabelecido por evidéncias
diretas, detectando o parasito ou o seu DNA em tecidos ou em fluidos corporais. E
ainda pode ser detectado por evidéncia indireta principalmente por anticorpos anti-T.
gondii (Dubey & Beattie, 1988; Saadatnia & Golkar, 2012).

1.5.1 Deteccéo do parasito

1.5.1.1 Bioensaio

Em laboratérios especilizados, a realizacdo de bioensaio de material biologico
em camundongo (Mus musculus) € uma das técnicas mais utilizadas para deteccao
de T. gondii em tecidos, fluidos ou fezes com suspeita da presenca de oocitos. As
principais vias de inoculagéo séo a via intraperitoneal e a via oral, respectivamente.
O animal é acompanhado diariamente para verificar a possivel infec¢do. A presenca
do parasito no indculo é confirmada pela realizacdo de necropsia, lavado peritonial,

histopatologia de tecidos do camundongo e PCR (Dubey, 2010; Temoche, 2012).

1.5.1.2 Deteccao de oocistos nas fezes

A pesquisa de oocistos € realizada nas fezes de felideos, principalmente
pelos métodos de centrifugo-flutuacdo com solucéo de Sheather (1923) ou de Faust
e colaboradores (1938), no periodo de eliminacdo ativa do ciclo enteroepiteial. A

probabilidade de se encontrar oocistos nas fezes de um gato é baixa. Uma das
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implicagbes no diagndstico fecal é o fato dos oocistos de T. gondii serem
morfologicamente indistinguiveis de outros coccidios, como Hammondia hammondi
e de sO poderem ser diferenciados por técnicas moleculares e bioensaios, sendo
este, 0 Unico método de confirmacdo definitiva (Hill & Dubey, 2002; Elmore
et.al.,2010).

1.5.1.3 Deteccao de DNA

Métodos de PCR monoplex e multiplex sdo uteis para identificar
especificamente T. gondii em amostras bioldgicas (Saadatnia & Golkar, 2012).
Abdul-Ghani et al. (2011) revisaram o desempenho de diferentes genes-alvo e PCR
desenvolvidos para a deteccdo de toxoplasmose congénita. Esse estudo incluiu
gene B1 (Burg et al., 1989), fragmento 529 pb (AF146527) (Homan et al. 2000), 18S
DNA ribossomal e P30 (Jones et al. 2000). Vérias outras sequéncias de copia Unica,
incluindo o SAG2, SAG3, SAG4 e GRA4, também tém sido utilizados como alvos de
PCR em laboratérios de investigacdo, no entanto, a sensibilidade da PCR é
aumentada se a sequéncia alvo existe em multiplas cépias que sdo espécies-
especificas (Burg et al., 1989; Kompalic-Cristo et al.,2005).

O gene alvo de PCR mais amplamente utilizado é o gene B1, que se encontra
repetido em 35 cépias no genoma do T. gondii (Burg et al. 1989). Estudos
compararam utilidade de B1 e o fragmento de 529 pb, um gene alvo presente em
200 a 300 copias por célula, para o desenvolvimento de testes de PCR sensiveis e
especificos para Toxoplasma gondii (Homan et al. 2000). A maioria dos estudos
relataram um melhor desempenho de PCR utilizando o 529 bp fragmento, enquanto
outros ressaltam que o B1 produz uma maior sensibilidade e especificidade (Homan
et al,. 2000; Jones et al., 2000, Saadatnia & Golkar, 2012).

Outro alvo molecular também amplamente utilizado € o gene P30, que se
encontra representado em copia Unica, codificando o principal antigeno de superficie
do protozoario. Diferentes pares de iniciadores foram igualmente propostos para
esse gene. Na literatura, protocolos que empregam a PCR convencional (qualitativa)
para a deteccdo de genes em cOpia unica, como o gene P30, parecem menos
sensiveis no diagnostico do protozoario (Jones et al., 2000; Kompalic-Cristo et
al.,2005).
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PCR em tempo real que combina os passos de amplificacdo e deteccédo do
produto de PCR em uma Unica fase parece aumentar a sensibilidade e
especificidade no diagnéstico. Essa técnica facilita a medicdo quantitativa de
parasitos em fluido amniotico, o que pode ser (til na correlacdo com 0s sintomas

clinicos e o impacto do tratamento (Homan et al., 2000).

1.5.2 Deteccéo de anticorpos (Ac) anti-T. gondii

O exame sorologico tem sido muito utilizado como ferramenta de diagnostico,
no entanto, os resultados devem ser cuidadosamente interpretados. A maioria dos
gatos infectados soroconvertem trés semanas ap0s o0 inicio da infeccdo e
possivelmente ja tenha terminado o periodo de eliminacdo de oocistos. Por conta
desse aspecto, 0 uso de sorologia em gatos domésticos como um indicador de risco
de exposicdo para os seres humanos é limitada (Vollaire et al., 2005; Dubey &
Jones, 2008).

1.5.2.1 Ensaio imunoenziméatico

A técnica laboratorial mais comumente utilizada para diagnostico de T. gondii
€ 0 ensaio imunoenzimético (EIA), dentre eles tem o ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) que utiliza uma enzima conjugada a um anticorpo secundario
e o ELFA  (Enzyme linked  fluorescent assay) que combina
um imunoensaio enzimatico com uma reacdo que resulta em fluorescéncia. Ambos
detectam a presenca de anticorpos, principalmente IgG e IgM especificos para o
parasito T. gondii em amostras séricas. Ensaios imunoenziméaticos sdo Uteis como
testes de triagem rapido e de baixo custo. Esses foram melhorados ao longo dos
anos, para evitar resultados falsos positivos e falsos negativos. Nao ha padronizacéo
dessas técnicas quanto a qualidade do antigeno utilizado, determinando elevada
variabilidade nos resultados obtidos com os diferentes kits e/ou em diferentes
laboratorios (Pfrepper et al., 2005; Saadatnia & Golkar, 2012).
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1.5.2.2 Hemaglutinacao indireta (HAI)

Baseia-se na capacidade dos anticorpos em reconhecer antigenos de T.
gondii acoplados a eritocitos. Os eritrocitos acoplados ao complexo antigeno-
anticorpo se depositam sob a forma de véu no fundo do poco da microplaca. A
presenca de anticorpos IgM, caracteristicos do periodo agudo da parasitose sao
investigados, empregando-se tratamento com 2-mercaptoetanol (2-ME). Nos soros
com IgM tratados com 2-ME, se observa queda do titulo em pelo menos duas
diluicbes quando comparados com 0S mMesSmMOS SOros sem tratamento prévio
(Wiener, 2000).

1.5.2.3 Técnica de aglutinacdo modificada (MAT)

Atualmente tem sido realizado, com grande frequéncia, o teste de aglutinacao
modificada ou microaglutinacdo (MAT), que surgiu de uma modificacdo na técnica
de aglutinacéo realizada por Desmonts e Remington (1980). Seu fundamento é o
uso de antigenos fixados em formalina produzido pela inoculagdo da cepa RH
(gendtipo 1) e TG180 células sarcomatosas murino (ATCC CCRFS-180 II) em
camundongos Swiss fémeas. Os soros a serem testados séo diluidos em uma placa
de microtitulacdo e posteriormente coberta com fita adesiva transparente e
incubadas a 37 °C durante 12 horas. Os resultados séo definidos de acordo com as
caracteristicas apresentadas, no qual um depdsito em forma de botéo da suspensao
do parasito na parte inferior do poco € interpretado como uma rea¢do negativa, e
tapete completo de organismos aglutinados é considerado positivo (Canon-Franco et
al., 2003).

1.5.2.4 Reacgao de Imunofluorescéncia indireta (RIFI)

A técnica de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem como objetivo
determinar a presenca de anticorpos especificos para T. gondii, por meio de
fluorescéncia. As amostras de soro séo diluidas em série e incubadas com o
taquizoito inativado fixado a uma lamina de vidro. Os anticorpos presentes no soro
se ligam ao parasito sendo, em seguida, o complexo antigeno-anticorpo detectado
com imunoglobulinas secundarias marcadas com isotiocianato de fluoresceina. A

leitura das amostras € considerada subjetiva, dependente da interpretacdo do
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observador, realizada em microscopio de imunofluorescéncia. Resultados falsos
positivos podem ocorrer com soros que contém anticorpos antinucleares e fator
reumatdéide no caso de humanos, e ainda, resultados falsos negativos para IgM
podem ocorrer devido ao bloqueio por excesso IgG especifico (Uchba et al., 1999;
Saadatnia & Golkar, 2012).

1.6 Epidemiologia

1.6.1 Transmissao

Todas as formas evolutivas de T. gondii sdo infectantes para ambos os tipos
de hospedeiros, definitivos e intermediarios. Os oocistos e cistos estdo associados a
transmissao da toxoplasmose adquirida e os taquizoitos sdo os responsaveis pelos
casos de transmisséo congénita (Amendoeira et al., 1995).

Os felideos que s&@o os hospedeiros definitivos se infectam principalmente
guando ingerem o cisto com bradizoito de T. gondii no tecido dos hospedeiros
intermediarios, como roedores e aves ou por ingestdo de oocistos (Elmore et al.,
2010). No entanto, os hospedeiros intermediarios que sdo as aves e 0os mamiferos,
incluindo os felideos, se infectam por via oral, transfusdo sanguinea, transplante de
orgaos, transmissdo acidental por auto-inoculacdo em laboratério e por transmissao
transplacentéria (Amendoeira, 1995; Robert-Gangneux & Dardé, 2012).

A infeccdo por via oral pode ocorrer pela ingestdo de: oocistos contidos no
solo de jardins, caixas de areia, latas de lixo ou alimentos contaminados; cistos com
bradizoitos em carne crua ou mal cozida ou taquizoitos em leite contaminado. A
presenca de taquizoitos de T. gondiino sémem e no leite ndo pasteurizado
demonstra mais uma via de transmissdo, porém sao consideradas fontes raras de
infeccéo (Dubey, 1994; Spalding et al., 2005; VanWormer, et al., 2013).

A transmissao transplacentaria pode ocorrer quando a gestante, em qualquer
fase da gravidez adquire a parasitose pela primeira vez, apresentando infeccéo
aguda (Hill et al., 2005). As condi¢des de infeccao para o feto séo a transplacentaria,
guando a gestante tem a toxoplasmose na fase aguda e transmite o parasito ao feto
pela placenta e o rompimento de cistos no endométrio, devido a distensdo mecanica

ou acao litica das vilosidades coribnicas da placenta, assim os bradizoitos séo
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liberados, transforman-se em taquizoitos e penetram no feto (Costa, 2007) (Figura
3). O transplante de oOrgdos soélidos também pode ser uma fonte de infeccao
importante, pois 6rgdos de doadores com cistos de T. gondii, podem ser transmitidos
para um destinatario imunossuprimido que possivelmente desenvolverd a doenca
(Fernandez-Sabe & Cervera, 2012).

~N
= - \ " {caca)
Propagacao do oocisto ;. - :
= g
o (caga)

Figura 3 Fontes de infeccdo por T. gondii de origem alimentar e ambiental. (Fonte: Robert-
Gangneux & Dardé, 2012).

1.6.2 Fatores deriscos

Segundo a definicdo do Ministério da Saude, fatores de riscos sao condicdes
que predispéem um individuo a desenvolver uma determinada doenca. Podem ser
genéticas, comportamentais, sociais, culturais ou ambientais. Os fatores de riscos
podem ser classificados em ndo modificaveis nos quais se destacam sexo, idade e

heranca genética e comportamentais tais como tabagismo, alimentacao, atividade
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fisica, consumo de alcool e outras drogas. Um determinado fator pode ser
classificado como potencialmente de risco em uma situagcao e protetor em outra,
dependendo da relacdo estabelecida entre as variaveis individuais e o contexto

socioambiental (Brasil, 2012).

1.6.2.1 Fatores de risco associado ao agente

Bradizoitos resultam da conversao de taquizoitos numa fase em divisao lenta,
devido seu metabolismo latente e bem adaptados para a sobrevivéncia em longo
prazo. Cistos contendo bradizoitos séo resistentes a quimioterapia, permanecem
viaveis a 60°C durante cerca de 4 minutos e a 50° C durante cerca de 10 minutos e
ainda resistem a pepsina do acido gastrico, o que permite a sua transmissao atraves
da ingestédo (Robert-Gangneux & Dardé, 2012).

A parede do oocisto € uma estrutura de multiplas camadas extremamente
robusta para proteger o parasito de danos mecanicos e quimicos. Ela permite que o
parasito sobreviva por longos periodos, até mais de um ano, em um ambiente
umido. Oocistos exibem uma notavel resisténcia a varios procedimentos de
inativacdo e especialmente para reagentes quimicos incluindo detergentes ou
solucdes desinfetantes tais como soluc¢des de hipoclorito de sédio. Devido a isso, 0s
oocistos de T. gondii podem contaminar a agua ou alimentos (Dubey et al., 1998Db,
VanWormer, et al., 2013).

A variabilidade genética, também tem sido vista como um fator de risco do
agente. Ela foi classificada a partir do polimorfismo de fragmentos do DNA gerados
com enzimas de restricdo (Restriction Fragment Lenght Polymorphism ou RFLP) que
distingue trés principais genétipos, ou linhagens clonais, conhecidas como cepas
dos tipos |, 1l e lll, que podem infectar tanto os animais como o ser humano (Howe et
al., 1995). As infec¢des de maior gravidade séo ocasionadas normalmente pela cepa
| devido a capacidade de interferir na resposta imune do hospedeiro. J4 as cepas do
tipo Il ndo exercem a capacidade de reprimir a resposta do hospedeiro, e sim induzir
a uma resposta imune rapida, garantindo assim a sobrevivéncia tanto do hospedeiro
como do parasito, resultando na converséo bradizoito e no encistamento (Howe et
al., 1995; Pena, 2004).
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1.6.2.2 Fatores de risco associado ao hospedeiro

1.6.2.2.1 Hospedeiro definitivo

O gato domeéstico é da familia Felidae e possui o nome cientifico Felis
silvestris catus ou somente Felis catus. O Felis silvestris, de onde o gato doméstico é
descendente, é classificado como uma espécie politipica, ou seja, originada de
algumas outras espécies que cruzaram entre si (Driscoll et al., 2007).

A domesticacdo des Felis catus se deu apos os humanos mudaram de vida
ndmade para assentamentos permanentes. Por necessidade, teve um aumento na
agricultura e consequentemente o acumulo de grdos, atraindo ratos e outros
roedores. Perante a isso, 0os gatos foram vistos como os animais "domesticados”
mais provaveis de cacar e controlar a populacédo de roedores (Driscoll et al., 2007).
O termo gato feral refere-se a animais domésticos que retornaram ao estado
selvagem em ambientes com pouco contato humano. Geralmente surgem de duas
situacdes: animais domésticos de rua adaptados para viver por conta prépria ou
animais de estimagcdo (domiciliados) desabrigados, perdidos ou abandonados
(Driscoll et al., 2009).

Por serem carnivoros de médio porte, normalmente pesam entre 3,3 e 4,5 kg
e medem entre 73 a 79 cm de comprimento. Um animal adulto pode comer 5 a 8%
do seu peso corporal por dia. No entanto, uma fémea amamentando pode consumir
20% do seu préprio peso e um gato jovem 9,5% do seu peso A dieta desses animais
inclui insetos, como abelhas e gafanhotos, roedores, anfibios, répteis, e as aves que
fazem seus ninhos no chao se tornando particularmente mais vulneraveis (Wills &
Wolf, 2000).

A maturidade reprodutiva nas gatas € alcancada entre 4 a 12 meses de idade,
mas alguns fatores podem interferir como: a raca (pelo curto entra no cio mais cedo
do que pelo longo), a estacédo do ano (dias mais longos) e a condi¢édo corporal (pelo
menos 2,3 kg). Seu sistema reprodutor é classificado como poliéstrico sazonal de
dias longos, contudo em regides proximo a linha do Equador a sazonalidade néao
acontece, resultando em ciclo estral o ano todo. Ao todo essas fémeas tém 2 a 3
estacdes reprodutivas por ano (Burke, 1975; Toniollo et al., 1995).

Os gatos tém o habito de defecar e enterrar suas fezes em terra fofa ou areia,

gue por serem consistentes podem permanecer meses no local. No caso de fezes
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com oocisto de T. gondii, essas necessitam permanecer no ambiente, para esporular
e se tornarem infectantes (Galvao et al., 2014). Por causa de seus cuidadosos
hébitos de limpeza, o material fecal geralmente ndo é encontrado na pelagem
desses animais, com isso a possibilidade de transmisséo para seres humanos pelo
ato de tocar ou acariciar um gato é minima ou inexistente (Bresciani et al., 2013).

Um estudo realizado em gatos domésticos no México correlacionou
caracteristicas do animal e seus habitos como possiveis fatores de risco a infeccéo
(sexo, idade, dieta, de caca, de condicdo corporal, e numero de gatos por familia).
Seus resultados mostraram associacdo de gatos positivos para toxoplasmose com a
mé condi¢do corporal e a presenca de mais de um gato em casa. Apesar de espera-
Se que 0s gatos que tém acesso as ruas sejam mais propensos a cacar e se tornem
infectados com T. gondii, ndo foi encontrada associagao entre os gatos que tinham
acesso as ruas e a cacga, do que aqueles mantidos dentro de casa. As demais
variaveis como sexo e tipo de dieta ndo apresentaram associacdo com gatos
infectados com T. gondii (Castillo-Morales, et al. 2012).

