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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL)

Carolina Andrade de Oliveira

Antes da década de 1950, a utilizacdo de primatas ndo humanos (PNH) para pesquisas foi
pouco explorada, ganhando forc¢a, principalmente apés a criacao de centros primatoldgicos.
A criacdo desses centros mostrou-se necessaria para o aprimoramento de estudos
relacionados ao desenvolvimento de vacinas e compreensdo das patogenias de doencas
infecciosas, além da conservacao, reproducdo e manejo dos animais. O macaco-de-cheiro
(Saimiri spp.) € um primata neotropical muito utilizado em pesquisas biomédicas,
principalmente devido ao seu tamanho, facil manejo e baixo custo de criacdo e manutencao.
O género Saimiri demonstra uma grande suscetibilidade por Toxoplasma gondii e a
presenca da infeccdo toxoplasmica dentro de uma coldnia € muito preocupante devido a
possibilidade de surto. A alta mortalidade que a toxoplasmose causa nesses animais, pode
dizimar toda uma populacéo que é utilizada em diversos projetos de pesquisa. Levando em
consideracdo as informacdes apresentadas, este estudo transversal descritivo teve como
objetivo identificar fatores de risco para infeccdo por T. gondii na colbnia de primatas do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz), na cidade do Rio de Janeiro/RJ, Brasil, associado a levantamento soroldgico para
verificar a ocorréncia da infeccdo em Saimiri spp.. Foi utilizado roteiro investigativo e
entrevista estruturada aplicada aos funcionarios da colbnia, para identificar a presenca de
possiveis fatores de risco associados a infeccdo. A detec¢do de anticorpos IgG anti-
Toxoplasma gondii foi realizada por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
pela técnica de aglutinagdo modificada (MAT) em 125 animais. Apesar da identificagdo de
fatores de risco para a infecgdo toxoplasmica por dados obtidos por meio do roteiro
investigativo, nao foi possivel correlacionar esses fatores com a soropositividade
encontrada. A entrevista estruturada revelou que 57% (4/7) dos trabalhadores da colbnia ja
ouviram falar da toxoplamose e 28% (2/7) conhecem aspectos basicos sobre a doenca por
meio de formagdo académica e 29% (2/7) por meio da familia. Neste estudo, 61,60%
(77/125) das amostras eram de primatas fémeas e 38,40% (48/125) eram machos. Os
animais foram divididos em quatro faixas etarias: 4,80% (6/125) infantis (0 a 18 meses),
11,20% (14/125) juvenis (18 a 36 meses), 15,20% (19/125) subadultos (36 a 48 meses) e
68,80% (86/125) adultos (mais de 48 meses). Foi evidenciada soropositividade em 7,20%
dos animais pela RIFI e 12,00% na MAT. N&o foi observada diferenca estatistica
significativa na associacdo entre a positividade sorologica e sexo, faixa etaria e espécie,
embora, tais variaveis sejam pontos importantes na discussdo sobre 0 manejo para a
reducéo dos fatores de risco e prevencdo da toxoplasmose no plantel de primatas estudado.

Palavras-chave: Infecgdo toxoplasmica, Saimiri spp., RIFI, MAT, T. gondii
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Carolina Andrade de Oliveira

Before the 1950s, the use of non-human primates (PNH) for research was little explored,
gaining strength, especially after the establishment of primatological centers. The creation of
these centers was necessary for the improvement of studies related to the development of
vaccines and understanding of the pathogens of infectious diseases, besides the
conservation, reproduction and management of animals. The squirrel monkey (Saimiri spp.)
it is a neotropical primate widely used in biomedical research, mainly due to its size, easy
handling and low cost of creation and maintenance. The genre Saimiri demonstrate a high
susceptibility to Toxoplasma gondii and presence of toxoplasmic infection within a colony is
very worrying due to a possibility of outbreak. High mortality that causes toxoplasmosis in
animals can affect an entire population that is used in various research projects. Taking into
account the available information, this cross-sectional study described the risk factor for T.
gondii infection in the primate colony of the Institute of Science and Technology in Biomodels
(ICTB) of the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz) in Rio de Janeiro / RJ, Brazil, associated
with a serological survey to verify the occurrence of infection in Saimiri spp.. An investigative
test and a structured interview with colony employees were used to identify the presence of
possible risk factors associated with the infection. The detection of anti-Toxoplasma gondii
IgG antibodies was performed by indirect immunofluorescence reaction (IFAT) and modified
agglutination technique (MAT) in 125 animals. Although of the identification of risk factors for
toxoplasmic infection by data obtained through the investigative script, it was not possible to
correlate these factors with the seropositivity found.The structured interview revealed that
57% (4/7) of colony workers have heard of toxoplasmosis and 28% (2/7) know basic aspects
of the disease through academic training and 29% (2/7) through of the family. In this study,
61.60% (77/125) of the species were female primates and 38.40% (48/125) were male. The
animals were divided into four age groups: 4.80% (6/125) children (0 to 18 months), 11.20%
(14/125) juveniles (18 to 36 months), 15.20% (19 / 125) sub-adults (36 to 48 months) and
68.80% (86/125) adults (over 48 months). Seropositivity was evidenced in 7.20% of animals
by RIFI and 12.00% in MAT. No statistically significant difference was observed in the
association between serological positivity and gender, age range and species, however,
such variables is important in the discussion of the reduction of risk factors and the
prevention of toxoplasmosis in the planting of primates studied.

Key words: Toxoplasmic infection, Saimiri spp., RIFI, MAT, T. gondii
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1  INTRODUCAO

1.1 Toxoplasma gondii

O protozoario Toxoplasma gondii € um coccidio intracelular obrigatorio
responsavel pela toxoplasmose, uma infeccdo que acomete diversas espécies de
mamiferos e aves, atingindo também o ser humano, sendo portanto, uma zoonose
(Amendoeira et al., 2012; Frenkel; Bermudez, 2015).

1.1.1 Historico do parasito

A descricdo de T. gondii ocorreu quase que concomitantemente em dois
continentes e em espécies de animais diferentes. Em 1908, Splendore descreveu o
parasito em coelhos, em S&o Paulo, Brasil. No mesmo ano, o protozoario foi isolado
na Tunisia, Africa do Norte, pelos pesquisadores Nicolle e Manceaux em um roedor
e 0 denominaram de Leishmania gondii. Em 1909, Nicolle e Manceaux homearam o
protozoario de Toxoplasma gondii (Amendoeira et al., 2012; Frenkel; Bermudez,
2015).

Por muitos anos, o parasito foi detectado em humanos e coelhos,
camundongos, macacos, frangos e outros mamiferos e aves de diferentes espécies,
pensando-se que 0 protozoario apresentava espécies distintas para cada
hospedeiro. Essa conduta manteve-se até que em 1939, foram desenvolvidas
estratégias que possibilitaram comparacdes bioldgicas e imunoldgicas e forneceram
evidéncias de que varias espécies, de origem humana e de outros animais como
coelhos e camundongos, eram idénticas entre si, indicando pertencer a uma unica
espécie, T. gondii (Sabin, 1939; Tenter; Johnson, 1997).

Em levantamento bibliografico realizado no Brasil de 1908 a 1975, foi
observado um aumento de informacdes sobre a doenca humana a partir de 1950,
propiciada pelo aprimoramento de técnicas de diagndstico, tornando evidente a
importancia da toxoplasmose como doenga zoonotica. Durante esse periodo foram
esclarecidas diversas questdes referentes ao ciclo biolégico do parasito por
diferentes pesquisadores, que possibilitou a conclusdo de que o gato e outros

felideos seriam os hospedeiros definitivos de T. gondii (Hyakutake; Mearim, 1976).



No ano de 1972, a familia Felidae foi considerada a Unica em que o parasito
desenvolve seu ciclo sexuado, descoberta segundo Hyakutake; Mearim (1976) por
meio de estudos desenvolvidos por Jewel, Miller e Jamitschke, que consideraram
como caracteristica da fase sexuada do protozoario a excrecdo de oocistos nas
fezes. Em contrapartida, os hospedeiros intermediarios apresentavam somente o
ciclo assexuado por endodiogenia e esquizogonia. Desse modo, a classificacao
taxonbmica de T. gondii, que até aquela data era incerta, passou a ser situada no filo
Protozoa e subfilo Apicomplexa e por sua forma de reprodugé@o bem particular (por
endodiogenia), foi criada a subordem Endodiococcidia, (Hyakutake; Mearim, 1976).

1.1.2 Taxonomia

Ha duas classificacdes para o protozoario, ambas séo utilizadas atualmente
uma baseada em caracteristicas evolucionarias e outra em informacdes
filogenéticas. Segundo Levine et al. (1980), Toxoplasma gondii é classificado em:

e Filo: Apicomplexa (Levine, 1970)

e Classe: Sporozoea (Leuckart ,1879)

e Subclasse: Coccidia (Leuckart ,1879)

e Ordem: Eucoccidiida (Leger e Duboscq, 1910)

e Subordem: Eimeriina (Leger, 1911)

e Género Toxoplasma (Nicolle e Manceaux, 1909)

e Espécie: Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1909)

Considerando informacdes filogenéticas, de acordo com Adl et al. (2012), a
classificacao do parasito, insere-se em:

Super grupo: SAR (Adl et al., 2012);

eAlveolata (Cavalier-Smith, 1991);

eeApicomplexa (Levine 1980, emend. Adl et al. 2005) ;

eeeConoidasida (Levine, 1988) ;

eeee(Coccidia (Leuckart, 1879) ;

eeeeelucoccidiorida (Leukart, 1879);

eeeeee Eimeriorina (Léger, 1911);

eeeeeeeeTOxoplasma (Nicolle e Manceaux, 1909);



eeeeeeeeeT0xoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1909)

1.1.3 Morfologia

O parasito apresenta diversas formas evolutivas em seu ciclo bioldgico, sendo
descritos trés estégios infectivos de T. gondii, nomeados por taquizoitos, bradizoitos
e esporozoitos (Robert-Gangneux; Dardé, 2012).