O estado corporal é utilizado como um indicador indireto de nutricdo em
pequenos animais e pode ser correlacionado ao estado imunolégico do animal. Os
gatos com doengas imunossupressoras e ma condi¢cdo corporal sdo aqueles que
sofrem com reativacdo da infeccdo por T. gondii. Deste modo, 0 aumento da
susceptibilidade a doencas e periodos mais longos de parasitemia, incluindo as
causadas por protozoarios leva a quadros importantes da doenca (Lappin, et al.,
1992).

Outro fator importante sdo as regides com alta densidade de aves ou
roedores infectados, que representam risco de infeccdo para os gatos errantes ou
com livre acesso a rua, que podem cacar esses animais como fonte de alimento
(Tenter, et al., 2000).

1.6.2.2.2 Hospedeiro intermediéario

Diversos fatores podem estar envolvidos na infeccdo humana por T. gondii,
como: consumo de carnes cruas ou mal cozidas, faixa etaria, renda per capita e grau
de escolaridade do paciente; presenca de gatos peridomiciliados; habito de ingerir
verduras e legumes crus; agua nao tratada e habito de lidar com terra ou areia
(Spalding et al., 2005; Schnell, 2011).
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O risco de transmissdo associado a ingestdo de carne varia entre 0s
diferentes paises de acordo com os hébitos alimentares locais e com a prevaléncia
da doenca entre os animais criados para consumo (Millar et al.,, 2008; Robert-
Gangneux & Dardé, 2012). Em um estudo multicéntrico na Europa, verificou-se que
0s principais fatores de risco para a infeccdo em gestantes foram o consumo de
carne crua ou mal cozida em 30 a 63% dos casos de infec¢cdo, enquanto o contato
com o solo representou de 6 a 17% dos casos (Cook et al. 2000).

As condicbes socio-econdmicas e habitos de higiene estdo fortemente
relacionados quando avaliados como fatores de risco para toxoplasmose. Visto que
comunidades mais pobres apresentam reduzidos niveis de condi¢Bes sanitarias, o
que favorece a contaminacao de agua e alimentos com o parasito (Schnell, 2011). O
risco de adquirir 0 oocisto através da remocéao das fezes de caixa de areia € minimo
guando medidas de higiene sdo adotadas, tais como uso de luvas, pas e mascaras.
A limpeza das caixas de areia deve ser feita diariamente para evitar que o oocisto de
T. gondii, que eventualmente tenha sido liberado nas fezes, esporule e torne-se
infectante (Dubey et al., 1998a).

Profissionais que manipulam gatos ndo apresentam maiores riscos de
infecgcdo do que os demais. No entanto pessoas que trabalham com o solo, como
jardinagem, tem maior risco de contato com oocisto e devem calcar luvas para se
protegerem de patdégenos presentes no solo e realizar a lavagem de maos apos o
contato com o solo (Spalding et al., 2005; Dabritz & Conrad, 2010).

1.6.2.3 Fatores de risco associado ao ambiente

A contaminacdo ambiental por oocistos vem ganhando destaque como
importante forma de transmissdo da toxoplasmose. Um unico felideo pode liberar
mais de 100 milhdes de oocistos ndo esporulados (Dubey, 2010). Condicbes de
umidade podem aumentar o tempo de viabilidade dos oocistos, 0 que possivelmente
explica a alta prevaléncia em paises tropicais (Frenkel et al., 1970; Gomez-Marin et
al., 2011). Os oocistos sao resistentes a condicdes ambientais adversas. Eles
permanecem viaveis em um ambiente imido por mais de um ano e sob condicdes

laboratoriais podem sobreviver a 4° C durante até 54 meses, a -10° C durante 106
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dias e a 35 °C e 40°C durante 32 dias e 9 dias, respectivamente (Dubey, 1998a;
Tenter et al., 2000).

Na &gua, o oocisto permanece viavel por longo tempo e pode resistir ao
congelamento e moderadamente altas temperaturas. Eles ndo sdo mortos por
tratamentos quimicos e fisicos que sao atualmente aplicados em estacdes de
tratamento de agua, incluindo a cloracao e tratamento com oz6nio (Dumetre et al.;
2008). A contaminacdo de reservatorios municipais de agua por fezes de felinos
infectados e eliminando oocistos de T. gondii pode levar a surtos ou epidemias.
(VanWormer, et al.,, 2013). Surtos que envolveram grande numero de pacientes
foram associados com a contaminacdo de reservatorios de agua de abastecimento,
tais como os descritos em Victoria, British Columbia, Canada por Aramini, et al.
(1999); em Santa Isabel do Ivai, Brasil por FUNASA (2002) e Dias & Freire, (2005). e
em Coimbatore, india por Balasundaram et al. (2010). Agua e solo contaminados de
forma geral podem atuar como veiculos transferindo oocistos para legumes e frutas
(Robert-Gangneux e Dardé 2012). Em varios estudos de fatores de risco, 0 consumo
alimentos crus contaminados como verduras ou frutas foram associados como forte

fator de risco para infeccao de T. gondii (Spalding et al., 2005).

1.6.3 Soroprevaléncia de T. gondii em gatos domésticos

A literatura tem mostrado que a soroprevaléncia de T. gondii em gatos varia
conforme a area geogréfica estudada, habitos populacionais, clima predominante na
regido, niumero de amostras analisadas e as técnicas soroldgicas utilizadas para o
diagnéstico da parasitose (EImore, et al., 2010). Caracteristicas peculiares dos gatos
também podem influenciar diretamente na prevaléncia de T. gondii. Gatos que tem
acesso a rua se expdéem mais a infeccdo, pois podem cacar 0s hospedeiros
intermediéarios. A idade também € um fator de risco importante para os felinos, pois
guanto mais senil o animal mais tempo foi a exposicdo desses animais as estruturas
infectantes (Hiil & Dubey, 2005).

A soroprevaléncia da infeccdo por T. gondii nas populacdes de gatos do
mundo possui variacdo de 4,5% (Gauss, et al., 2005) a 91,8% (Castillo-Morales et
al., 2012) e no Brasil de 5,6% (Bastos, et al., 2014) a 59,3% (Costa et al., 2012).
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1.6.3.1 Soroprevaléncia Mundial

Em um estudo realizado na China, 42 gatos de rua, aparentemente saudaveis
de duas provincias distintas Henan e Zhejiang foram submetidos a eutandsia para
obtencéo de soro, fezes e tecidos. As amostras de soro foram testadas pela técnica
de aglutinacdo modificada (MAT) com o ponto de corte 1:25, na qual 50% dos
animais foram considerados positivos para anticorpos anti-T. gondii (Yang et
al.,2015). Também na China, Wang et al. (2012) pesquisaram a presenca de
anticorpos anti-T. gondii em amostras de 145 animais de rua e abandonados de seis
gatis publicos em Xangai. A pesquisa de anticorpos ocorreu por meio do ensaio
imunoenzimético ELISA e captura de antigeno (ELISA-CA). Além dessas avaliagdes,
35 amostras foram escolhidas aleatoriamente para realizagdo da PCR. As taxas
positivas para anticorpos, antigenos circulantes e DNA de T. gondii foram 11,7%,
5,5% e 5,7%, respectivamente (Wang et al., 2012).

No Japao foi realizado um inquérito no periodo de 1994 a 1999, com um total
de 1.447 amostras de soro de gatos oriundos de 24 hospitais veterinarios
particulares distribuidos em 17 prefeituras de Hokkaido. Tais amostras foram
analisadas para determinar a soroprevaléncia para Bartonella henselae, virus da
imunodeficiéncia felina (FIV), virus da leucemina felina (FeLV) e T. gondii. A
pesquisa de anticorpos anti-T. gondii foi feita pela técnica de aglutinacdo de latex
(LAT) comercial (ponto de corte = 1:64), no qual a taxa de sororreagente foi de 5,4%
dos gatos examinados (Maruyama et al., 2003).

O sistema de vigilancia de doengas zoonéticas do exército dos Estados
Unidos e Controle de animal feral desenvolveu um trabalho em vérias bases
militares americanas em todo o Iraque. Foram obtidas 207 amostras de sangue dos
gatos errantes, que foram testadas pela técnica de LAT (ponto de corte = 1:32), na
qual verificou-se uma positividade de 30,4% dos animais (Switzer et al., 2013).

No Ird, Akhtardanesh et al. (2010) realizaram uma pesquisa com 70 gatos
errantes e 70 gatos domiciliados para determinar a soroprevaléncia do FelLV, FIV
e T. gondii. Os soros foram testados para anticorpos anti-T. gondii especificos I1gG
pela técnica de MAT. Titulos = 1:20 foram considerados positivos, sendo
evidenciada uma prevaléncia geral de 32,1%. Destes 34,2% para gatos domiciliados

e 44,2% em vida livre, respectivamente. Outro estudo também realizado com
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populacdo de gatos errantes foi feito na area metropolitana de Banguecoque, na
Tailandia, com 592 gatos. Foram detectados anticorpos anti-T. gondii em 11% pela
técnica de LAT, que considerou positivas as amostras com titulos = 1:64
(Jittapalaponga et al., 2007).

Em Barcelona, na Espanha, 220 gatos foram testados pela MAT, tendo
resultado positivo (21:25) em 45% (Gauss et al., 2003). Também utilizando a técnica
MAT, foram testadas 215 amostras de gatos domésticos oriundos de Lisboa,
Portugal. Dessas amostras, 20,5% tinham titulos iguais ou superior a 1:40 sendo
considerado positivas (Esteves et al., 2014).

Na Holanda, ao analisar 450 amostras de gatos atendidos em clinicas
veterinarias, por meio de ELISA, pode-se observar uma soroprevaléncia de 18,2%
(Opsteegh et al.,2012). Ja em Lyon, na Franca, Afonso et al. (2006) realizaram uma
pesquisa longitudinal no periodo de 1993 a 2004 com objetivo de verificar a
transmissdo de T. gondii em uma populacdo de gatos errantes distribuidos em todo
o terreno de um hospital. Os animais foram capturados duas vezes por ano e suas
amostras foram diagnosticadas pela MAT, na qual foram consideradas positivas
titulacdes =21:40. Durante o estudo, o tamanho da populac¢do variou entre 37 a 94
gatos, com variacdes estatisticamente significativas. A positividade foi observada em
56 dos 301 gatos testados, tendo uma prevaléncia geral de 18,6% e uma incidéncia
de 0,169 infeccbes de gato por ano. Nesse estudo foi considerado como
soroconversao os casos de animais com menos de seis meses de idade positivos na
primeira amostra e aqueles animais que foram negativos na primeira amostra e
positivos na segunda. Perante a isso, registrou-se soroconversdo em 60 gatos
errantes.

Cerro, et al. (2014), analisaram por meio da técnica HAI, 154 amostras de
soro de gatos atendidos em clinicas veterinarias da regido metropolitana de Lima,
Peru, obtendo uma soroprevaléncia de 11%. Na Colombia, foi observada uma
prevaléncia de 45,2% em 170 amostras de gatos oriundos de gatis publicos (Dubey
et al., 2006). Neste estudo, as amostras foram diluidas a partir de 1:10 e todos o0s
titulos obtidos na MAT foram registrados. Os autores optaram por considerar todas
as diluicbes positivas devido a falta de determinacdo de um ponto de corte
especifico para diagndstico em gatos. De forma geral, foi considerado o ponto de

corte 1:20 na MAT o mais especifico para infeccdo por T. gondii. Com isso ao
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desconsiderarmos as amostras com titulos de 1:10 ou menos como nao-especifico,
a soroprevaléncia foi de 32,3% (52 de 170 gatos).

Um estudo transversal realizado no México, na cidade de Mérida, foram
examinadas 220 amostras de gatos domiciliados, por meio do teste de ELISA
indireto e PCR. A prevaléncia sorologica de T. gondii foi de 91,8% e 75,5% para IgG
e IgM, respectivamente e de 79% na PCR (Castillo-Morales et al., 2012) Ja nos
Estados Unidos, 232 gatos atendidos no hospital de ensino do Colégio Regional
Virginia-Maryland de Medicina Veterinaria participaram da pesquisa de anticorpos
para toxoplasmose por meio de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI).
Desses 232 gatos, 36 eram portadores de doenca renal crénica (DRC). Os
anticorpos para T. gondii foram encontrados em 63 amostras, que incluiu 10 dos 36
gatos com DRC. A prevaléncia de anticorpos em gatos com DRC nédo foi
significativamente diferente da prevaléncia dos ndo portadores de DRC (Hsu et al.,
2011). Segue abaixo um quadro panoramico da prevaléncia de T. gondii nesses

paises (Quadro 1).

Quadro 1 Soroprevaléncia da toxoplasmose em gatos domésticos no Mundo, segundo
alguns artigos da literatura, de acordo com a regido estudada, procedéncia do animal,
ndmero de amostras e técnica realizada.

LOCAL | PROCEDENCIA PREVALINCIA | TECNIcA REFERENCIA
CHINA Domiciliados (21/42) 50% MAT Yang et al.,2015
CHINA Gattil publicoe (17/145) 11,7% ELISA Wang et al.2012
errantes
JAPAO Domiciliados (78/1447) 5,4% LAT Maruyama et al., 2003
IRAQUE Errantes (63/207)30.4% LAT Switzer et al., 2013
IRA Errantes e 39,3% MAT | Akhtardanesh etal, 2010
domiciliados
TAILANDIA Errantes (65/592) 11% LAT Jittapalaponga et al., 2007
ESPANHA Domiciliados (99/220) 45% MAT Gauss et al., 2003
LISBOA Domiciliados (44/215) 20,5% MAT Esteves et al., 2014
HOLANDA N&o informada (91/450) 20,2% ELISA Opsteegh et al., 2012
FRANCA Errantes (56/301) 18,6% MAT Afonso et al, 2006
PERU Domiciliados (17/154) 11% HAI Cerro et al., 2014
COLOMBIA Gatil publico (77/170) 45,2% MAT Dubey et al., 2006
c - (220) 75.5% (IgM) Castillo-Morales et al.,
MEXICO Domiciliados 91,8% (IgG) ELISA 2012
EUA Domiciliados (63/232) 27% RIFI Hsu et al., 2011
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1.6.3.2 Soroprevaléncia no Brasil

No arquipélago de Fernando de Noronha, no estado de Pernambuco uma
pesquisa foi desenvolvida, na qual foram analisadas 764 amostras de sangue
coletadas de 533 animais domésticos e 231 silvestres. Os soros foram testados pela
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) com ponto de corte 1:16 ou com o teste
de aglutinacdo modificada (MAT) utilizando um ponto de corte 1:25, ou por ambas as
técnicas. A soroprevaléncia geral foi de 49,5% nos animais domésticos e de 73,6%
nos selvagens. Um total de 118 gatos domeésticos foram submetidos a coleta de
sangue, destes 48 estavam em vida livre e 70 eram domiciliados. Os anticorpos para
T. gondii foram encontrados em 59,3% dos gatos, sendo 66,6% nos gatos em vida
livre na técnica de MAT. J& nos gatos domiciliados, no qual amostras de soro de 25
animais foram examinadas somente na RIFI e 45 somente na MAT, observou-se
72% de positividade na RIFI e 44,4% na MAT (Costa, et al., 2012).

Duzentos gatos domiciliados com acesso a rua, de Sdo Luis (MA), foram
testados sorologicamente pela técnica de RIFI para anticorpos de IgG anti-T.
gondii e anti-Neospora caninum . Os titulos de anti-T. gondii variaram de 1:40
(ponto de corte) a 1:2560. Deste modo, verificou-se 73,3% de positividade somente
para T. gondii e 26,7% reativos para ambos os parasitos (Braga, et al., 2012).

Netto et al. (2003) estudaram um grupo de 41 gatos cativos oriundos do
Centro de Controle de Zoonoses e Doencas Vetoriais da Cidade de Niter6i-RJ, com
um dos objetivos de verificar a presenca de anticorpos anti-T. gondii utilizando os
métodos sorolégicos de Hemaglutinacao Indireta (HAI) e Enzyme Linked Fluorescent
Assay, ELFA (Elfa- Toxo-Vidas). No método ELFA, apenas um animal foi positivo
para IgM, ja no HAI oito animais apresentaram resultado positivo e um fracamente
positivo, tendo o resultado geral de 24,39%.

Durante o ano de 2003, 237 gatos errantes capturados pelo Centro de
Controle de Zoonoses de 15 municipios do Estado de Sédo Paulo, foram testados
sorologicamente pela técnica MAT. Os gatos com titulacdo igual ou maior que 1:25
foram considerados positivos. Nesta condi¢do foi encontrada a soroprevaléncia de
35,4%, na qual 83,3% dos gatos (70/84) tinham titulos entre 25 a 800, e 16,7%
(14/84) apresentaram titulos entre 1600 a 12800. A técnica de bioensaio em
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camundongos foi realizada com tecidos de 71 dos 84 gatos soropositivos, tendo
como resultados 47 isolados (Pena, et al., 2006).