Taquizoitos

Sao formas evolutivas de reproducéo rapida do protozoario, que geralmente
caracterizam a infeccdo aguda em hospedeiros intermediarios. Também
denominados de endozoitos ou forma proliferativa, multiplicam-se por sucessivas
endodiogenias, onde ha a formacdo de novos organismos por brotamento interno
em células filhas no interior de células mae no vacuolo parasitoforo, dentro da célula
hospedeira. Possuem formato alongado, brevemente arqueado e podem medir de 2
a 4 um de largura e entre 4 a 8 um de comprimento (Amendoeira et al., 2012;
Frenkel; Bermudez, 2015).

Os taquizoitos apresentam a extremidade anterior mais delgada do que a
posterior e diversas estruturas internas caracteristicas do Filo Apicomplexa (Figura
1) que auxiliam o protozoario durante a invasdo celular como roptrias, micronemas,
microporo, mitocondrias, microtubulos subpediculares, reticulo endoplasmatico,
complexo de Golgi, ribossomos, ndcleo e vacuolo de glicogénio (Amendoeira et al.,
2012; Frenkel; Bermudez, 2015).

Os taquizoitos podem se reproduzir em qualquer célula nucleada de
mamiferos ou aves, 0 que torna o parasito pouco especifico em relacdo as

estruturas que sdo afetadas pelo mesmo (Amendoeira et al., 2012).

Bradizoitos

Sao formas de reproducdo lenta do parasito, correlacionadas a fase crénica

da infeccdo e podem ser encontradas dentro de cistos teciduais. Sua reproducao é



de forma assexuada, por meio da endodiogenia no interior de cistos (Amendoeira et
al., 2012).

Os cistos, que por vezes chegam até 100 um, contendo bradizoitos se
desenvolvem, principalmente, em tecido nervoso, retina, musculo cardiaco e
esquelético, mas podem ser observados em qualquer tecido. Os bradizoitos
possuem tamanho aproximado de 2 um de largura por 7um de comprimento e séo
semelhantes aos taquizoitos (Figura 1), no entanto, apresentam grande quantidade

de granulos de amilopectina, ao contrario dos taquizoitos (Dubey et al., 1998).
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Figura 1. Desenho esquematico da ultraestrutura do taquizoito (a esquerda) e do bradizoito (a direita)

de Toxoplasma gondii (Adaptado — Fonte: Dubey et al.,1998).

Durante a formacao dos bradizoitos, o vacuolo citoplasmatico passa a compor
a capsula do cisto e ndo ha participacdo do nucleo da célula hospedeira. Essa
capsula apresenta resisténcia e elasticidade, sendo uma estrutura que protege 0s
bradizoitos em seu interior das acdes de resposta imunologica do organismo do
hospedeiro (Frenkel; Bermudez, 2015).

Os bradizoitos sdo adaptados para sobreviver por longos periodos e dentro
dos cistos, que permanecem intracelular. Porém, se ocorre ruptura da célula

hospedeira devido a sua morte, os cistos podem se romper e liberar os bradizoitos,



que por serem resistentes a pepsina acida (de uma a duas horas na pepsina-HCI)
possibilitando a sua transmissdo por meio da ingestdo (Robert-Gangneux; Dardé,
2012).

Esporozoitos

Os oocistos eliminados pelos felideos ndo sao infectantes (ndo esporulados)
até que permanecam no ambiente por tempo suficiente (de um a cinco dias) e em
condicdes climaticas ideais (aeracdo e temperatura) para que esporulem. Em cada
oocisto infectante sdo encontrados dois esporocistos e dentro de cada um desses,
h& quatro esporozoitos (Hill et al., 2005). O desenho esquematico de um esporozoito
pode ser visto na figura 2.

Os oocistos ndo esporulados podem medir cerca de 11x 13 pum, enquanto que
0S esporocistos um pouco menores que esses primeiros, medem aproximadamente
6x8 um (Dubey, 2010) e os esporozoitos, estruturas ainda menores, medem entre
2x6 a 2x8 um (Hill et al., 2005).
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Figura 2. Desenho esquematico da ultraestrutura do esporozoito de Toxoplasma gondii. (Adaptado —
Fonte: Dubey et al., 1998).



1.1.4 Ciclo de vida

O ciclo de vida do parasito € heteroxéno facultativo, com dois hospedeiros:
hospedeiro definitivo (HD) ou completo e hospedeiro intermediario (HI). Os HDs
podem apresentar o ciclo enteroepitelial, de reproducéo sexuada e também o ciclo
extraintestinal, com formacéo de cistos contendo bradizoitos ou presenca de grupos
de taquizoitos em tecidos. Resumindo, no ciclo de vida do parasito dentro do HD
podem ser observadas formas sexuadas e assexuadas do protozoario. Nos His
ocorre apenas o ciclo extraintestinal, em que sado observadas as formas assexuadas
(Robert-Gangneux; Dardé, 2012; Tenter; Johnson, 1997).

e No hospedeiro definitivo (HD)

A infeccéo por T.gondii nos HDs ocorre, principalmente, quando na predacéao,
h& ingestdo de tecidos de HIs contendo cisto do parasito. No estdbmago dos HDs, as
paredes dos cistos sao destruidas por enzimas gastricas e liberam bradizoitos, que
penetram nos enterocitos. Nestes, o0s bradizoitos passam por multiplicacdo
assexuada autolimitante marcada pelo desenvolvimento de esquizontes contendo
merozoitos. Esses esquizontes se rompem e liberam os merozoitos, que invadem
outros enterdcitos, iniciando a reproducao sexuada, que sé ocorre nos HDs (felideos
selvagens e gatos domeésticos) e pode ser observada na Figura 3. Apos a formacéo
de gametas femininos e masculinos, ocorre a fertilizacdo, produzindo oocistos néo
esporulados, que sao liberados, com a ruptura dos enterdcitos, e excretados nas
fezes dos felideos em um periodo de trés a sete dias apds a ingestao do cisto pelo
HD, podendo continuar sendo eliminados por até trés semanas (Robert-Gangneux;
Dardé, 2012). No ambiente, os oocistos esporulam em condi¢cbes favoraveis, onde
h& oxigénio, umidade e temperatura ideal (faixa de 20 ° a 30 °C), em um intervalo de
um a cinco dias, tornam-se uma das formas infectantes do protozoario podendo
infectar uma grande variedade de HIs e contaminar alimentos, solo e a agua
(Frenkel; Bermudez, 2015; Robert-Gangneux; Dardé, 2012). Além disso, 0s oocistos
podem ser uma fonte de infecgéao para os felinos, embora de forma menos eficiente
(Robert-Gangneux; Dardé, 2012).



Apesar da fragilidade dos taquizoitos e sua facil destruicdo por enzimas
digestivas e pouca chance de sobrevivéncia no ambiente, devido a sua alta
sensibilidade as condi¢cfes climaticas, os taquizoitos podem, penetrar a mucosa do
hospedeiro caso este consuma alimentos como leite ndo pasteurizado contendo as
formas infectantes. Embora, essa forma de transmissdo nao seja considerada

importante epidemiologicamente (Robert-Gangneux; Dardé, 2012).

e No hospedeiro intermediario (HI)

O HI se infecta ao ingerir o oocisto esporulado e no sistema gastrointestinal
tem suas paredes destruidas pelas enzimas proteoliticas, liberando os esporozoitos.
Por sua vez, os esporozoitos penetram nas células do epitélio intestinal e se
diferenciam em taquizoitos, que se replicam de forma acelerada por endodiogenia e
penetram indistintamente nas células do hospedeiro (Figura 3), disseminando-se
por todo organismo do individuo (Dubey, 2009; Robert-Gangneux; Dardé, 2012).

Em um segundo momento, os taquizoitos se diferenciam em bradizoitos,
formando os cistos nos tecidos que se replicam por endodiogenia, porém, mais
lentamente. Os cistos tém tropismo por tecidos nervosos, principalmente, sistema
nervoso central (SNC), mas também se localizam na regidao ocular, musculos
cardiaco e esquelético. Apesar da predilecéo, os cistos podem ser encontrados em
outras regides do corpo como pulmao, figado e rins, mas em menores proporcdes
(Dubey, 2010).

Ap6s formados, os cistos ja sdo uma forma infectante caso o HI seja predado
pelo HD ou por outros Hlis. Essa forma infectante pode permanecer no HI por tempo
indeterminado, persistindo durante a vida do hospedeiro. Pode ocorrer a reativacao
da infeccao toxoplasmica devido a ruptura e formacédo de novos cistos, embora os
mecanismos envolvidos diretamente ainda nédo sejam conhecidos (Dubey, 2010).

A infeccdo do HI também pode ocorrer pelo consumo de leite e
derivados néo pasteurizados contendo taquizoitas, que penetram na mucosa do HI e

iniciam o ciclo de replicacdo (Robert-Gangneux; Dardé, 2012).
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Figura 3. Ciclo de vida de Toxoplasma. gondii. Esquema mostrando a biologia, infec¢éo e replicacdo

do parasito em seus hospedeiros (Adaptado — Fonte: Robert-Gangneux; Dardé, 2012).