No mesmo ano, outro estudo com gatos cativos de Centro de Controle de
Zoonoses também foi realizado em Sao Paulo, no municipio de Aracatuba. O grupo
experimental foi composto por 400 gatos de ambos os sexos, de diferentes racas e
idades. As amostras desses animais foram analisadas pela técnica de RIFI para
anticorpos anti-T. gondii, tendo como resultado reagente (RIFI 264) em 25% dos
animais, com titulos variando de 64 a 4096 (Bresciani_et al., 2007). Ja no ano de
2011, 70 gatos domiciliados (48 de area rural e 22 de area urbana) do interior de
Séo Paulo foram diagnosticados para T. gondii por meio da RIFI (ponto de corte:
264). Desde modo obteve-se uma prevaléncia geral de 15,7%, sendo 10,4% e
27,2% de area urbana e rural respectivamente (Coelho, et al., 2011).

Um grupo de pesquisadores acompanhou, durante trés anos (2002 a 2004),
gatos errantes do parque do zooldgico do Rio de Janeiro, com propésito de avaliar
as condicbes de saude dos animais, controlar os possiveis patéogenos que
circulavam nas colbnias de gatos e realizar controle populacional. Um total de 75
gatos foram capturados, destes 44 foram examinados apenas uma vez, 14 animais
duas vezes, e 17 animais trés vezes. As amostras obtidas foram testadas para T.
gondii por meio da técnica de HAI. Os anticorpos anti-T. gondii foram detectados na
maioria dos animais em todos 0s anos, com a maior taxa de prevaléncia em 2002
(92,1%), seguida por 2003 (63,1%) e 2004 (60,6%) (Mendes-de-Almeida et al.
2007).

Gatos domiciliados oriundos da regiao metropolitana do Rio de Janeiro foram
submetidos a testes para determinacdo da frequéncia sorologica. Totalizarando 154
amostras de soro analisadas por meio da técnica de HAI tendo uma frequéncia
sorolégica de 10,3% (Temoche, 2012). Na mesma regido, também utilizando a
técnica de HAI, Bastos et al. (2014) estimaram a soroprevaléncia de apenas 5,6%
em 108 gatos domésticos. Felinos domiciliado com esporotricose, da regido
metropolitana do Rio de Janeiro, foram testados pelas técnicas de HAI (ponto de
corte de 216) e RIFI (ponto de corte de 264) para verificar a frequéncia de
coinfeccdo com T. gondii. Do total de 213 animais, 6,6% foram positivos nas duas
técnicas, pois houve uma concordéncia entre as técnicas de 100% (Barros et al.,
2015).
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No sul do Brasil, em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, pesquisadores com
objetivo de contribuir para um melhor entendimento do panorama da toxoplasmose
felina, realizaram um estudo em 245 gatos domiciliados. A deteccéo de anticorpos
anti-T. gondii, nas amostras de soros coletadas entre 2006 a 2007, As prevaléncias
obtidas foram de 26,9% e 37,9%, pelas técnicas de HAI e RIFI, respectivamente
(Pinto, et al., 2009). Ainda no sul do Brasil, em Lages - Santa Catarina, um grupo de
300 gatos domiciliados foi testado pela técnica de RIFI e se obsevou que 43
(14,33%) animais eram soropositivos para T. gondii (ponto de corte 264) (Rosa, et
al., 2010). Em Curitiba, Parana, de 282 amostras de gatos domiciliados analisadas,
46 (16,3%) foi positivo na RIFI para T. gondii (ponto de corte 21:16). Entre as
amostras positivas, o titulo 1:64 foi o mais frequente (23/46; 50%), e somente um
gato novo tinha um titulo para 1024 (Cruz, et al., 2011). As frequéncias de T. gondii
em diferentes populacfes de gatos no Brasil segue resumida no quadro abaixo
(Quadro 2).

Quadro 2 Soroprevaléncia da toxoplasmose em gatos domésticos no Brasil, segundo
alguns artigos da literatura, de acordo com a regido estudada, procedéncia do animal,
ndmero de amostras e técnica realizada.

LOCAL PROCEDENCIA PREC\;/QIFEEEICIA TECNICA REFERENCIA
FERNANDO
DE Errantes e domiciliados (70/118) 59,3% MAT/RIFI Costa et al., 2012
NORONHA
MA Domiciliados (101/200) 50,5% RIFI Braga et al., 2012
RJ Gatil pablico (10/41) 24,4% HAI/ELFA Netto et al., 2003
SP Gatil pablico (84/237) 35% MAT Pena et al., 2006
SP Gatil pablico (100/400) 25% RIFI Bresciani et al., 2007
SP Domiciliados (12/70) 15,7% RIFI Coelho et al., 2011
2002: (35/38) 92,1%
2003:(30/47) 63,1% Mendes-de-Almeida et
RJ Errantes 2004:(20/33) 60,6% HAI al., 2007
RJ Domiciliados (16/154) 10,3% HAI Temoche, 2012
RJ Domiciliados (6/108) 5,6% HAI Bastos et al., 2014
RJ Domiciliados (14/213) 6,6% HAI/RIFI Barros et al., 2015
. (66/245) 26,9% ;
RS Domiciliados (93/245) 37.9% HAI/RIFI Pinto et al., 2009
SC Domiciliados (43/300) 14,33% RIFI Rosa et al., 2010
PR Domiciliados (46/282) 16,3% RIFI Cruz et al.,, 2011
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1.6.4 Prevaléncia de oocistos com morfologia compativel com T. gondii em

amostras fecais

Felideos sdo os Unicos animais capazes de eliminar oocisto de T. gondii em
suas fezes. Tal fendmeno, normalmente ocorre 10 dias apds se infectarem.
Geralmente, esta eliminacdo dura de 1 a 2 semanas (Dubey e Frenkel, 1972). As
chances de se encontrar 0s oocistos nas fezes de um gato sdo consideradas baixas
(Jones e Dubey, 2010).

1.6.4.1 Prevaléncia mundial

Em Pequim, na China, 23 amostras de fezes foram obtidas no periodo de
2009 a 2010 a partir de gatos errantes. Esses animais foram submetidos a eutanésia
e tiveram o conteudo fecal recolhido. As amostras foram processadas pela técnica
de flutuacdo em solucéo saturada de sacarose. Ao final ndo foi identificado oocistos
com morfologia compativel a T. gondii no material fecal dos animais (Qiana et al.,
2012).

Ainda no continente asiatico, mais precisamente em Jerusalém, Israel, um
estudo em busca de um método alternativo para a deteccao de T. gondii nas fezes
de gatos foi feito em 122 amostras. Sendo assim, foram realizadas as técnicas de
flutuagdo em solugéo de sacarose e a PCR do DNA extraido das fezes. Do total de
amostras, apenas 11 foram positivas na PCR enquanto que nenhum oocisto foi
detectado pela microscopia (Salant et al., 2007).

Na Europa, um estudo feito com 3167 gatos na Alemanha, no periodo de
1999 a 2002, verificou as prevaléncias de infecgcbes por endoparasitos. Nas
amostras de fezes de gatos domésticos foram detectados 1,1% de positividade para
oocisto como morfologia compativel a T. gondii, por meio da técnica de flutuacao
(Barutzki & Schaper, 2003). Também na Alemanha, 24.106 amostras de fezes de
gatos foram submetidas a técnica de flutuacdo de sacarose. Oocistos de 9 a 15 um
de diametro com morfologia semelhante a Hammondia hammondi
e Toxoplasma gondii foram evidenciados em 74 amostras fecais (0,31%) na
microscopia. Destas, apenas 48 amostras foram isoladas por bioensaio, sendo
0,11% confirmadas como T. gondiie 0,09% como H. hammondi (Schares et al.,

2008). Ao analisar uma populacdo urbana de gatos errantes capturados entre 1993
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e 2004, na cidade de Lyon-Franca, 322 amostras de fezes foram processadas com
as técnicas de flutuagdo em solucdo de iodomercurato de potdssio, ndo sendo
detectados oocistos de T. gondii (Afonso et al., 2006).

Na Suica, um total de 252 gatos (43 gatos errantes e 208 domiciliados) teve
suas amostras de fezes examinadas por meio da técnica de flutuacdo com solucéo
de cloreto de zinco a 44% e também a flutuacdo com uma solucdo saturada de
sacarose. Em duas amostras foram detectados oocisto com diametro de 9 a 14 yum.
O diagnostico confirmatorio para T. gondii foi realizado com a PCR, que demonstrou
gque uma amostra (0,4%) era realmente positiva para T. gondii e a outra para H.
hammondi (Berger-Schoch et al., 2011). Quarenta e cinco amostras de fezes de
gatos domésticos de Lisboa foram coletadas a partir de caixas de areia e
submetidas a técnica de PCR. Resultado positivo ha PCR para oocistos de T. gondii
foi verificado em 16 amostras, dessas 10 (22,2%) tinham resultados sorologicos
negativos e seis (13,3%) positivos (Esteves et al., 2014).

No continente americano, 49 amostras fezes oriundas de gatos domésticos da
Virginia obtidos de animais domiciliados, domiciliados com acesso a rua e errantes
foram testadas pela PCR, obtendo uma prevaléncia de 6% (3/49) para T. gondii.
Neste mesmo estudo, seis resultados foram considerados falsos positivos pelo
sequenciamento (Lilly & Wortham, 2013). Gatos domésticos e selvagens de
zoologicos do oeste dos Estados Unidos também foram investigados para verificar a
prevaléncia para o oocisto de T. gondii. No total 78 amostras fecais foram
processadas por meio da técnica de flutuacdo em solucdo de sacarose e ainda
submetidas ao bioensaio. Nao foi detectado oocisto similar a Toxoplasma gondii em
nenhuma das amostras (de Camps et al., 2008). J4 na Califérnia, gatos domésticos
de gatil, atendidos em clinicas veterinarias, domiciliados e errantes foram incluidos
em um estudo, totalizando 326 animais. Estes tiveram suas amostras de fezes
testadas pela técnica de flutuacdo em sulfato de zinco, na qual obteve 0,9% de
positividade para oocistos similar a T. gondii (Dabritz et al., 2007). Na Cidade de
Panama, na Florida, Estados Unidos, um grande estudo prospectivo foi realizado
para avliar a presenca de do T. gondii na populagdo humana e também animal, além
de solo e fezes de gatos coletadas do quintal dos domicilios. Dentre as 383
amostras de fezes de gatos obtidas no estudo, apenas duas foram positivas por

bioensaio em camundongos (Frenkel et al., 1995).
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Na América do Sul, na Colémbia, gatos domésticos do centro de controle de
zoonoses foram submetidos a eutanasia. Na necropsia foram obtidos 143 contetdos
fecais de diferentes animais, que foram processados por meio da técnica de
flutuacdo em solucéo de sacarose. Em nenhum material fecal foi detectado oocistos
com morfologia compativel a T. gondii (Dubey et al., 2006). Cerro et al. (2013) ao
realizarem exames coproparasitolégico pela técnica de Faust e colaboradores em 50
amostras fecais de gatos atendidos em clinicas veterinarias na regido metropolitana
de Lima, Peru ndo observaram nenhum oocisto similar a T. gondii. Segue no Quadro
3 de forma resumida a prevaléncia de oocistos descrita.

Quadro 3 Prevaléncia de oocisto de Toxoplasma gondii no mundo, segundo alguns artigos
da literatura, de acordo com a regido estudada, procedéncia do animal, nUmero de amostras
e técnica realizada.

LOCAL PROCEDENCIA | PREVALENCIA TECNICA REFERENCIA
CHINA Errantes --- (0/23) Flutuagéo* Q'aznoi;al"
--- (0/122)-

ISRAEL N&o informada Flutuagdo Flutuagao™ e Salaggoe; o
9% (11/122)- PCR
PCR
i ~ Barutzki &
0,
ALEMANHA Domiciliados 1.1 % (35/3167) Flutuacdo Schaper, 2003
. 0,11% X Schares et al.,
ALEMANHA Domiciliados (26/24.106) Flutuacao 2008
FRANCA Errantes --- (0/322) Flutuag&o*** Afonzsgozt al.
< Errantes e 0 Flutuacdo** e | Berger-Schoch
SUIGA domiciliados 0,4% (1/252) PCR etal, 2011
PORTUGAL | Domiciliados | 35,5% (16/45) PCR ESte‘é%Sijt al,
. Lilly &
0,
EUA Domiciliados 6% (3/49) PCR Wortham, 2013
- Flutuacéo* e de Camps et
EUA Zoologico - (0/78) bioensaio al., 2008
Gatil publico, .
EUA errantes e 0,9% (3/326) Flutuacao** Dabggzoit al,
domiciliados
Gatos 0 Flutuacéo e Frenkel et
EUA domiciliados 0,5%(2/383 bioensaio al., 1995
PERU Domiciliados - (0/50) Flutuaggor | o170 & @b
A Flutuacdo* e Dubey et al.,
COLOMBIA Errantes --- (0/143) bioensaio 2006

* Flutuac&o em solucéo de sacarose
**Flutuacdo em solucéo de zinco
***Elutuacdo em solugdo de iodomercurato de potassio
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1.6.4.2 Prevaléncia no Brasil

Em um estudo de biomorfologia que analisou diariamente fezes de 50 gatos
domeésticos de Goiania, durante 20 dias, utilizando as técnicas de Willis, Faust e
colaboradores e Sheather foram diagnosticados 10 gatos com oocistos semelhantes
T. gondii (Barbosa et al, 1973).

Em Porto Alegre, RS, Chaplin et al. (1991) realizaram um estudo com 15
gatos que possuiam menos de quatro meses de idade, habitavam apartamentos e
eliminavam as suas fezes em caixas de areia. O material foi processado pelas
técnicas de flutuacdo com solucéo de sacarose, onde foram detectado oocistos com
morfologia compativel a T. gondii em 86,6%. Outro estudo realizado no municipio de
Porto Alegre, que também utilizou o mesmo método de flutuacdo, relatou
positividade de 20% (5/20) das amostras de fezes analisadas (Braccini et al. 1992).

No estado de Séo Paulo, 237 gatos errantes capturados pelo Centro de
Controle de Zoonoses de 15 municipios, foram submetidos a eutandsia e na
necropsia foi recolhido material fecal de cada animal. Estas amostras foram
processadas por meio da técnica de flutuacdo em sacarose, 0s oocistos encontrados
submetidos a esporulacdo e ao bioensaio em camundongos. A positividade foi de
1,7% para oocistos com morfologia similar a T. gondii no exame coproparasitologico,
sendo duas amostras de gatos jovens e duas de gatos adultos. Contudo, apenas em
trés amostras (1,3%) foi possivel confirmar utilizando o bioensaio a infec¢éo por T.
gondii (Pena, et al., 2006).

No Rio de Janeiro, 54 amostras fecais oriundas de gatos participantes de um
programa de castracdo foram examinadas por meio de duas técnicas de flutuacéo
com solucédo saturada de sacarose e com solucdo de sulfato de zinco. Nenhuma das
amostras analisadas foi detectada oocisto (Bastos et al., 2014). Outra pesquisa
desenvolvida na regido metropolitana do mesmo estado, também ndo obteve
resultados positivos para pesquisa de oocisto com morfologia similar a T. gondii.
Neste foram coletadas 50 amostras fecais fixadas em solucdo de Raillet & Henry,
gue foram submetidas a técnica de Faust e colaboradores (Temoche, 2012). A
frequéncia de oocistos de T. gondii e/ou com morfologia similar, descrita neste

paragrafo segue resumida no quadro 4.
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Quadro 4 Prevaléncia de oocisto de Toxoplasma gondii no Brasil, segundo alguns artigos
da literatura, de acordo com a regido estudada, procedéncia do animal, nimero de amostras
e técnica realizada.

LOCAL PROCEDENCIA | PREVALENCIA TECNICA REFERENCIA
GO Biotério - (0/50) | Flutuag&o*/=/< Barbfg?;t al
— N Chaplin et
0 *
RS Domiciliados 86,6% (13/15) Flutuacao al.. 1991
RS Domiciliados 20% (5/20) Flutuagao* Braclcggzet o
1,7%(4/237)-
Flutuacéo Flutuacao*, Pena. et al
SP Errantes 1,3% (3/237)- Bioensaio e 2006
Bioensaio e PCR
PCR
RJ Domiciliados ---(0/54) Flutuagao*/** Bastzoglit i
RJ Domiciliados ---(0/50) Flutuagao** Te;noolczhe,

* Flutuacdo em solucéo de sacarose
**Flutuagdo em solucéo de zinco
***Elutuacdo em solucdo de cloreto de sodio

1.6.4.3 Surtos de toxoplasmose com o possivel envolvimento de populacéao

de gatos domésticos

A ocorréncia de surtos de toxoplasmose néo é frequiente, isto pode ser devido
a infeccdo caracterizar-se por ser predominantemente assintomatica ou subclinica
tanto em humanos quanto em animais. Desta forma, existem dificuldades no
diagnéstico clinico, por serem seus sinais e sintomas comuns a outras afeccoes,
necessitando de confirmacao laboratorial e posterior notificagcdo (Lopes & Berto,
2012). Dentre os surtos que ocorreram no Brasil, dois deles chama a atengé&o por ter
tido o provavel envolvimento do gato, como o0 que ocorreu em Santa Isabel do Ivai,
Parana, em 2002 e Monte Dourado, Para, em 2004.

O surto de Santa Isabel do Ivai, Parana, foi o primeiro comprovadamente
causado pela agua no Brasil. Em um periodo de novembro de 2001 a janeiro de
2002, 426 habitantes apresentaram sorologia compativel com toxoplasmose aguda.
Dentre esses, sete eram gestantes, na qual uma resultou em aborto e as outras seis
tiveram os fetos infectados. Uma das criancas infectadas durante a gestacéo
apresentou alteracfes congénitas graves que levaram ao 6bito.