1.1.5 Mecanismo de transmissao

A transmissdo do parasito (Figura 4) pode ocorrer entre o hospedeiro
definitivo e o hospedeiro intermediario pela forma evolutiva produzida no ciclo
sexuado, mas também pelas formas produzidas no ciclo assexuado, entre
hospedeiros intermediarios por meio de carnivorismo ou ainda, entre hospedeiros
definitivos (Robert-Gangneux; Dardé, 2012).

ingestdo de qualquer uma das trés formas infectantes do parasito €&
classificada em transmissdo horizontal: ingestdo de oocistos esporulados por
gualquer grupo animal devido a contaminacdo fecal de alimentos e agua com
oocistos esporulados; ingestdo de taquizoitos e ou bradizoitos em cistos teciduais
pelos animais predadores ou consumo de carne crua ou malcozida por humanos
(Dubey et al., 1998). A transmissdo vertical ocorre por meio da transmissao
transplacentaria de taquizoitos (congénita) ou transmamaria (Dubey et al., 1996;

Jones et al., 2006).
Em infec¢cbes congénitas de outros animais e humanos, 0s taquizoitos

atravessam a barreira placentaria na primoinfecgdo durante a gravidez e podem



determinar consequéncias graves como parto prematuro, aborto, morte fetal e mal
formacdes ou diminui¢cdo da qualidade de vida para o feto/embrido (Bresciani et al.,
2001; Frenkel; Bermudez, 2015).

Outras formas de transmissédo do parasito, mesmo que com menor impacto
epidemioldgico, ndo podem ser ignorados, como transplante de 6rgaos infectados
com bradizoitos ou taquizoitos, transfusdo sanguinea e outros elementos do sangue,
acidentes de laboratério envolvendo a manipulacdo de formas infectantes de T.
gondii, ingestdo de leite ou contato com saliva contaminados e por meio de

artropodes vetores mecéanicos de oocistos (Amendoeira et al., 2012).
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Figura 4. Fontes de infeccdo por Toxoplasma gondii para outros animais, humanos e contaminacao

do meio ambiente (Adaptado — Fonte: Robert-Gangneux; Dardé, 2012).

1.1.6 Fatores derisco parainfeccao por Toxoplasma gondii

A agua e os alimentos contendo formas infectantes do parasito sédo fontes de

infeccéo para os HDs e HiIs, devido a ingestéo de oocistos de T. gondii. (Hill; Dubey,
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2005). A desinfeccdo de frutas, verduras e vegetais para consumo com cloro ndo é
suficiente para inativar as formas do parasito, por isso, a higienizagdo mecanica €
uma etapa importante no processo de preparo dos alimentos. Além disso, deve-se
considerar a origem da agua para higienizacao (poc¢o, fornecimento por empresa,
caminh&o pipa, agudes, entre outros), escolhendo a de melhor qualidade, que tenha
tratamento como filtracdo e floculacdo capazes de deter a maior quantidade de
oocistos possivel (Amendoeira et al., 2012; Robert-Gangneux; Dardé, 2012). Como
produtos quimicos tem baixa eficacia, os meios de desinfec¢cdo mais confiaveis e
rapidos sédo agua fervente e calor seco (1-2 min entre 55 e 60°C) para destruicao de
oocistos do solo. Mas em casos de contamina¢cdo da pele, mesmo a 4gua e sabéao
sédo capazes de descontaminar as formas do parasito presentes (Robert-Gangneux;
Dardé, 2012; Frenkel; Bermudez, 2015).

Outro alimento que € potencialmente uma fonte de infeccdo € a carne a ser
consumida, que pode conter cistos do parasito. Por isso é importante que o0s
produtos carneos servidos aos animais nao sejam oferecidos crus ou malcozidos
(Cunningham et al., 1992).

A presenca de animais sinantropicos, como roedores e passaros, pode
provocar o comportamento altamente territorialista de alguns animais, principalmente
primatas ndo humanos, que predam e consomem o0s intrusos dos recintos, se
infectando com cistos de T. gondii presente nos muasculos das presas (Dietz et al.,
1997; Bouer et al.,1999; Carme et al., 2009).

Gatos domeésticos errantes podem interagir com os primatas ndo humanos e
isso pode levar a infeccdo do animal e contaminacdo do ambiente. Outros animais
gue nao Hls ou HDs, como moscas, baratas, besouros, e outros podem disseminar
0S oocistos por carreamento mecanico por meio de suas patas e pelos (Bouer et
al.,1999; Hill; Dubey, 2002).

Um dos riscos de infeccdo por T. gondii em zooldgicos e criadouros € o
compartiihamento de ferramentas e materiais entre coldnias, pois, estes
contaminados com as formas infectantes podem possibilitar que, durante o manejo,
0S oocistos entrem em contato com o corpo do animal e, acidentalmente, sejam
ingeridos (Bouer et al., 1999; Dubey, 2010).

O contato entre animais suspeitos da infec¢do e animais saudaveis pode levar
a transmissao de formas do parasito, considerando as diferentes formas de contagio
de T. gondii (Furuta et al., 2001).
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1.1.7 Patogenia e viruléncia

O potencial patogénico de T. gondii varia de acordo com as diferentes
espécies de hospedeiros, variando entre a infeccdo assintomatica e doenca fatal ou
qguadro intermediario entre esses extremos. A interacdo entre hospedeiro e parasito
e os fatores envolvidos definem o curso da infecgdo toxopldsmica. Sdo fatores
relacionados ao parasito: dose infectante, via de infeccdo, o tipo da linhagem e a
patogenicidade do mesmo que determinard o percurso da patogenia. Considerando
o hospedeiro, os fatores mais relevantes sdo: a espeécie infectada, idade do
hospedeiro e o estado imunolégico (Innes, 1997).

Segundo estudos desenvolvidos nos Estados Unidos e na Europa, ha
linhagens clonais de cepas de T. gondii, classificadas em: tipo I, que é mais
patogénica; tipos Il e Ill, que sdo de patogenicidade relativamente baixa
(Amendoeira et al., 2012). No Brasil e em outras partes do mundo, ocorrem cepas
nao clonais, recombinantes ou atipicas observadas em isolados de cdaes, gatos,
gambas e ratos (Dubey et al., 2009; Dubey et al., 2010; Moussa, 2014).

Apesar dos diferentes tipos de cepas, ndo ha confirmacdo de que um dos
tipos seja mais ou menos virulenta que a outra em diferentes hospedeiros. A
viruléncia € relativa, pois uma cepa que pode causar doenca grave em um
hospedeiro pode ser assintomatica para o outro (Boothroyd; Grigg, 2002).

Também pode ocorrer a necrose de tecidos ou o infarto necrosado por
comprometimento vascular em consequéncia da destruicdo celular ou ruptura de
cistos com consequente resposta inflamatoria (Bhopale, 2003).

A infeccdo na maioria dos casos € assintomatica, em humanos
imunocompetentes e em outros animais, mas em casos de infeccdo materna e
consequente transmissdo ao concepto, o feto pode ser gravemente afetado
(Randall; Hunter, 2011).

As lesdes ocasionadas pelo parasito sdo principalmente em tecidos de dificil
ou nenhuma regeneracdo como cérebro, musculos e olhos, havendo substituicdo do
tecido lesionado por fibrose (Handall; Hunter, 2011). Em locais como pulmédo e
figado, as lesbes séo de dificil percepcao, geralmente achados durante a necropsia
(Cunnigham et al., 1992).
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Em humanos, a infec¢ao por T. gondii geralmente ndo causa sintomas, mas
podem ocorrer manifestacbes da toxoplasmose em alguns casos, sinais como a
apatia, fadiga, dor de cabeca, transpiracdo excessiva e dores musculares e
articulares. Também pode ocorrer febre leve e as erupcdes dérmicas podem
acontecer mais raramente. Quando esses sintomas e sinais clinicos se apresentam
acompanhados de linfadenomegalia, a suspeita de toxoplasmose torna-se um dos
diagnosticos diferenciais na conduta clinica. O aumento das glandulas linfaticas é
considerada uma manifestac@o caracteristica da doenca causada por T. gondii e
pode perdurar por semanas ou meses (Dubey, 2010).

Um dos sinais clinicos mais frequentes na toxoplasmose adquirida € a doenca
ocular, uma das principais causas de uveite posterior e também da cegueira
congeénita, que é qualificado pela retinocoroidite, importante inflamacéo ocular (Alves
et al., 2010; Dubey, 2010). Em individuos imunocomprometidos, a toxoplasmose
pode acometer concomitantemente o Sistema Nervoso Central e estruturas oculares
(Alves et al, 2010). Os casos de toxoplasmose aguda adquirida em
imunocompetentes geralmente sdo assintomaticos, embora o tratamento deva ser
feito em caso onde a infec¢do ocorreu por acidente laboratorial, pois costumam ser
casos mais graves (Frenkel; Bermudez, 2015).

O risco de ocorréncia de infeccdo congénita € menor no primeiro trimestre do
gue no terceiro trimestre. Porém, os bebés acometidos mais prematuramente sao 0s
individuos mais gravemente acometidos se comparados aos que sao afetados mais
tardiamente durante a gravidez (Dubey, 2010; Frenkel; Bermudez, 2015) .

Sdo diversas manifestacbes que podem ser observadas na infeccao
congénita, que variam de abortos espontaneos (pouco frequente), nascimento de
bebés nascidos mortos, bebés com doenca grave ou criangcas que nhascem
assintomaticas. Nos primeiros relatos de infeccdo toxoplasmica transplacentaria,
foram observados quadros de encefalomielite, em maioria (Dubey, 2010; Frenkel;
Bermudez, 2015).