Além de 14 casos com alteragBes sugestivas de toxoplasmose ocular, dos
176 analisados (FUNASA, 2002; Dias & Freire, 2005). Este surto ocorreu devido a
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contaminacdo de um reservatorio de agua que abastecia a cidade. A agua era
captada em poco artesiano e ndo passava por processos de coagulacao ou filtragéo,
sendo apenas clorada. Houve relatos que um gato doméstico vivia dentro da casa
de maquinas, em cima do reservatorio, 0 mesmo apresentou sorologia positiva para
toxoplasmose. Além dos indicios epidemiolégicos que sugerem a participacdo do
gato, oocistos de T. gondii foram recuperados em uma caixa d’agua de uma escola
publica do municipio. O reservatorio apresentava varias infiltragcbes e vazamentos,
possibilitando a contaminacdo da agua com oocistos (FUNASA, 2002). Dubey et al.
(2004) ao tentar confirmar a participacdo dos gatos da regido no surto de
toxoplasmose, realizaram um estudo em 58 gatos domésticos do municipio. Os
tecidos de 54 gatos foram submetidos a bioensaio em gatos e camundongo obtendo
0 parasita isolado em 37 das amostras.

O outro surto ocorreu no Distrito de Monte Dourado, Para, no periodo de 20
de fevereiro a 10 de marco de 2004, onde inicialmente cinco funcionarios de uma
empresa multinacional produtora de celulose apresentaram os primeiros sintomas de
toxoplasmose. Com o aparecimento de outros casos semelhantes na localidade, a
empresa solicitou ao Instituto Evandro Chagas (IEC) orientacdes de como proceder.
Foram avaliados 186 individuos, destes 40 (21,5%) apresentaram perfil sorologico
de toxoplasmose aguda. A analise epidemiolégica indicou que os casos poderiam
estar vinculados a infeccdo com oocistos eliminados nas fezes dos felinos, devido a

elevada populacéo de gatos no local. (Carmo et al., 2010).

1.7 Prevencdao e controle da Toxoplasmose em gatos

Os oocistos esporulados possuem parede altamente impermeavel e, portanto,
muito resistentes a desinfetantes (Dumetre & Darde, 2003). No entanto 0s oocistos
esporulados sao facilmente eliminados dos legumes quando cozidos a 55 °C a 60 °C
por um a dois minutos (Dubey, 2010). O cozimento dos cistos sob um periodo de
tempo prolongado é necessario sob condicbes de uso doméstico, para conseguir
eliminar todos os cistos na carne. Eles normalmente sdo mortos imediatamente
guando aquecidos a 67 °C, porém ainda permanecem viaveis a 60 °C durante cerca

de 4 minutos e a 50 °C durante cerca de 10 min (Dubey et al., 1990; Jones, et.al.,
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2009; Robert-Gangneux & Dardé, 2012). Com esse mesmo intuito tém-se os
procedimentos comerciais de cura com sal, sacarose, ou baixa temperatura, mas o
tempo de sobrevivéncia de cistos no tecido varia de acordo com a concentragéo da
solucdo e a temperatura de armazenamento. Em condicbes laboratoriais, as
solucdes que contém 2% de cloreto de sodio, 1,4% de potassio ou lactato de sodio
sao eficazes dentro de 8 horas para a morte dos cistos teciduais de T. gondii em
lombo de suino (Hill, et al.,2006). Outros processos de tratamento de alimentos, tais
como a irradiacdo gama e alta pressao foram consideradas eficientes para a morte
dos cistos teciduais em carne, mas estes procedimentos sdo pouco aplicaveis ao
produto carneo destinado ao consumo (Lindsay et al., 2006).

Proprietarios de gato podem prevenir ou, pelo menos, reduzir o risco de
exposicdo dos seus animais de estimacdo adotando algumas medidas na sua
criacdo como: nao alimentar gatos com carne crua; controlar potenciais hospedeiros
intermediarios tais como roedores e impedindo o habito do gato em ir a rua (Dabritz,
et al. 2008). Condutas de higiene pessoal devem ser seguidas, ndo devendo
fornecer aos animais a agua de lagos, pocos e rios, que ndo passem por um
tratamento prévio (Galvao, et al., 2014). E importante ressaltar que, a limpeza das
caixas de areia dos gatos domésticos diariamente, para evitar a esporulacdo do
oocisto, jA que é preciso pelo menos um dia para esta forma evolutiva esporule e se
torne infectante e assim infectar outros felinos que vivem no mesmo ambiente
(Elmore, et al. 2010).

O desenvolvimento de uma vacina para evitar a eliminagéo de oocistos pelos
felinos estad em andamento. Cabe ressaltar que a maioria desses projetos trabalham
com o protozoario vivo. Estas vacinas apresentam algumas desvantagens, incluindo
a sua vida util limitada e o risco de infeccdo para os seres humanos que iréo
manipuléd-las. A estirpe S48 Toxovax® € uma vacina viva, originalmente
desenvolvida para uso em ovelhas, mas quando utilizada em gatos, inibe o
desenvolvimento sexual de T. gondii. Assim, 0 sistema imune reage com a cepa do

parasito, tornando os felinos incapazes de produzir oocistos (Dubey, 2010).
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1.8 Tratamento em gatos sintomaticos

Em gatos, a clindamicina € o tratamento de escolha e deve ser administrada
em 12,5 a 25 mg/kg de peso por via oral ou intramuscular, a cada 12 horas durante
4 semanas. E ainda pode ser associado a trimetropina-sulfonamida 30mg/kg por via
oral, a cada 12 horas, durante 4 semanas. Gatos com doenca sistémica e uveite
devem ser tratados em combinagcdo com corticoide tdpico e orais para evitar danos
decorrentes da inflamacéo (Lappin, 2010).

Barbosa et al. (2012) realizaram estudos in vitro e in vivo em modelos
experimentais, utilizando a enrofloxacina no tratamento da toxoplasmose, que se
mostrou eficaz sem muitos efeitos colaterais, podendo ser uma importante

alternativa no tratamento da toxoplasmose.

1.9 Justificativa

O aumento da populacdo de habitantes nos grandes centros urbanos
associado a uma carga de trabalho intensa e exaustiva favorece com que muitas
pessoas escolham um animal de estimagcdo mais independente, como o0 gato
doméstico. Segundo o IBGE (2013), nos ultimos anos a quantidade de animais de
estimacdo tem aumentado e consequentemente a populacdo de animais
abandonados também. Gatos abandonados tornam-se candidatos a viverem nas
ruas, sendo considerados errantes, podendo ser resgatados por profissionais de
gatis publicos ou filantropicos. Sabe-se que os felideos sdo o0s hospedeiros
definitivos do protozoario zoonético Toxoplasma gondii e por isso sdo capazes de
eliminar os oocistos nas fezes, contaminando o ambiente. Mesmo sabendo da
importancia do gato doméstico na manuten¢ao do ciclo bioldgico dessa parasitose,
ainda sé@o poucos os estudos que avaliam a positividade desse parasito em
populacdes de felinos errantes e de cativos em gatil pablico. Tal fato demonstra a
necessidade de avaliar o perfil epidemioloégico da infeccdo por esse protozoario em

gatos domeésticos cativos e errantes no Rio de Janeiro-RJ.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar o perfil epidemioldgico da a infeccado por Toxoplasma gondii em gatos
domésticos (Felis catus) cativos e errantes no estado do Rio de Janeiro.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a frequéncia sorolégica de Toxoplasma gondii em gatos cativos

mantidos em um gatil municipal,

e Determinar a frequéncia sorolégica de Toxoplasma gondii em gatos errantes

em um conjunto de condominios do municipio do Rio de Janeiro;

e Estabelecer o grau de concordancia entre as técnicas sorologicas de
hemaglutinacéo indireta e reacdo de imunofluorecéncia indireta para a pesquisa

de anticorpos anti-Toxoplasma gondii nos gatos estudados;

e Verificar a soroconversao para Toxoplasma gondii nos gatos cativos e nos
errantes apos o intervalo de aproximadamente no minimo quatro meses e no

maximo oito meses;

e Comparar o perfil soroepidemiolégico, bem como a soroconversao, dos dois
grupos de felinos estudados e

e Detectar a frequéncia de oocistos com morfologia compativel com

Toxoplasma gondii nas fezes dos gatos domésticos estudados, por meio de

técnicas coproparasitologicas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Este estudo € um subprojeto do projeto intitulado: “Investigacdo da Cadeia
Epidemiolégica da toxoplasmose por meio da caracterizagdo genética das linhagens
de Toxoplasma gondii em animais domeésticos e silvestres do Estado do Rio de
Janeiro” do Laboratério de Toxoplasmose e outras Protozooses (LabTOXO). Este
projeto foi aprovado no dia 02 de dezembro de 2013 pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Fiocruz na licenca LW 53/13 (P-24/13.7) com validade até 02
de dezembro de 2017.

A Secretaria Especial de Promocao e Defesa dos Animais (SEPDA) do Rio de
Janeiro e a Associacdo de Amigos do Peninsula (ASSAPE) estabeleceram a
parceria com o Laboratério de Toxoplasmose e outras protozooses por meio de um
termo de anuéncia, autorizando assim, o desenvolvimento da pesquisa nas
respectivas unidades. Mediante a isso, foi permitido a coleta de 4 mL de sangue dos
gatos inclusos no estudo, para a realizacao de testes soroldgicos, e de fezes para
realizacdo de testes coproparasitolégicos. Ambos permitiram que uma aliquota do
material biolégico permanecesse armazenada no LabTOXO para futuras pesquisas.

Os resultados obtidos com esta pesquisa serdo divulgados em comunicacdes
cientificas, dados e as amostras coletadas ficardo armazenados no Laboratério de
Toxoplasmose e outras Protozooses sob a responsabilidade da Dra. Maria Regina
Reis Amendoeira e Pamela Figueiredo Pereira.

Um folder registrado por meio de formulario de solicitacdo de obra autoral,
sobre a toxoplasmose felina foi feito com objetivo de esclarecer sobre o assunto,
para serem entregues aos proprietarios e profissionais que manipulam os gatos

domésticos (Anexos 1 e 2).
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3.2 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo analitico observacional longitudinal no periodo de
agosto de 2014 e outubro de 2015. Os animais participantes desta pesquisa foram
submetidos a coletas de amostras biologicas de sangue e fezes em dois periodos
distintos. O primeiro periodo foi realizado ap6s a aplicacdo de um microchip para
identificacdo do animal. Ja o segundo ocorreu apos um intervalo de, no minimo
guatro meses e no maximo oito meses, da primeira coleta. A identificacdo do animal
na segunda coleta so foi possivel com a leitura do microchip aplicado anteriormente
em cada animal (Figura 5).

Neste fluxograma estdo ressaltadas as principais etapas que foram

desenvolvidas no estudo (Figura 4).
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3.3 Areade estudo

As populacbes de gatos estudadas foram as que habitam na Fazenda
Modelo, situada no bairro de Guaratiba, e a do conjunto de Condominios Peninsula,
situado no bairro da Barra da Tijuca. Ambas estdo situadas na zona oeste do
municipio do Rio de Janeiro, apesar dos gatos domésticos da Fazenda Modelo
serem oriundos de diversas areas do municipio (Figura 6). O clima predominante da
regido é o tropical semi-umido, com chuvas abundantes no verédo quente e invernos
secos. Seu bioma é a de Mata Atlantica no qual a vegetacdo é heterogénea,
normalmente composta por arvores altas (Portal Brasil, 2009).

Em geral, os meses de dezembro, janeiro, fevereiro e marco sdo 0s mais
guentes, aonde as temperaturas maximas chegam acima de 30°C. Nos meses
intermediarios como abril, maio, outubro e novembro as temperaturas minimas
variam entre 22 a 20°C e maximas entre 28 a 26°C. No entanto, os meses de junho,
julho, agosto e setembro sdo os mais frios com temperatura minima em torno de
18°C (INMET, 2010).
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Figura 6 Representacdo da localizacdo das areas de estudo. A. Guaratiba onde esta
situado o gatil Fazenda Modelo. B. Barra da Tijuca onde esta situado onde esta situado o
Condominio Peninsula. (Fonte: CEPERJ adaptado, 2013)

3.3.1 Fazenda Modelo

A Fazenda Modelo esta situada na Estrada do Mato Alto, numero 5620, ao
lado do Posto de Saude Maia Bittencourt, no bairro de Guaratiba. E a principal
estrutura da Secretaria Especial de Promoc¢éo e Defesa dos Animais (SEPDA), que
oferece diversos servicos veterinarios e de apoio aos animais para a populacdo do
municipio do Rio de Janeiro (Figura 7). A Fazenda possui uma area de 13.000 m?,
sendo constituida por areas administrativas, Centro Clinico e Cirurgico (CECLIN),
Centro de Manejo de Cées (CANIL), Centro de Manejo de Gatos (GATIL) e Centro
de Manejo de Equinos (CURRAL). Os abrigos da SEPDA sé&o responsaveis por
receber animais vitimas de maus-tratos e abandono, enviados pela secretaria, sendo

que apds um periodo de quarentena no local sdo disponibilizados para adogéo.
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O Centro de Manejo de Gatos (GATIL) possui instalacbes para acomodacao
dos animais e uma é&rea que funciona para suporte clinico, onde permanecem o0s
animais que estdo em tratamento. O gatil possui uma area extensa de 5,148 m?
contendo um assoalho coberto com grama, com algumas arvores, onde se
encontram diversos recintos para os animais, que podem ser do tipo "casinhas" de
alvenaria. Além de manilhas de concreto que também funcionam como abrigo e
enriguecimento ambiental. O gatil € subdividido por cercas de aluminio em &reas
menores. Estas areas sao interligadas por um pequeno corredor de passagem que
possui dois portdes que abrem nos dois sentidos. Todo o espaco do gatil € limitado
por cercas altas que contém chapas de aluminio em sua por¢ao superior para evitar
as fugas dos animais. As arvores, assim como as cercas, também possuem telas em
suas partes superiores para evitar que 0s animais escalem ou até mesmo que outros

animais entrem na area reservada para os gatos cativos (Figuras 8 e 9).
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Figura 7 Imagens via satélite da localizacdo da Fazenda Modelo. (Fonte: Google
maps, 2015)
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Figura 8 llustragdo do gatil Fazenda Modelo. A. Area do gatil subdivida por cercas de
aluminio interligadas por corredor de passagem. B. Entrada principal do gatil e abrigos de
alvenaria. C. Parte interna do recinto de alvenaria. D. Recinto de madeira tipo casinha (Fonte:

Originais da Autora).
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Figura 9 llustracdo do gatil Fazenda Modelo. A. Manilhas concreto. B. Arvore e cerca com
chapa de aluminio na parte superior. C. Arvores com chapa de aluminio (Fonte: Originais da
Autora).

3.3.2 Conjunto de Condominios Peninsula

O conjunto de condominios Peninsula é considerado um sub-bairro da Barra
da Tijuca do Rio de Janeiro que possui uma area de 780.000 m?, formado por um
conjunto de condominios com uma populacédo estimada de 36.000 pessoas, tendo
uma pequena area construida (Figura 10). A area do conjunto de condominios
Peninsula tem sido tomada por novas constru¢des, que sdo ocupada principalmente
pela por pessoas com poder aquisitivo elevado.

O projeto de paisagismo do Peninsula foi uma obra que teve como objetivo o
uso do desenvolvimento sustentavel, com ocupac¢do consciente do terreno, sendo
um projeto Unico no Brasil de preservacao constante dos jardins do condominio

como incentivo a fauna nativa da regido, sendo localizado dentro da Lagoa da Barra

44



da Tijuca onde possui acesso por terra e por agua. O conjunto de condominios é
cercado de vegetagcdo de restinga e manguezais recuperados, flora e fauna tipicas
da regido, tendo dois parques com 45.000 m2 cada um, cinco jardins tematicos e 3
km de trilha ecoldgica urbana plana, ao longo do Unico manguezal preservado em
espaco urbano do Rio de Janeiro (Carvalho Hosken, 2013) (Figura 11 A, B e C).

No Peninsula ha diversos ambientes que séo dispostos para 0s gatos
domeésticos errantes. Esses ambientes sdo localmente conhecidos como "ilhas de
gatos". Cabe ressaltar que toda a estrutura do conjunto de condominios é
administrada pela Associacdo de Amigos da Peninsula (ASSAPE), que séao
responsaveis pelo manejo dessas ilhas. Ao todo foram registradas dez ilhas, que
sdo constituidas de casinhas de plastico ou de madeira arrumadas sobre paletes,
além de manilhas de concreto e tubos de aco, que funcionam como abrigo e
enriguecimento ambiental. Dentro das casinhas e manilhas ha comedouros e
bebedouros de plasticos tipo nipple, que permite o fornecimento gradativo do

alimento e da dgua (Figuras 11D e 12).
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Sant'Anna

Figura 10 Imagens via satélite da localizacdo da Fazenda Modelo. (Fonte: Google
maps, 2015)
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Figura 11 llustracdo do Peninsula. A. Trilha ecologica. B. Lagoa da Barra da Tijuca e mata
costeira. C. Area de manguezal em recuperagdo. D. Gato errante na trilha ecoldgica (Fonte:
Originais da Autora).