Apesar de ndo muito comum, o acumulo de liqguor no cérebro (hidrocefalia)
ocorre como resposta do organismo ao parasito. Albert Sabin sugeriu nos primeiro
anos da década de 1950, a chamada triade de sinais para toxoplasmose congénita,
que incluia hidrocefalia ou microcefalia, retinocoroidite e calcificacdo intracraniana.
Sendo mais comum a presencga de problemas oculares como nistagmo, estrabismo,

catarata e possivel cegueira (Dubey, 2010; Frenkel; Bermudez, 2015).
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A doenca congénita, em grande parte, apresenta sinais neurol6gicos mesmo
se subclinica ap6s o parto, aparecendo posteriormente, durante a infancia ou mais
tarde, na vida adulta e deixando sequelas graves (Dubey, 2010; Frenkel; Bermudez,
2015).

1.1.8 Diagnaostico

O diagnostico da toxoplasmose é realizado pela complementacdo entre a
avaliacdo clinica e os resultados de testes laboratoriais, que podem em conjunto
confirmar a presenca do protozoario (Hill; Dubey, 2002). Muitas vezes, 0s sinais
clinicos podem ser inespecificos, nestes casos sao utilizadas duas ou mais técnicas
laboratoriais associadas entre si (Hill; Dubey, 2002; Dubey, 2010). Desse modo,
para que o diagnostico seja confiavel, é necessario o uso de técnicas laboratoriais
padronizadas que o confirmem (Amendoeira et al., 1999; Freitas, 2017).

Como métodos de diagnasticos laboratoriais, 0s métodos indiretos (sorologia)
e metodos diretos (bioensaio-inoculacdo em camundongos, histopatologia e técnicas
de biologia molecular - PCR) séo utilizados para confirmacdo de T. gondii ou
anticorpos contra o parasito (Gomes, 2004).

Comumente o diagndéstico laboratorial da toxoplasmose € baseado em testes
sorologicos com a deteccdo de imunoglobulinas das classes IgG e IgM (Camargo et
al., 1995; Amendoeira, 1997; Spalding et al., 2003; Fialho; Araujo, 2003; Jakubek et
al., 2006).

E essencial que seja previamente avaliado, de modo criterioso, o teste
escolhido para o diagnéstico, pois as diferencas entre as técnicas podem refletir
significativamente nos resultados, bem como o nimero de amostras analisadas, o0s
insumos utilizados para realizacdo das técnicas escolhidas e a interpretacdo do
resultado pelo técnico (Camossi et al., 2010).

A reacado de imunofluorescéncia Indireta (RIFI) tem sido muito utilizada para a
deteccdo de anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii (Gomes, 2004, Batista, Gomes,
2018). A reagdo baseia-se na ligacdo entre antigenos integros do parasito, de
anticorpos presentes no soro analisado e de um conjugado de anti-anticorpo ligado a

7

fluoresceina. Assim, com os marcadores fluorocromos é possivel visualizar e
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quantificar a reacdo ocorrida em microscopio de Epifluorescéncia, sendo
considerada como reacao positiva aquela que apresenta fluorescéncia a partir da
diluigéo 1:16 na cor verde (Hill; Dubey, 2002).

A Técnica de Aglutinacdo Modificada (MAT), se comparada a RIFI, é uma
técnica soroldgica que leva menos tempo para ser executada e possibilita a andlise
um maior numero de amostras por vez. Porém, a leitura dos resultados demanda um
tempo de incubacao de 24 horas, diferentemente da RIFI, que é lida logo apos a
execucao da técnica. Apesar disso, a MAT € menos subjetiva, ndo exige antigenos
especificos para cada espécie, equipamento especial para leitura ou a varredura de
varios campos em microscopio, tornando-a mais préatica (Minho et al., 2004). O
antigeno pode ser armazenado durante meses a 4°C e funciona para diversas
espécies (Desmonts; Remington, 1980).

A técnica consiste na remocdo de IgM com a adicdo de 2-Mercaptoetanol,
para deteccédo especifica de IgG, que quando presentes se aglutinam junto aos
taquizoitos inativados por formalina, formando uma rede, como uma malha fina
observada no poco da placa. Quando a reagao é negativa, ha formacéo de um botéo
no fundo do poco (Dubey, 2010; Echarte, 2019).

A MAT é um método que demonstra grande sensibilidade para a deteccéo de
infecgdes tardias ou crénicas. E considerada uma técnica de simples execucao,
confiavel e de concordéancia satisfatéria com a RIFI (Desmonts; Remington, 1980;
Seefeltd et al., 1989; Minho et al., 2004).

Outras técnicas como Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA) e
‘immunoblot®’, por exemplo, sdo métodos imunoenzimaticos que também sao
utilizados como ferramentas auxiliares para o diagnéstico da infec¢cdo toxoplasmica
e tém como principio a reacdo antigeno-anticorpo, similar a RIFI, utilizando
conjugados de imunoglobulinas ligadas a enzimas que revelam a reacdo ocorrida
por meio de cores (Vidotto et al., 2015).