; -
Py <
Figura 12 llustracdo do Peninsula. A. Tubos de aco na trilha ecoldgica. B. Manilha de

concreto com comedouro no seu interior. C. Ilha de gato com casinha de plastico e
comedouro no interior e bebedouro tipo nipple no exterior (Fonte: Originais da Autora).
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As ilhas estdo posicionadas estrategicamente em locais do Peninsula, onde
h& geralmente estruturas paisagisticas que apresentam elementos naturais, que
preservam as caracteristicas da regido. Nestes locais observa-se uma extensa area
de solo desnudo (areia e terra batida), grama e arvores. Cada "ilha" é identificada
pelos nomes dos condominios ou pontos de referéncias que estdo situados
proximos a elas, sendo denominadas de: Fit, Green Bay, Royal Green, Atmosfera
(Figura 13), Jardim das Esculturas, Bernini, Jardim do Zen, Aquarela (Figura 14),
Assape e Way (Figura 15). Estas foram demarcadas e plotadas em um mapa, tendo

como base a area do Peninsula, que segue abaixo (Figura 16)

Figura 13. llustragéo das ilhas de gato do Peninsula. A. llha Fit. B. Ilha Green Bay. C. llha
Royal Green. D. llha Atmosfera (Fonte: Originais da Autora).
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Figura 14 llustracdo das ilhas de gato do Peninsula. A. Ilha Jardim das Esculturas. B. Ilha
Benini. C. llha Jardim do Zen. D. Ilha Aquarela (Fonte: Originais da Autora).

=

Figura 15 llustracao das ilhas de gato do Peninsula. A. llha sede Assape. B. Ilha Way
(Fonte: Originais da Autora).
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Figura 16 Mapa do Peninsula com as localizagbes das ilhas de gatos (Fonte: ASSAPE
adaptado, verséo 8. 2008).

3.4 Populacéo do estudo

A proposta do estudo foi desenvolvida em duas populacbes de gatos
domésticos distintas, uma cativa da Fazenda Modelo e outra errante, animais em

vida livre do conjunto de Condominios do Peninsula.

3.4.1 Fazenda Modelo - Gatos cativos

A maioria dos gatos domésticos cativos do gatil da Fazenda Modelo
corresponde a gatos resgatados de ruas do municipio do Rio de Janeiro ou de
posses irresponsaveis e, ainda, de animais que sdo abandonados no local. Estes
gatos ndo possuem histdricos disponiveis, o que dificulta a obtencdo de qualquer
informacé&o sobre eles (Figura 17).

Os gatos clinicamente saudaveis sdo mantidos em um grande grupo no gatil,
onde a maioria dos animais sao castrados. Na rotina do gatil os animais recebem
alimentacdo seca industrializada (racdo) e &agua potavel, e sdo manejados

diariamente por tratadores. Todos 0s animais recebem anualmente a vacina anti-
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rabica, servico médico veterinario a disposicdo e, esporadicamente, recebem
antiparasitarios intestinais. Os animais que apresentam alguma alteracéo clinica séo
isolados em recintos na é&rea de suporte sendo submetidos a tratamentos
especificos.

A comida e a agua séo disponibilizadas em comedouros e bebedouros do tipo
rasos nos recintos de alvenaria e nas casinhas, onde os gatos também dormem e se
abrigam do tempo. Os animais utilizam o préprio ambiente do gatil para realizar as

suas dejecOes, sendo as fezes esporadicamente recolhidas do assoalho de terra

pelos tratadores.

Figura 17 Gatos domésticos cativos do gatil estadual Fazenda Modelo. (Fonte: Originais da
Autora).
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3.4.2 Condominio Peninsula - Gatos errantes

A populacdo de gatos domésticos aumentou na Barra da Tijuca durante a
expansdo da construcao civil, pois eram vistos como um controle da populagcéo de
ratos nas obras de edificios. Contudo ao término das obras, 0os gatos permaneceram
nas redondezas e reproduziram sem nenhum controle. O fato do gato doméstico,
ainda possuir seus instintos de caca favoreceu a sua manutencédo nesse ambiente
de mata nativa ainda muito preservada. Dessa forma, a populagdo de gatos em vida
livre se estabeleceu na maioria dos condominios da Barra da Tijuca.

Esses gatos errantes habitam o conjunto de Condominios do Peninsula. Por
viverem em vida livre em um ambiente de vegetagcdo e restinga, muitos desses
animais estdo adquirindo um comportamento feral'. Esses animais recebem
alimentacdo industrializada (seca e uUmida) e agua potavel, que sdo fornecidas
matinalmente nos bebedouros e comedouros em suas ilhas por um tratador
contratado pela ASSAPE (Figura 18).

Os gatos domésticos do condominio ndo recebem acompanhamento médico
veterinario, ndo sdo tratados com antiparasitarios intestinais e nem vacinados.
Quando adoecem sdo capturados, mantidos em recintos individuais tipo gaiola,
sendo encaminhados para servicos médicos veterinarios. Atualmente os gatos estéao

sendo capturados e encaminhados para castracao.

! Gato feral: € um felino gue retornou ao estado selvagem. S&o gatos domésticos que se
perderam de casa e/ou foram abandonados e for¢cados a aprender a viver nas ruas ou em ambientes
com pouco contato humano (Neighborhood cats, 2015).
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Figura 18 Gatos errantes do condominio Peninsula (Fonte: Originais da Autora).

3.5 Tamanho amostral

O namero de gatos estudados da Fazenda Modelo foi correspondente ao total
de animais presentes no gatil no periodo da primeira coleta. JA no conjunto de
condominios Peninsula, optou-se em trabalhar por amostragem por conveniéncia,
devido a dificuldade de se determinar o niUmero total de animais existentes em vida
livre. Portanto foram incluidos na amostragem todos o0s gatos domésticos
capturados no Peninsula, no periodo da primeira coleta.

Os animais da Fazenda Modelo e os do Peninsula incluidos no primeiro
periodo de obtencdo de amostras foram automaticamente incluidos como
participantes do segundo periodo do estudo.
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Foram excluidos da amostragem os gatos domésticos que apresentavam
clinica com lesdes sugestivas, estavam em tratamento e/ou historico recente de
esporotricose. Também foram excluidos os gatos que foram microchipados por
outras pessoas e agueles que nao foram possiveis de serem capturados e/ou
contidos com os equipamentos disponiveis.

Na primeira etapa do estudo, na Fazenda Modelo, os gatos foram
microchipados e submetidos a coleta de sangue, totalizando 261 animais. Neste
periodo ndo foi realizada a coleta de amostras fecais dos animais, devido as
dificuldades de gestdo e as interferéncias dos protetores dos animais. Ja na
segunda etapa do experimento foram recuperados 94 animais microchipados, que
foram submetidos a puncéo venosa para coleta de sangue. Desses animais também
foi obtido material fecal, totalizando 91 amostras. A coleta de fezes dos gatos no
segundo periodo do experimento foi possivel devido a mudanca de gestdo na
secretaria de protecdo e defesa dos animais que facilitou o desenvolvimento da
pesquisa.

No Peninsula, a primeira etapa de obtencédo de material biolégico resultou em
172 amostras de sangue e fezes dos gatos errantes. Desse grupo foram
recapturados no segundo periodo do estudo apenas 56 gatos microchipados, que

também foram submetidos a coleta de material. (Quadro 5)

Quadro 5 Resumo do tamanho amostral das populacbes de gatos doméstico
estudadas, no periodo de agosto de 2014 a outubro de 2015.

Local 12 Periodo de coleta 2° Periodo de Coleta
Sangue (N°) | Fezes (N°) Sangue (N°) Fezes (N°)
Fazenda Modelo 261 0 94 91
Peninsula 172 172 56 56
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3.6 Captura e contencao dos animais

Para facilitar a aproximacéao, tanto com o grupo de gatos cativos quanto com
o0 grupo de errantes, foram utilizadas iscas de alimentos Umidos industrializados
representados por patés e sachés de diversos sabores. Apés a atragdo, seguia-se a
captura com auxilio de rede especifica denominada puca feito pelos tratadores.

No grupo de gatos errantes, por serem animais em vida livre e com
comportamento feral, as iscas de alimentos foram fornecidas dentro das casinhas,
que ja estavam adaptadas previamente com armadilhas.

Estas armadilhas foram artesanalmente produzidas pelo préprio tratador,
sendo constituidas de telas, grades, madeiras, lacres de seguranca de plastico,
grampos de fixacdo tipo C e linha de nylon. Funcionavam manualmente, de modo
que, quando os gatos errantes se alimentavam, a armadilha era desarmada,
fechando a saida da casinha (Figura 19). Posteriormente, esses gatos eram
apanhados com o pucéa e colocados em caixas de transporte, sendo encaminhados

para um container previamente preparado para manuseio do animal.

Figura 19 A. Armadilha na casinha da ilha Fit. B. Armadilha na casinha da ilha Jardim das
Esculturas (Fonte: Originais da Autora).

Para a aplicacdo do microchip e/ou coleta de amostras bioldgicas, 0os gatos
foram submetidos a processo de contencao fisica com a utilizacdo de cambéo de
aluminio, toalhas e luvas de couro. Apés a realizacdo de todos os procedimentos,
membros da equipe retornavam com 0s animais para o mesmo local onde foram
capturados (Figura 20).
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Figura 20 Gato retornando para sua ilha no Conjunto de Condominio Peninsula (Fonte:
Originais da Autora).

3.7 Aplicac&o do microchip

Inicialmente o corpo do gato foi submetido a uma varredura com o leitor de
microchip da Virbac BackHome BioTec® modelo v500 para averiguar a possivel
presenca de microchips de uma prévia marcacdo. Nos casos que 0s animais nao
possuiam microchips, para identificacdo do animal, foi realizado a aplicacdo de um
microchip do tipo agulhado estéril da AnimallTAG®, com dimensdo de 2 mm de
diametro por 12 mm de comprimento. A aplicacdo deste sistema foi realizada por via
subcutanea na regido dorsal do animal, entre as escapulas e proXimo ao pescoco,
por meio de um aplicador no formato de seringa. Apds esse procedimento, a regido
dorsal do gato foi novamente submetida a varredura com o leitor para certificacdo da
correta aplicacdo e/ou funcionamento do microchip. Toda esta etapa permitiu

identificar os animais posteriormente utilizando o leitor (Figura 21).
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Figura 21 llustragdo da aplicagdo do microchip. A. Microchip agulhado acoplado no
aplicador e leitor especifico. B. Aplicagdo do microchip na regido dorsal do animal. C.
Leitura. (Fonte: Originais da Autora).

3.8 Coleta de sangue

Foi coletado um volume de 4 mL de sangue periférico de cada animal
participante do estudo. Na maioria dos gatos, a coleta de sangue foi realizada por
puncdo da veia femoral ou poplitea na face medial do membro com a utilizagcao de
escalpe descartavel BD Vacutainer Safety-Lok® Blood Collection Set 25G x 3/4" x 7”
de dimensdes (0,5 x 19 mm x 178 mm) (Figura 22 B e C). Em animais com sistema
venoso pouco acessivel foi preconizado a pung¢do do sangue pela veia jugular com
agulha descartavel BD PrecisionGlide® 26G x 1/2" de dimensdes (0,45 x 13 mm).

Apés a coleta, o material foi transposto para tubo de coleta sem
anticoagulante BD Vacutainer serum® (Figura 22 A e D). As amostras foram

identificadas por nimero sequencial do banco de dados que esta relacionado com a
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identificagdo do animal pelo microchip. Elas inicialmente foram acondicionadas a
temperatura ambiente para permitir a formacdo e retracdo do coagulo, sendo
posteriormente acondicionadas em caixas térmicas com gelo reciclavel e
transportadas para o Laboratério de Toxoplasmose e outras Protozooses do
IOC/Fiocruz.

Figura 22 llustragédo da coleta de sangue no Peninsula. A. Material da coleta de sangue. B.
Puncéo da veia femoral e/ou poplitea C. Coleta de sangue do membro posterior esquerdo
do gato. D. Transferéncia do sangue da seringa para tubo sem anticoagulante previamente
identificado (Fonte: Originais da Autora).

3.9 Coleta de fezes
A coleta de fezes foi realizada por meio de lavagem da ampola retal com trés

mL de solucao fisioldgica. Esta lavagem foi realizada com auxilio de sonda uretral

estéril com 40 cm de comprimento, calibre de nimero 10 Fr, com um furo lateral,
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sendo provida na outra extremidade de um conector padrdo (Figura 23 B e C).
Todas as sondas foram previamente lubrificadas com 6leo mineral, para facilitar a
introducéo da mesma no reto e assim minimizar o desconforto do animal (Figura 23
A). Apos a lavagem, a solucéo fecal foi transferida para tubos de fundo conico de
polipropileno de 15 mL, sendo identificada com etiquetas contendo o numero
referente de cada animal. O transporte do material fecal foi realizado da mesma
forma descrita para as amostras de sangue, sendo encaminhadas para o

Laboratorio de Parasitologia do Instituto Biomédico da Universidade Federal
Fluminense (UFF).

Figura 23 llustracdo da coleta de fezes no Peninsula. A. Material da coleta de fezes. B.
Coleta com auxilio de sonda lubrificada com 6leo mineral acoplada a seringa com solugéo
fisioldgica. C. Transferéncia do material fecal para tubo conico identificado. (Fonte: Originais
da Autora)
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3.10Pré - processamento e armazenamento das amostras de

sangue

No Laboratério de Toxoplasmose e outras Protozooses as amostras de
sangue foram centrifugadas por 5 minutos a 2232 g, para separa¢do do coagulo e
obtencédo do soro. ApGs esse processamento, aliquotas do material biol6gico foram
transferidas para microtubos do tipo eppendorff® de 1,5mL, que foram identificados
com etiquetas contendo o numero de identificacdo de cada felino. Todos os
microtubos foram armazenados em freezers a -20°C até a realizacdo dos testes

sorologicos.

3.11Processamento das amostras séricas

As amostras de soro foram processadas para pesquisa de anticorpos IgM e
lgG anti-T. gondii, no LabTOXO, por meio dos métodos de Reacgdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e Hemaglutinacdo indireta (HAI) (Kit Toxotest-
HAI®, Wiener) (Figura 25 A).

3.11.1 Hemaglutinacao indireta

A técnica de HAI foi realizada utilizando o protocolo recomendado pelo Kit
Toxotest-HAI®. Esta se baseia na propriedade dos anticorpos anti-T. gondii em
produzir aglutinagcdo na presenca de glébulos vermelhos sensibilizados com
antigenos citoplasmaticos e de membrana do parasito.

e Preparacgéo prévia

O antigeno HAI foi preparado com 5,2 mL de reconstituinte HAI, uma hora
antes do uso, agitando energicamente a cada 20 minutos para permitir uma
reidratacdo correta do reagente. O eritrocito de carneiro ndo sensibilizado (GR nao
sensibilizado) foi homogeneizado suavemente antes do uso, evitando a formagéao de

espuma. O diluente de soros HAI foi obtido da adi¢éo de 0,2 mL de solug&o protéica
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a cada 10 mL de tampéao HAI. Os controles positivo e negativo estdo contidos no Kit

ja prontos para uso.

e Procedimento

Empregou-se microplacas novas primo utilizadas, disponibilizadas pelo
fabricante do Kit, com cavidades de fundo em U com 96 pocos. Uma gaze
umedecida foi passada na base da placa.

Titulacdo sem 2-Mercaptoetanol

e Com a micropipeta multicanal foi adicionado 25 pL de diluente de
soros HAI em todas as cavidades da microplaca;

e [Foram acrescentadas aliquotas de 25 pL de cada soro nas cavidades
correspondente da coluna 1 (Figura 25 B);

e Realizou-se diluicdes a partir da coluna 1 (diluicdo 1/2), passando os
microdiluidores a coluna 2 (diluicdo 1/4) e assim sucessivamente até
a coluna 6 (diluicdo 1/64). Quando processados mais de oito soros,
utilizaram-se as colunas 7 a 12, realizando as diluicbes da maneira
descrita anteriormente;

e Foram adicionadas nas colunas 1 e 2 (diluicbes 1/2 e 1/4) 25 uL de
GR néo sensibilizados, para controle de heterofilia. Esta etapa foi
repetida nas colunas 7 e 8, quando foram utilizadas;

¢ Nas demais cavidades foram depositadas 25 pL de antigeno HAI;

e A microplaca foi submetida a agitacdo, sendo levemente golpeada
com os dedos nas paredes laterais durante 30 segundos no minimo;

e A placa permaneceu em repouso, ao abrigo de vibra¢cdes, durante 90
minutos;

e A partir dos 90 minutos, foi possivel realizar a leitura visual (Figura 24
e 25 C);

e Interpretacdo dos resultados

Titulos = 16 significam maior probabilidade de infecgao toxoplasmatica.
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Figura 24 llustragéo representativa da interpretacdo de resultados na HAI. (Fonte: Wiener
Lab, 2000)

Figura 25 Técnica de Hemaglutinacao indireta realizada no LabTOXO. A. Kit Toxotest da
Wiener Lab. B. Diluicdo das amostras. C. Controle positivo e negativo. (Fonte: Originais da
Autora)

3.11.2 Reagao de imunofluorescéncia indireta

A metodologia utilizada para esta técnica foi implantada e é empregada
rotineiramente no Laboratério de Toxoplasmose e outras Protozooses. Esta reagédo
fundamenta-se na formacdo de complexos antigenos—anticorpos revelados pela
emissao de fluorescéncia do conjugado anti-Imunoglobulina de gato marcada com

Isotiocianato de fluoresceina quando excitado por luz ultravioleta.

61



e Preparo de antigenos para RIFI

O preparo de antigenos foi realizado colocando-se o lavado intraperitoneal de
camundongos infectados com T. gondii em tubo cénico, onde foi adicionado formol a
2%, com o volume na propor¢ao 2:1 (formol: lavado intraperitoneal). Este material foi
centrifugado a 46 g por 5 minutos, para a precipitacdo das células, tais como
macrofagos que sdo mais pesadas que os taquizoitos, restando ao final, apenas
estas formas evolutivas no sobrenadante. Para sedimentagdo e concentracdo dos
taquizoitos o sobrenadante foi novamente centrifugado a 1640 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido em solucdo salina
tamponada (PBS) estéril. Realizou-se, mais duas lavagens com PBS a 1640 g por
10 minutos. Apés a ultima centrifugacdo, o sedimento foi ressuspenso em uma
pequena quantidade de PBS estéril e feita a contagem em camara de Newbauer,
onde a concentracdo de parasitos foi ajustada para a obtencdo de cerca de 1x10’
parasitos por mL. As laminas de microscopia foram sensibilizadas colocando-se 10

uL de antigeno (1x10” por mL) em cada reticulo da lamina.

e Preparo das laminas

As laminas de imunofluorescéncia foram sensibilizadas colocando em cada
reticulo da lamina, 10 pL de suspensdo de taquizoitos em PBS (1x10’
taquizoitos/mL), inativados com formalina a 2%. Foram deixadas em estufa a 37°C
até secar, promovendo assim, a adesdo dos taquizoitos na lamina. Foi realizada

entdo a marcacao dos reticulos para controles (+) e (-) e para amostras de soros.

¢ Diluicado do conjugado

A diluicdo do conjugado foi feita com o uso de PBS com azul de Evans um mg
%. O azul de Evans foi diluido em PBS e teve a funcdo de gerar um maior contraste
entre a lamina e a fluoresceina, facilitando a observacdo da fluorescéncia. Os
conjugados foram diluidos no azul de Evans aproximadamente 10 minutos antes do

fim da primeira incubacéo.
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Realizacéo da técnica

Foi utilizada uma placa de microdiluicdo com 96 pogos, tendo o fundo em “U”

com as marcagOes dos controles positivos e negativos, bem como das diluicées das

amostras dos soros dos pacientes. Uma vez efetuadas as marcagbes, foi

confeccionado um mapa de trabalho da placa identificando-se assim os controles e

0s soros dos animais da pesquisa. As diluices foram produzidas a partir de uma

diluicdo 1:16 dos soros. A primeira etapa foi a distribuicdo do solvente (PBS) pela

placa, da seguinte forma:

Obs.:

150 yL de PBS em todos os poc¢os;

10 pL dos soros em seus respectivos pogos da coluna S, de forma a
ficar em cada poco uma diluicdo 1:16 em PBS (Figura 27 A);

Com a pipeta multicanal foi homogeneizado as diluicdes da coluna S;
Pipetou-se 50 uL de cada um dos pocos passando para 0s proximos
pocos da coluna D1, obtendo-se assim uma diluicdo de 1:64 em toda
a coluna;

O processo anterior foi repetido, tendo-se como ponto de partida a
coluna D1, obtendo na coluna D2 uma diluigdo de 1: 256, e assim por
diante até a coluna D4 com uma diluicdo de 1: 4096;

Feitas as diluicdes, foi acrescentado entdo, 10 uL de cada diluicdo em
seu respectivo quadrante na lamina, previamente sensibilizada para

reacao de imunofluorescéncia.

Foi sempre utilizada uma ponteira por soro, dessa forma as diluicoes

seguiram-se da maior para a menor diluicdo conforme representado abaixo:
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Figura 26 Representacao gréfica das laminas de microscopia de imunofluorescéncia com as
respectivas diluicbes. (Fonte: LabTOXO, 2011).

Para pesquisa de IgM nas laminas de microscopia, foram utilizadas somente
duas diluicées (1:16) e (1:64), sendo entdo, testados soros de seis animais por
lamina, j& em relacdo a IgG foram realizados exames de dois animais por lamina,
tendo como base sempre as seguintes diluicbes 1:16, 1:64, 1:256. 1:1024 e 1:4096
(Figura 27 B).

Depois de adicionadas as diluicdes a seus respectivos quadrantes, prossegui-
se a incubacdo das laminas em camara umida na estufa a 37°C por 1 h (Figura 27
C). Decorrido esse periodo foram feitas duas lavagens de 5 minutos cada, em PBS
(Figura 27 D). Apos a secagem das laminas foram aplicados os conjugados, 10 uL
por quadrante, e tornou-se novamente a incuba-las em camara umida na estufa por
mais 1 h a 37°C (Figura 27 E).

Apés esta etapa prosseguiu-se com outras duas lavagens de 5 minutos cada
em PBS. As laminas foram secas e adicionadas glicerina para sobreposi¢do de uma
laminula (Figura 27 F), sendo entdo, encaminhadas para leitura em microscopio Y-
FL de epi-fluorescéncia (Nikon E400), com lampada de mercurio, filtro ND16, com
objetiva de 40 vezes e ocular de 10 vezes. Foi considerada reacdo positiva as

diluicdes do soro = 1:64 em que havia fluorescéncia completa na membrana do

parasito, em pelo menos 50% dos taquizoitos e as diluicdes menores que 1:64

foram consideradas negativas ou nao reagentes (NR).
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Figura 27 llustragédo da Técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta. A. Diluicdo das
amostras. B. Transferéncia das amostras diluidas para as laminas sensibilizadas. C.
Laminas em camera umida. D. Aplicagcdo do conjugado preparado. E. Aplicacdo da glicerina.
F. Montagem das laminas com laminula. (Fonte: Originais da Autora).

3.12 Pesquisa de oocistos com morfologia similar aos de

Toxoplasma gondii nas amostras fecais dos gatos

No Laboratério de Parasitologia da UFF, as amostras fecais foram
homogeneizadas com agua destilada, sendo entdo filtradas em tamis com gaze,
dobrada quatro vezes (Figura 28 A). O filtrado foi aliquotado em dois tubos coénicos
de polipropileno, com volume de 15 mL cada um (Figura 28 B), para a realizacdo

das seguintes técnicas coproparasitologicas qualitativas:
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e Centrifugo-sedimentagcdo em tubo conico adaptado de Ribeiro e Furst
(2012);

e Centrifugo flutuacdo com solugdo de sacarose de Sheather (1923)
modificada por Huber et al. (2003);

Figura 28 Pré-preparo das amostras antes da realizagdo das técnicas. A. Bancada do
laboratério sendo preparada para etapa de filtragdo. B. Aliquotagem do filtrado fecal em
tubos de fundo conico. (Fonte: Originais da Autora)

3.12.1 Técnica de centrifugo-sedimentacdo em tubo cbnico adaptado de
Ribeiro e Furst (2012)

Essa técnica fundamenta-se na sedimentacdo por centrifugacdo de formas
evolutivas dos parasitos em tubos conicos de centrifuga como indica Ribeiro e Furts
(2012). Parte do material obtido apés homogeneizacdo em &gua e filtracdo foi
depositado em um tubo conico de polipropileno com capacidade de 15 mL. Em
seguida, foi centrifugado a 458 g por 5 minutos. Apds essa etapa, descartou-se o
sobrenadante e com uma pipeta descartavel do tipo Pasteur primo utilizada, coletou-
se uma aliquota do sedimento e transferiu-se uma gota do mesmo para uma lamina
de microscopia. Essa foi coberta com laminula (24 x 32 mm) que, entdo, foi

encaminhada para leitura.
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3.12.2 Técnica de Sheather (1923) modificada por Huber et al. (2003)

Essa técnica apresenta como fundamento a centrifugo-flutuagcdo com solugéo
de sacarose com densidade de 1,30 g/mL. No laboratério transferiu-se 15 mL do
filtrado da amostra para tubos plasticos de centrifuga de fundo cbénico, sendo
submetido a centrifugacéo por 10 minutos a 458 g. O sobrenadante foi descartado e
o sedimento foi suspenso em solucdo saturada de sacarose até o volume de 15 mL,
sendo submetido a centrifugacdo por 5 minutos a 458 g. ApGs esse procedimento,
os tubos foram dispostos em estantes e adicionou-se solucdo de sacarose até a
formacao de um menisco positivo, sobre o qual foi colocada laminula (22 x 22 mm) e
que foi deixada em repouso por 4 minutos. Em seguida, as laminulas foram
retiradas, cuidadosamente, e depositadas sobre laminas de microscopia,

procedendo a leitura do material.

3.12.3 Leitura das amostras processadas

A leitura das laminas obtidas de cada técnica e a fotomicrografia foram
realizadas no microscopio Optico binocular Olympus® BX 41, inicialmente, em
aumento de 100 vezes e, para confirmacédo, se necessario, em 400 vezes, acoplado
a camera digital Samsung® SDC415 com software de captura Honestech® PVR.
Para morfometria das formas evolutivas de parasitos foi utilizado o microscopio
optico uniocular Olympus® CH30 em 400 vezes com uma ocular micrométrica
Olympus® SWH.

3.13 Andlise e processamento estatistico dos resultados

No presente estudo foi considerado como reagente o animal que apresentou
resultado positivo em uma ou ambas as técnicas sorolégicas utilizadas,
independente se na analise da amostra do primeiro ou segundo periodo de coleta.
Com relacdo a técnica de RIFI o animal foi considerado reagente quando positivo

para uma ou ambas imunoglobulinas IgG e IgM.
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A variavel idade foi dividida em dois grupos: gatos jovens quando
apresentava idade menor ou igual a um ano e adultos quando acima de um ano.

Definiu-se como soroconversdo a ocorréncia de trés tipos de mudanca de
status soroldgico entre os dois periodos distintos de coleta, com, pelo menos duas
diluicdes de diferenca. Os gatos que foram IgG negativo na primeira analise e IgG
positivo na segunda; animais 1gG positivo na primeira e 1gG negativo na segunda;
IgM negativo na primeira e IgM positivo na segunda. O gato que apresentou o
resultado de IgM positivo na primeira amostra e negativo na segunda, nao foi
considerado como soroconversao e sim como evolucao natural do perfil soroldgico
para este tipo de imunoglobulina, que tende a negativar com, aproximadamente, 3
semanas, ndo sendo enquadrado nesta classificagao.

Todas as analises foram realizadas no programa GraphPad Prism Verséao 5,
sendo utilizado o intervalo de confianca de 5% com 95% de preciséo. Foi utilizado o
teste estatistico exato de Fischer para verificar a existéncia de associacdo da
frequéncia de anticorpos anti-T. gondii entre as populacbes de gatos cativos e
errantes; da frequéncia sorologica geral das populacdes e sexo; da frequéncia
sorologica geral das populacbes e idade; e para analisar a frequéncia de
soroconversao de anticorpos anti-T. gondii pela reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) nas duas populacdes de gatos. Para a avaliagdo da frequéncia das
formas evolutivas de parasitos gastrintestinais diagnosticadas nas populacfes de
gatos cativos e errantes foi adotado o teste de qui-quadrado.

A medida Kappa (k) também foi realizada para avaliar o grau de concordancia
entre as técnicas de hemaglutinacéo indireta (HAI) e reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) nas amostras de soro dos felinos estudados. Os resultados do Kappa
foram interpretados segundo a classificacdo de Landis e Kock (1977). Kappa com
concordancia perfeita = 1,00; 6tima = 0,81 a 0,99; boa = 0,61 a 080; regular = 0,41 a
0,60; razoavel = 0,21 a 0,40; fraca = 0,20 - 0,00; nenhuma <0,00 (Adaptado de
Landis e Kock, 1977).
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4 RESULTADOS

No primeiro periodo do estudo foram coletadas amostras de sangue de 433
gatos, sendo, 261 cativos da Fazenda Modelo e 172 errantes do conjunto de
condominios Peninsula, deste ultimo grupo, também foram coletadas amostras
fecais. Depois de no minimo quatro meses e no maximo oito meses foram
recuperados dos gatos cativos 94 (36,01%) e dos errantes, 56 (32,5%), para
obtencéo de novas amostras de sangue e fezes.

Ao avaliar todos os animais das duas populacdes estudadas, associando 0s
resultados obtidos das duas coletas do mesmo animal, realizadas em periodos
distintos, pbde-se evidenciar a frequéncia geral de 21,9% de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii. No entanto, ao associar os resultados obtidos dos dois periodos
distintos e analisar isoladamente cada populacdo estudada, a positividade foi de
24,5% nos animais cativos e 18,0% nos errantes, ndo tendo diferenca estatistica
significativa (p = 0,1234) (Tabela 1).

Tabela 1 Resultados sorologicos das técnicas de hemaglutinacdo indireta (HAI) e reagéo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para Toxoplasma gondii em gatos domésticos cativos e
errantes do Rio de Janeiro. Unificando os resultados das duas analises do mesmo animal,
em dois periodos distintos ocorridos no periodo de agosto de 2014 a outubro de 2015.

Gatos cativos (12 e 22 analise)  Gatos errantes (12 e 22 analise)

Subtotal Subtotal
HAI RIFI (HAI e/ou RIFI) HAI RIFI (HAI elou RIFI) Total
Reagente 41 49 12 22
(15,7%) (18,8%) 64 (24,5%) (7,0%) (12,8%) 31(18,0%) 95 (21,9%)
N&o reagente 220 212 160 150
(84,3%) (81,2%) 197 (75,5%) (93,0%) (87,2%) 141 (82,0%) 338(78,1%)
Total 261 261 261 172 172 172 433

Valor de p = 0,1234
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Associando os resultados das duas populacdes de felinos estudadas
independente do periodo de coleta, a soropositividade observada em ambas as
técnicas, hemaglutinacdo indireta (HAI) e reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), foi de 6,7% e a soronegatividade 78,5%. A Medida Kappa, ou seja, 0 grau de
concordancia entre essas técnicas foi classificado como razoavel (K = 0,40) (Tabela
2).

Tabela 2 Comparacéo dos resultados obtidos nas técnicas de hemaglutinacao indireta (HAI)
e reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para anticorpos anti-Toxoplasma gondii em
duas populactes de gatos domésticos do Rio de Janeiro. No periodo de agosto de 2014 a
outubro de 2015, no gatil Fazenda Modelo e no conjunto de condominios Peninsula.

Gatos cativos e Gatos errantes (12 e 22 coleta)

HAI
RIFHGG Reagente N&o reagente TOTAL
Reagente 29 (6,7%)=a 40 (9,2%)=b 69 (16%)
N&o reagente 24 (5,5%)=c 340 (78,5%)=d 364(84%)

TOTAL 53 (12,2%) 380 (87,8%) 433 (100%)
Copositividade (RIFI/HAI) al(a+c) X100 42,0%
Conegatividade (RIFI/HAI) d/(b+d) x100 93,4%
Copositividade (HAI/RIFI) a/(a+b) x 100 54, 7%
Conegatividade (HAI/RIFI) d/(c+d) x 100 89,5%
Concordancia bruta (a+d)/(a+b+c+d)x 100 85,2%
Concordancia observada (Co) (a+d)/(a+b+c+d) 0,852
Concordancia esperada (Ce) [(a+b)(a+c)]+[(c+d)(b+d)]/(a+b+c+d)? 0,757
Kappa (Co-Ce)/(1-Ce) 0,4

Kappa: 0,40 - Razoavel
Classificacdo de Landis e Kock (1977): 1 - perfeita; 0,81 - 0,99 - 6tima; 0,61 - 080
- boa; 0,41 - 0,60 - regular; 0,21 - 0,40 - razoavel; 0,00 - 0,20 - fraca; <0,00 -

nenhuma.
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Relacionando a frequéncia dos gatos domésticos soropositivos para
anticorpos anti-T. gondii com o0 sexo, ndo verificou-se diferenca estatistica
significativa em ambas populacdes estudadas. Sendo reagentes na populacéo cativa
26,9% das fémeas e 20,8% dos machos, na populacao errante 13,6% das fémeas e
24,6% dos machos (Tabela 3).

Tabela 3 Associacdo entre os resultados obtidos pela técnica de reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e/ou hemaglutinacdo indireta (HAI) para anticorpos anti-
Toxoplasma gondii e 0 sexo em duas populagbes de gatos domésticos do Rio de Janeiro.

Gatos cativos Gatos errantes
FEMEAS MACHOS TOTAL FEMEAS MACHOS TOTAL
Reagente 43 (26,9%) 21 (20,8%) 64 (24,5%) 14 (13,6%) 17 (24,6%) 31 (18%)
N&o reagente 117 (73,1%) 80 (79,2%) 197 (75,5%) 89 (86,4%) 52 (75,4%) 141 (82%)
Total 160 101 261 103 69 172
Valor de p = 0,3027 Valor de p =0,0717

Correlacionando a positividade com a variavel de idade nas populacdes de
gatos cativos e errantes ndo foram encontrado diferenca estatistica significativa.
Sendo encontrados 3 filhotes positivos na populacdo de gatos errantes
determinando 1,7% da populacéo total (3/172) e nenhum positivo na populacdo de

cativos.

Tabela 4 Associacdo entre os resultados obtidos pela técnica de reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e/ou hemaglutinacéo indireta (HAI) para anticorpos anti-
Toxoplasma gondii e a idade em duas populacdes de gatos domésticos do Rio de Janeiro.

Gatos cativos Gatos errantes
ADULTOS FILHOTES TOTAL ADULTOS FILHOTES TOTAL
Reagente 64 (25,1%) 0 (0%) 64 (24,5%) 28(20,1%) 3(9,1%) 31 (18%)
N&o reagente 191(74,9%) 6 (100%) 197 (75,5%) 111(79,9%) 30 (90,9%) 141 (82%)
Total 255 6 261 139 33 172
Valor de p = 0,341 Valor de p = 0,2065
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Foi possivel acompanhar sorologicamente anticorpos anti-T. gondii em 94
gatos cativos da Fazenda Modelo. Destes, os titulos de anticorpos no primeiro e no
segundo periodo de andlise variaram entre animais negativos, classificados como
nao reagente (NR), animais positivos com diluicdo 1:64 até 1:1024. Gatos nao
reagente aos anticorpos na primeira coleta e que permaneceram nesta condi¢ao
foram 80,7%. J& os gatos que nao apresentaram titulos na primeira analise e
apresentaram soropositividade na segunda foram 15,7% (1:64); 3,6% (1:256). Dos
94 animais sorologicamente acompanhados, 9 (9,6%) apresentaram positividade na
primeira analise e mantiveram este status sorologico na segunda. Somente dois
animais foram positivos na primeira coleta, com titulagdo 1:64 e modificaram seu

perfil para negativos (Tabela 5).

Tabela 5 Frequéncia de titulos de anticorpos IgG para Toxoplasma gondii detectados na
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em dois momentos distintos de coletas de
sangue em populagdo de gatos domésticos cativos do Rio de Janeiro.

TITULOS DE RIFI IgG 22 COLETA CATIVOS

TITULOS RIFI 1gG 12

COLETA NR 1:64 1:256 1:1024 TOTAL
Na % Na % N& % N& % Na %
NR 67 80,7 13 15,7 3 3,6 0 0,0 83 100,0
1:64 2 33,3 0 0,0 4 66,7 0 0,0 6 100,0
1:256 0 0,0 1 20,0 3 60,0 1 20,0 5 100,0
1:1024 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TOTAL 69 734 14 149 10 10,6 1 11 94 100,0

NR: Nao reagente a diluicdo de 1:64.

Na populacdo de gatos errantes foi possivel reavaliar 56 animais habitantes
do Peninsula. Nestes, os titulos de anticorpos no primeiro e no segundo periodo de
analise também variaram entre animais negativos, classificados como nao reagente
(NR), animais positivos com diluicdo 1:64 até 1:1024. Todos os gatos nao reagente
aos anticorpos na primeira coleta permaneceram nesta condicdo na segunda coleta.
Dos 56 animais acompanhados, trés (5,4%) apresentaram positividade na primeira
analise e mantiveram este status soroldgico na segunda analise. Amostras positivas
na primeira tomada, com perfil de 1:64, sendo posteriormente negativos na segunda
tomada foi 77,8% (7/9) (Tabela 6).
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Tabela 6 Frequéncia de titulos de anticorpos IgG para Toxoplasma gondii detectados na
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em dois momentos distintos de coletas de
sangue em populagdo de gatos domésticos errantes do Rio de Janeiro.

TITULOS DE RIFI IgG 22 COLETA CATIVOS
TITULOS RIFI IgG 12 - . .
COLETA NR 1:64 1:256 1:1024 TOTAL

N& % Na % N& % N2 06 N@ %

NR 46  100,0 0 0,0 0 0,0 0O 00 46 1000
1:64 7 77,8 2 222 O 0,0 0O 00 9 100,0
1:256 0 0,0 0 0,0 1 100,0 0O 00 1 100,0

1:1024 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0O 00 O 0,0
TOTAL 53 94,6 2 3,6 1 1,8 0O 00 56 1000
NR: Nao reagente a diluicdo de 1:64.

De todos os gatos acompanhados foi possivel observar que 27 (18%)
mudaram o seu perfil sorologico para T. gondii, sendo, portanto, incluidos no grupo
de animais que realizaram soroconversdo. Destes 74,1% foram gatos cativos e
25,9% gatos errantes, ndo sendo possivel evidenciar diferenca estatistica
significativa entre os dois grupos avaliados (p=0,1954) (Tabela 7).

Tabela 7 Comparagédo da frequéncia de soroconversdo para anticorpos anti-Toxoplasma
gondii pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e/ou hemaglutinacdo indireta (HAI)
entre populacdes de gatos domésticos cativos e errantes no municipio do Rio de Janeiro.

Gatos Gatos

Soroconversao . Total
cativos errantes
sim 20 7 27
(74,1%) (25,9%) (18%)
N&o 74 49 123
(60,2%) (39,8%) (82%)
Total 94 56 150

Teste Exato de Fisher: p = 0, 1954.

Dentro do grupo que apresentou soroconversao foram observados trés tipos
de perfis sorolégicos distintos: primeira coleta IgG- e segunda coleta IgG+ que foi
verificado apenas nos gatos cativos com 80%; o segundo tipo foram os animais que
apresentaram IgG+ na primeira analise e IgG- na segunda sendo todos os felinos
errantes que apresentam soroconversao e 10% dos cativos; por ultimo, animais que

foram IgM- na andlise inicial e IgM+ na segunda, sendo observado tal status em 10%
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dos gatos cativos Todos 0s animais que apresentaram mudanca do status
sorolégico na segunda andlise pela técnica HAI também modificaram seus staus na
técnica RIFI. (Tabela 8).

Tabela 8 Frequéncia de soroconversao para anticorpos anti-Toxoplasma gondii pela reacdo
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em grupos de gatos domésticos cativos e errantes no
municipo do Rio de Janeiro.

Soroconversao

Gatos cativos Gatos errantes
12 Coleta 22 Coleta (N=94) (N =56)
19G - IgG + 16 (80%) 0
lgG+ lgG- 2(10%) 7(100%)
IgM - IgM + 2(10%) 0
Total 20 7

Dentre as amostras de fezes coletadas de todos os felinos domésticos
estudados nao foi diagnosticado formas evolutivas com morfologia compativeis com
oocistos de T. gondii. Outras estruturas parasitarias foram detectadas e estdo
descritas na Tabela 8. Ao avaliar a positividade para parasitoses gastrintestinais foi
possivel observar diferenca estatistica significativa (p=0,0043) entre as duas
populacdes de gatos estudadas, onde o0s errantes apresentaram maior frequéncia

77,3%, enquanto os cativos mostraram uma positividade de 49% (Tabela 9).

Tabela 9 Parasitos gastrintestinais diagnosticados populacfes de gatos domésticos cativos
e errantes no municipio do Rio de Janeiro.

Parasitos Cativos (N=91) Errantes (N=172)
Ancilostomideos 42 (46,1%) 117 (68,0%)
Toxocara cati 1(1,1%) 3 (1,7%)
Dipylidium caninum 3 (3,2%) 3 (1,7%)
Cystoisospora rivolta 0 33 (19,2%)
Cystoisospora felis 2 (2,2%) 23 (13,4%)
Total 45 (49%) 133 (77,3%)

Teste y* p = 0,0043.
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5 DISCUSSAO

A evidéncia de anticorpos anti-T. gondii foi avaliada em amostras
populacionais distintas de gatos. Estas corresponderam a animais sem raca
definida, de ambos 0s sexos e que ndo apresentavam posse responsavel, sendo,
caracterizados como animais cativos em gatil municipal e errantes em um conjunto
de condominios. Nestes animais a positividade para T. gondii foi verificada em dois
periodos, avaliando com isso o potencial de transmissao dos ambientes estudados.
Os animais foram submetidos a deteccao do parasito de forma indireta verificando a
presenca de anticorpos no soro, e de forma direta, pelo diagnostico de oocistos com
morfologia similar a T. gondii em suas fezes.

No presente estudo pdde-se observar que o tamanho da amostra
populacional dos gatos variou nos dois periodos estudados, sendo no primeiro
momento, capturados 261 gatos cativos e 172 em vida livre. Entretanto a avaliagéo
do potencial de transmissdo do Toxoplasma gondii foi realizada em 36,01% dos
gatos cativos e em 32,5% dos errantes. Tal fato ocorreu, pois no segundo periodo
de captura ndo foi possivel encontrar alguns animais. A falta destes no gatil da
Fazenda Modelo pode ter ocorrido devido a fugas, 6bitos ou ado¢fes. Nos animais
errantes do conjunto de condominios do Peninsula a variagdo populacional
observada na primeira e na segunda captura pode ser explicada pelo Obito,
adocOes, capacidade de reconhecer os tratadores e as armadilhas, associado ao
comportamento feral dos animais, que em muitos momentos dificultou uma nova
captura; e ainda o fato dos gatos errantes apresentarem ampla circulagdo, podendo
nao estar no Peninsula no periodo da segunda coleta.

De forma geral a soroprevaléncia para anticorpos anti-T. gondii evidenciada
no total de animais do presente estudo foi de 21,9%. Dentre os artigos encontrados,
somente Wang et al. (2012), na China, avaliaram a positividade para T. gondii tanto,
em felinos cativos de gatil quanto em errantes, sendo relatada frequéncia geral
menor do que a desse estudo, 11,7%. Tais autores ndo analisaram a frequencia dos
grupos de animais de forma isolada, o que prejudicou comparacbes com esta

literatura.
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Os gatos cativos do gatil municipal apresentaram uma frequencia maior
quando comparada com 0s gatos errantes do conjunto de comdominios. A variacado
da frequéncia de anticorpos anti - T. gondii observada entre os diferentes estudos,
nos gatos cativos e errantes pode estar diretamente relacionada ao modo de vida do
animal associado as condicfes bioticas, abidticas e sdcioecondmicas especificas de
cada local.

Nos animais cativos da Fazenda Modelo a frequencia foi de 24,5%.
Resultados similares a este foram evidenciados em gatos de Centros de Controle de
Zoonoses (CCZ) no Rio de Janeiro por Netto et al. (2003) e em S&o Paulo por
Brescianni et al. (2007), 24,4% e 25%, respectivamente. Também analisando felinos
de CCZ em S&o Paulo, Pena et al. (2006) observaram 35% de animais reagente
para anticorpos anti- T. gondii, enquanto Dubey et al. (2006) verificaram 45,2%, na
Colémbia, ambos superiores a frequencia observada. E Temoche (2012) evidenciou
uma frequencia inferior a deste estudo, em gatos da regido metropolitana do Rio de
Janeiro, sendo 10,3%. A densidade de animais em seus ambientes pode ser um dos
fatores que influenciam nesses resultados, no qual verificou-se que a densidade
populacional € maior nos gatos cativos, 0,07 animais/m2, do que nos errantes,
0,0002 animais/m2. Gauss et al. (2003) e Castillo-Morales et al. (2012) mostraram
em seus estudos que animais que vivem ambientes que h4 mais de um gato se
tornam mais propensos a infecgdo por T. gondii. Essa maior concentragcdo de
animais nos recintos do gatil pode ter favorecido o contato desses diretamente com
as fezes e também com o solo desnudo, possivelmente contaminados com os

oocistos, que quando esporulados infectam outros animais que estao ao redor.

Ja& nos gatos errantes do Peninsula, a soropositividade para T. gondii foi de
18%. Esse percentual também foi encontrado por Afonso et al. (2006), na Franca, ao
detectarem anticorpos para o protozoario em gatos em vida livre de um Parque em
Lyon. Frequéncias maiores a deste estudo foram vistas por Switzer et al. (2013) em
gatos errantes em base militares no Iraque, 30,4% e em felinos de centros urbanos
no Ird 44,2% por Akhtardanesh et al. (2010). No Brasil frequencias elevadas em
populacdes de gatos errantes foram evidenciadas por Costa et al. (2012) em
Fernando de Noronha, 66,6%; e Mendes-de-Almeida et al. (2007) , no Rio de

Janeiro, que obtiveram uma frequencia que variou de 60,6% a 92,1% nos anos de
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estudo. De acordo com a literatura, normalmente, a frequencia € maior em gatos
errantes do que gatos domiciliados ou cativos (Gauss et al., 2003; Mir6 et al., 2004).
Isso € comumente relacionado ao habito de caca a potenciais hospedeiros
intermediarios, como roedores (Dabritz et al., 2008; Elmore et al., 2010). No entanto,
a populacédo de gatos errantes do conjunto de condominios apresentou uma baixa
frequencia quando comparada a literatura utilizada. Tal fato pode ter ocorrido devido
a diversos fatores que limitaram a predacdo por esses animais, onde o principal
deles pode ser o fornecimento diario de alimento industrializado, diminuindo assim, o
habito de caca nessa populacdo. O fornecimento de alimentos para esses animais
tem como ponto positivo a limitagcdo da predacéo, contudo, existe o ponto negativo
que € o crescimento da populagdo, principalmente onde ndo ha controle
populacional com a castracao (Afonso et al., 2006).

Foram utilizadas nas andlises as técnicas sorologicas de hemaglutinacéo
indireta (HAI) e a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). A RIFI apresentou
melhor eficiéncia no diagnéstico indireto para T. gondii, porém a concordancia do
seu resultado com o HAI foi classificada como razoavel. Este resultado discorda de
Barros et al. (2015) que relataram concordancia perfeita entre as duas técnicas ao
pesquisar anticorpos para o0 protozoario em gatos domiciliados na regido
metropolitana do Rio de Janeiro. Pinto et al. (2009) relataram baixa concordancia
entre HAI e RIFI na deteccao de anticorpos anti T. gondii em gatos domiciliados em
Porto Alegre, assim como nos gatos cativos e errantes estudados. Apesar de ter
sido evidenciado uma concordancia razoavel, este valor ainda se encontra longe da
concordancia ideal, que seria a perfeita, 100%. Isso demonstra a necessidade da
associacdo de técnicas sorolégicas com diferentes fundamentos, pois ainda hoje
nao ha, para felinos, uma técnica laboratorial padrdo ouro para o diagnéstico de T.
gondii. Essa falta de padronizacdo na deteccdo de imunoglobulinas especificas anti-
T gondii em gatos acaba propiciando a utilizacdo de diferentes técnicas laboratoriais
pelos pesquisadores e isso, acarreta dificuldades nas comparacdes de resultados
epidemioldgicos.

N&o foi observada nenhuma diferenca entre a frequencia da infecgao por T.
gondii e 0 sexo nas duas populagbes analisadas, corroborando aos resultados
achados por Gauss et al., (2003); Pena et al., (2006); Bresciani et al., (2007); Coelho
et al., (2011) e Cerro et al., (2014) e Barros et al., (2015). Alguns autores ressaltam
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gue gatos machos podem apresentar um maior risco de infec¢ao por T. gondii por
explorarem territorialmente mais o ambiente do que as fémeas (Smith et al., 1992;
Mird et al., 2004). Por outro lado, Netto et al. (2003) aponta uma maior possibilidade
de infeccdo nas fémeas e nos filhotes, devido ao comportamento delas em cacar e
estimular este habito a sua cria. Portanto, neste estudo, os resultados obtidos
sugerem que ambos 0s géneros sao igualmente suscetiveis a infeccao por T. gondii.

Ao correlacionar os resultados das analises sorolégicas com a variavel de
idade nao foi evidenciado diferenca estatistica significativa, sendo similar aos
resultados obtidos por Netto et al. (2003); Cerro et al., (2014) e Barros et al., (2015).
Autores como Gauss et al., (2003); Pena et al., (2006); Bresciani et al., (2007) e
Wang et al., (2012) observaram uma maior prevaléncia em animais adultos do que
em animais jovens, o que foi explicado pela hipotese dos adultos terem tido mais
exposicdo ao protozoario T. gondii durante a vida. Estes resultados ndo estdo em
concordancia com os encontrados no presente estudo, onde a idade n&o foi um
fator que influenciou na frequencia da infeccéo.

Durante o estudo foi possivel observar que 18% dos animais mudaram o seu
perfil sorolégico. Apesar de viverem em ambientes muito distintos, os grupos de
felinos cativos e errantes ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas na
soroconversao, mostrando que ambos estdo em ambientes que favorecem de
alguma forma a infecgdo pelo protozoario. Na Franca, Afonso et al. (2006) ao
acompanharem sorologicamente gatos errantes, evidenciaram uma menor taxa de
soroconversao, 9,1%. No entanto, a definicdo de soroconversao por esses autores
foi considerada quando gatos filhotes (< 6 meses) apresentavam titulos superiores
ao ponto de corte (1:40) ou quando gatos adultos (> 6 meses) apés o intervalo de
seis meses (segunda coleta) obtinham titulacdo 1:40 ou mais. Cabe ressaltar que as
amostras dos gatos avaliados do Rio de Janeiro foram submetidas a técnica de RIFI
com um ponto corte ainda mais confidvel 1:64, do que o realizado pelos
pesquisadores na Franca. Além disso, a RIFI permitiu distinguir a classe de
imunoglobulinas e, com isso, estimar a fase da infeccdo, fato que ndo pode ser
considerado nos animais da Franca, pois estes foram avaliados somente pela
técnica de MAT.

A maioria dos gatos cativos que soroconverteram apresentaram o perfil IgG -

na primeira analise laboratorial e na segunda, IgG+. A positividade com titulagdo
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1:64 foi a mais evidenciada, seguida por 1:256. Rosa et al. (2010) também relataram
uma maior frequéncia destas titulacdes ao estudarem a soroprevaléncia de T. gondii
em gatos domiciliados em Santa Catarina. Ja Bresciani et al. (2007) obtiveram
titulacbes elevadas (1:2048) em 7,5% de gatos cativos de CCZ em Sao Paulo ao
realizar um estudo pontual. Também nos animais cativos foi observada uma baixa
frequéncia na soroconversdo com o perfil IgM positivo. Estes titulos de anticorpos
indicam que o animal provavelmente entrou em contato com formas evolutivas do
parasito no gatil, e que o protozoario ja realizou a multiplicacdo em nivel intestinal.
Dubey (1995) relata que a produgao de anticorpos para T. gondii em gatos ocorrem
depois da maxima eliminacdo de oocisto, que geralmente acontece trés semanas
apos a infeccdo, quando os sinais e sintomas da toxoplasmose ndo sdo mais tao
evidentes. Essa infeccdo no ambiente do gatil municipal estudado pode ter ocorrido
por diversos fatores dentre eles, destacam - se: a contaminacdo ambiental com
fezes contendo oocistos; a concentracdo de animais que favorece o contato direto
entre eles e com suas excretas e ingestdo de agua em vasilhames rasos disposto no
chdo em contato com o solo tendem a ser mais propicia a contaminacao. Além
disso, ndo pode ser descartada a possibilidade da ingestdo de cisto com bradizoitas
em hospedeiros intermediarios que podem entrar nos recintos, como roedores,
marsupiais e aves, pois o gatil municipal estudado fica localizado em ambiente de
Mata Atlantica.

Todos os sete animais errantes que mostraram soroconversdo, possuiam
titulos de IgG 1:64 na primeira analise e modificaram seu perfil sorolégico para néo
reagente na segunda. Esta modificacdo no status de anticorpos anti-T. gondii
também foi observada em trés felinos, por Mendes-de-Almeida et al. (2007) ao
estudarem um grupo de gatos errantes (33 a 47) anualmente, no periodo de 2002 a
2004, no Rio de Janeiro. Esta categoria de soroconversdo pode ser justificada por
duas razbes: a presenca de anticorpos em niveis basais no segundo momento de
analise que nao foram detectados nas diluicdes utilizadas ou a titulacdo de
anticorpos abaixo do ponto de corte. Dos sete gatos que soroconverteram para
negativo, trés apresentaram positividade na titulacdo 1:16 na segunda analise, que
no presente estudo foi considerado ndo reagente. Vale ressaltar, que para felinos

ainda ndo ha pontos de corte nas técnicas soroldgicas utilizadas no diagnéstico de
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T. gondii (Dubey et al., 2006). Por isso, para garantir a confiabilidade dos resultados
na RIFI, neste estudo foi utilizado o ponto de corte maior ou igual que 1:64.

Apesar dos resultados positivos na populagdo de gatos errantes estarem
presentes em menor propor¢cdo do que os cativos foram visto uma frequencia
significativa. O que sugere que o ambiente natural amplo do Peninsula, composto
por uma vegetacdo com restinga e manguezais, é favoravel na manutencgéo do ciclo
biolégico do protozoério, pois 0s gatos por estarem em vida livre, mesmo que
recebam racdo e agua potavel diariamente, podem desempenhar seu instinto de
caca, o que possibilita a infeccdo pela ingestdo de hospedeiros intermediarios
infectados com cistos.

Ao realizar o diagnéstico coproparasitologico ndo foi possivel detectar
oocistos com morfologia compativel com T. gondii nas amostras de fezes. Esses
resultados concordam com Dubey et al. (2006) que pesquisaram oocistos em fezes
de 170 gatos de CCZ na Colébmbia, e também com Cerro et al. (2014) e com Bastos
et al. (2014) que avaliaram material fecal de 50 e 54 gatos domésticos,
respectivamente, no Brasil. J& Pena et al. (2006) detectaram somente 1,3% de
oocistos de T. gondii em 237 amostras de fezes de gatos de CCZ em Sao Paulo.
Schares et al. (2008) relataram baixa frequéncia, 0,31% destas formas evolutivas ao
analisarem 24106 amostras de fezes de gatos em varios paises da Europa. A
maioria dos autores demonstra resultados com nimeros muito baixos ou negativos
na pesquisa de oocistos, pois 0s gatos infectados liberam o0s oocistos por um Gnico
periodo, que compreende uma a duas semanas de vida (Elmore et al. 2010).
Segundo Dubey e Beattie (1988), gatos desenvolvem anticorpos anti-T. gondii trés
semanas apoOs ter se infectado, ou seja, gatos sorologicamente positivos,
provavelmente ja eliminaram os oocistos nas fezes. Este fato pode ter ocorrido neste
estudo, nos felinos sorologicamente positivos e com amostras fecais negativas para
oocistos de T. gondii.

Apesar de néo ter sido diagnosticado oocisto de T. gondii nas fezes dos gatos
domésticos de ambas as amostras populacionais desta pesquisa, outros parasitos
gastrintestinais foram detectados. Dentre esses, 0os mais evidenciados foram ovos
de ancilostomideos e oocistos de Cystoisospora rivolta e Cystoisospora felis,
principalmente nos gatos errantes que tiveram maior frequencia nos exames

coproparasitolégicos. A predominancia desses parasitos também foi observada por
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Serra et al. (2003) em felinos de CCZ do Rio de Janeiro e por Torrico et al. (2008)
em material fecal de gatos domiciliados em S&o Paulo. Também analisando animais
cativos de gatil na Australia, Palmer et al. (2008) diagnosticaram baixa frequéncia
desses parasitos. Comparacfes da frequéncia de parasitoses gatrintestinais em
gatos errantes estimada nesta pesquisa frente a literatura especializada ficaram
prejudicadas, pois ndo foram encontrados dentre os artigos pesquisados estudos
sobre essa temética neste grupo de animais. Pode-se observar uma maior
positividade de helmintos e protozoarios nos gatos errantes. A falta de intervencao
rotineira com medicamentos antiparasitarios, associada a ampla circulacdo destes
animais no peridomicilio pode ter determinado a maior frequencia.

As parasitoses gastrintestinais podem causar diferentes manifesta¢des
clinicas nos gatos, destacando a diarreia, perda de peso, desidratacdo e até anemia
(Barutzki e Schaper 2003). Alguns parasitos que acometem o0s animais domeésticos
podem apresentar um carater zoonético, como € o caso de T. gondii. Outras
espécies de protozodrios, que também pertencem a Familia Sarcocystidae, porém
sem importancia zoondtica, como C. rivolta e C felis, foram detectadas nas amostras
fecais dos animais neste estudo. Apesar de ndo estar bem esclarecido o0 mecanismo
de interacdo destes outros coccidios com o protozoario T. gondii, ja foi observado
por Lindsay et al. (1997) que, gatos previamente infectados com esse parasito,
guando ingerem oocistos de C. felis, podem voltar a eliminar oocistos T. gondii e,
assim, novamente contaminar o ambiente.

Ao avaliar de forma indireta a infeccdo de T. gondii nos gatos cativos foi
demonstrado um percentual de positividade similar a demais estudos da regido e
nos gatos errantes um percentual de positividade inferior a outros estudos que foram
utilizados como referéncia de literatura nesse trabalho. Ja na andlise direta ndo
foram detectados oocistos desse protozodrio nas fezes dos animais. Cabe ressaltar
que o presente estudo além de avaliar a soroprevaléncia de forma pontual, como
fazem os demais, priorizou, sempre que possivel, a coleta de amostras em dois
periodos distintos do mesmo animal individualmente identificados. Esse
procedimento permitiu identificar animais que soroconverteram nas duas populagcdes
estudadas, o que demonstra a presenca da infeccdo ou a contaminacdo ambiental
em ambos locais estudado e ainda a possibilidade de dispersdo do parasito no

conjunto de condominio.
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6 PERSPECTIVAS

O estudo sobre a epidemiologia da Toxoplasmose em gatos domésticos
continuara em uma linha que ja esta concretizada no Laboratério de Toxoplasmose
do I0C/Fiocruz em colaboracdo com o Laboratdrio de Parasitologia da UFF. As

proximas etapas seréo:

e Isolamento de cistos de T. gondii em tecido de gatos que vao ao Obito por
causas naturais ou que forem encaminhados a eutanasia,

e Deteccao e infeccdo experimental de oocistos por meio da aquisicdo do
segmento intestinal de gatos que vao ao Obito por causas naturais ou que forem
encaminhados a eutanasia;

e Genotipagem das cepas de T. gondii circulantes nessas populacdes de
animais;

e Comparacdo das técnicas mais utilizadas no diagndstico imunologico de T.
gondii para avaliacdo de parametros soroldgicos;

e Avaliacdo ambiental da contaminacédo por T. gondii por meio de analises de
agua e solo dos locais estudados;

e Avaliacdo soroldgica para T. gondii dos tratadores dos animais;

82



7 CONCLUSOES

e A frequéncia de anticorpos anti-T. gondii na populacdo de gatos cativos do
gatil municipal foi similar a de outros estudos realizados no municipio do Rio de

Janeiro com populacdes de felinos com as mesmas caracteristicas;

e A frequéncia de anticorpos anti -T. gondii na populacdo de gatos errantes do
conjunto de condominios localizado no municipio do Rio de Janeiro foi inferior a

relatada na literatura;

e Foi verificada uma razoavel concordancia entre as duas técnicas sorolégicas
utilizadas, tendo a RIFI diagnosticado maior nimero de animais sororreagentes

do que a HAI.

e A soroconversdo foi identificada em ambos os grupos de felinos apds o

intervalo de no minimo quatro meses e N0 Maximo oito meses;

e Verificou-se diferentes perfis de soroconversdo entre aniamis cativos e

errantes sem diferenca estatisticamente sifnificativa e
e Nao foi detectado oocisto com morfologia compativel com T. gondii nhas

amostras fecais dos gatos domésticos cativos e errantes, confirmando a

dificuldade de encontrar tal estrutura.
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9 ANEXOS:

9.1 Anexo 1. Folder : "Toxoplasmose felina. O que é e como

prevenir?"

oo OXOPLASMOSE

FELINA

® Lave bem as mios, facas e outros utensilios 10¢/Fiocruz=Rio deJaneiro/Brasil

apés manusear carne crua.

Projeto: - Y
e Frutas, verduras e legumes crus devem ser "Estudo da Infeccio por Toxoplasma gondii em o que e e cCOmo prevenir:
cuidadosamente lavados antes do consumo. gatos domésticos (Felis catus) no Rio de Janeiro".

Responsaveis: Dr. Maria Regina Reis Amendoeira e
Pamela Figueiredo Pereira

Colaboragdo: Me Fernanda Loureiro de Moura
llustragdes: Renata Loureiro de Moura

Projeto Grafico: Heloisa Maria Nogueira Diniz

® Consuma apenas carnes bem cozidas, leite
pasteurizado ou fervido e de boa procedéncia.

® Lave sempre as maos, com dgua limpa corrente
e sabdo, antes de comer e ap6s manipular a
terra, hortalicas, caixas de areia e animais.

Ministério da Smide

nocauz
® Useluvasaomanejar terra e caixas de areia. Fundagiio Oawalda Cruz

GOVERNO FEDERAL

Faga o controle de moscas, baratas e formigas.
i PATRIA EDUCADORA
Gravidas devem solicitar ajuda de outra pessoa Rio de Janeiro

para limpar as caixas de areia de seu gato. 2015
Tomando alguns cuidados vocé pode conviver
com seu animal de estimagdo sem problemas.

O QUE E TOXOPLASMOSE? COMO O GATO PEGA A INFECCAO? DIAGNOSTICO

E uma zoonose (doenca que acomete diversos ® Comendo carnes e visceras infectadas, cruas ou O diagnéstico da infecgdo por Toxoplasma gondii
animais domésticos e o homem), causada por um mal cozidas. se faz pelo exame de sangue e de fezes.
prot:zczzno Cha"JSGO Tox:p/gsmt?’ gondii. Também ® Bebendo leite cru e comendo ovos crus ou mal E fundamental que seu animal seja levado ao
conliccicacomo-Doencado Gato;: cozidos. veterinario, pelo menos uma vez ao ano, para
® Cagando insetos e roedores que eventualmente ’Eleljf avallaq6e§ ds rot;\a e manter a
possam estar infectados. vermifugagio e vacinagdo em dia.
® Bebendo &dgua contaminada com formas COMO EVITO QUE MEU GATO SE INFECTE
resistentes do parasita.
® Transmissdo do parasita da mde com infec¢ao ® Forneca ao seu gato apenas ragdo ou paté
aguda para o filhote, durante a gravidez e a industrializados, no caso de alimentos
amamentagdo. preparados, nunca dé carnes cruas ou mal
® Contato com fezes de gatos infectados. cozidas;

Troque todos os dias a dgua do pote de seu
animal poragualimpa e tratada.

EU TENHO RISCO DE PEGAR A ® Opte pela castragdo para que seu gat»o \{a
INFECCAO DO MEU GATO? menos a rua e tenha contato com animais
E infectados.

O risco de adquirir a ® Mantenha os gatos dentro de casa.

Toxoplasmose ndo estd ® Limpe a caixa de areia frequentemente com

ndo ter um gato de estimacdo, descartdveis. O parasita n3o se torna
A doenga clinica em gatos é rara, porém quando mas a forma como as pessoas infeccioso até 5 dias apos ter sido eliminado
presente, os sinais e sintomas mais frequentes sdo: criam esses animais. nas fezes de um gato.

febre, tosse, dificuldade de respirar, sonoléncia,
perda de apetite, vémito, diarréia e mucosas
amareladas, além da ocorréncia de alteragbes
cardiacas, neurolégicas e oculares.

Ter cuidados basicos de higiene e
alimentacdo adequada na
criagio do seu gato diminui
muito os riscos.

Em gatas prenhas pode causar aborto, morte do

feto (natimorto) e morte apés o nascimento

subita do animal.
Somente o médico veterinario é capaz de avaliar e
orientar sobre o tratamento do animal.




9.2 Anexo 2: Formulério de solicitagc&o de registro de obra autoral.

FORMULARIO DE SOLICITACAO DE REGISTRO DE OBRA AUTORAL

Instrugbes para o preenchimento e encaminhamento:
a) Todos os campos devem ser preenchidos;

b) A Fiocruz ao explorar obra autoral de sua titularidade reserva-se o direito de
reter uma licenga gratuita, intransferivel, irrevogavel da obra autoral, para uso
préprio, para fins educacionais e culturais;

c) Ao encaminhar este Formuldrio ao NIT de sua Unidade, os autores envolvidos

com a presente obra autoral declaram que todas as indicacdes feitas neste

documento sobre seus conhecimentos sdo verdadeiras, assim como todas as
informagdes e opinides;

d) Este formuldrio deveré ser preenchido, assinado e entregue ao NIT de sua

Unidade juntamente com a seguinte documentacéo:

I- Copia do documento de identificagdo de todos os autores da obra autoral;

II- Cépia de documento comprovante de vinculo com a Fiocruz de todos os
autores, se houver;

III- 02 (duas) vias do Termo de Cessdo de Direitos Autorais Patrimoniais
(Anexo) assinadas;

IV- 01 (uma) exemplar da obra autoral.

| 1 - Titulo da obra: “Toxoplasmose felina, o que é e como prevenir?”

2 - Tipo de obra:
() Textos cientificos - Textos literdrios -Textos didaticos
( ) Fotografia cientifica:
( ) Fotografia de pessoas
( ) Fotografia de ambiente natural ou construido
) Audiovisual
) Mdsica
) Games/jogos
) Artes visuais: pinturas, esculturas

) Artes dramaticas: teatro, danca
) Banco de Dados

(
(
(
(
() Artes gréficas: desenhos, ilustragdes
(
(
( x ) Outros: folder

3. Descricdo da obra: Trata-se de um folder ilustrado com informagdes sobre a
toxoplasmose felina, ressaltando principalmente as formas de transmissdo e medidas
preventivas do Toxoplasma gondii.

4. A obra esta pronta?
x[] sim
[J N&o. Em que estdgio ela se encontra?

5. Pablico-alvo: Proprietarios e manipuladores de gatos

6 - Autores:

—~
et
~

Nome: Pdmela Figueiredo Pereira

Unidade: Instituto Oswaldo Cruz

Laboratorio: Toxoplasmose

Telefone (s): 25621844

E-mail(s):pamela.pereira@ioc.fiocruz.br

Vinculo com a Fiocruz: Técnica em satde publica- servidora estatutaria

Informagdes institucionais

Caso positivo, Qual?

Vinculado a outras instituigdes (publicas ou privadas)?

(x YNAO ()SIM

Vinculo com a obra: (x ) Autor(a) ( ) Adaptador () Tradutor () Ilustrador )
Organizador () Fotégrafo () Editor () Outros

Identidade: 21.305.271-5

Org&o Expedidor DETRAN RJ

CPF: 121.859.557-48

Data de nascimento: 06/07/1988

Nacionalidade: Brasileira

Naturalidade: Duque de Caxias-R]

Informagdes Pessoais
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