A histopatologia é mais uma técnica utilizada para diagndstico laboratorial de
T. gondii, onde sdo coletadas amostras de tecido por bidpsia ou fragmentos
biologicos originados de necropsias (Hill; Dubey, 2002; Dubey, 2010). Esses tecidos
sdo fixados em solugdo tampdo, sendo o de formalina & 10% a solugcdo mais
comumente utilizada, e entdo sdo processados para que ao final, se obtenham
laminas, que sdo coradas e analisadas em microscopio 6tico, a fim de visualizar

estruturas de formas infectantes do parasita. Entretanto, em muitas das pesquisas,
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os cistos de T. gondii ndo sao facilmente visualizados ou detectados (Esteban-
Redondo et al., 1999; Garcia et al., 2006).

O bioensaio também é um método de deteccdo de formas de T. gondii, que
consiste na inoculacdo em camundongo da amostra bioldgica coletada do individuo
suspeito da infeccdo pelo parasito. O biomodelo pode ser substituido por cultura de
células, ambos os testes demoram entre quatro e oito semanas, apesar da demora,

sdo métodos eficazes de diagndstico (Amendoeira et al, 2012).

1.1.9 Epidemiologia

Em humanos, a soroprevaléncia da infeccdo por T gondii aumenta com a
idade, ndo varia muito entre 0os sexos e apresenta menor frequéncia em regioes
frias, areas quentes e aridas ou em altitudes elevadas. A variagdo nha
soroprevaléncia de T gondii parece estar relacionada aos habitos alimentares e de
higiene, sendo a rota oral a principal fonte de infeccdo (Montoya; Liesenfeld, 2004).
Em revisdo sistematica sobre a soroprevaléncia da toxoplasmose, Pappas et al.
(2009) evidenciaram frequéncias entre gestantes ou mulheres em idade reprodutiva
no Brasil, variando de 61,1% a 77,5%. Para esses autores, o contato com 0 solo,
roedores ou gatos, o consumo de carne mal cozida e o baixo nivel educacional
foram os fatores de risco mais relevantes.

Os oocistos podem permanecer viaveis por um longo periodo no meio
ambiente, dependendo das condi¢cdes favoraveis para sua manutencdo. Segundo
Dubey (2010), a contaminacédo de frutas e legumes por T.gondii, em natureza, néo é
um fato confirmado, ou mesmo se ha eficacia na remocao de oocistos dos alimentos
durante a higienizacgao.

Embora, a infeccdo por T. gondii seja disseminada entre humanos e outros
animais em todo o mundo, a frequéncia da infeccdo pode variar em diferentes areas
geograficas de um pais ou de uma mesma regido (Amendoeira et al., 1995). As
causas para essas variacdes ainda sdo desconhecidas. As condi¢cbes ambientais e
culturais podem determinar o grau de disseminacdo natural da infeccdo por T.
gondii. A prevaléncia da infeccdo € maior em regies com climas tropicais, areas
Uumidas e menor altitude do que em climas temperados, areas secas e altitude maior
(Dubey, 2010).
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Para a epidemiologia da infeccdo, a raga e etnia ndo sao fatores que
influenciam, a alta frequéncia em uma determinada populagédo se deve aos seus
habitos e costumes. Por exemplo, na Regido Sul do Brasil, onde a pratica de ingerir
embutidos artesanais € comum, a soroprevaléncia de T. gondii é alta (Spalding et
al., 2005). O consumo de carne crua ou mal cozida € um habito predominantemente
ocidental e esta relacionado a padrbes de vida mais altos, porém essa prética
aumenta o risco de ingestéo de cistos de T. gondii na carne consumida. Enquanto
gue no oriente, o habito é de cozinhar bem a carne, diminuindo a viabilidade de
cistos que possivelmente estejam presentes na carne e consequentemente 0 risco
de infeccao pelo protozoario (Dubey, 2010).

Em animais selvagens, o processo que leva a infeccdo por T. gondii é
complexo, pois depende das caracteristicas fisicas, bioldgicas e ecoldgicas em
conjunto para que ocorra. A prevaléncia da infeccdo nesses animais € baixa em
clima seco e quente, porque ndo ha condicbes favoraveis para o desenvolvimento
do protozoario nesse ambiente, o inverso ocorre em locais de clima tropical e amido,
propiciando as circunstancias ideais para o parasito (Dubey, 2010).

A ocorréncia da infeccdo pode variar de acordo com a susceptibilidade da
espécie do hospedeiro, ou seja, a espécie € fator determinante para que a infeccéo
toxoplasmica ocorra com maior dificuldade ou facilidade. O tamanho e o peso das
espécies influenciam nas chances de infeccdo por T. gondi, uma vez que a
expectativa de vida diminui nos hospedeiros menores, esses, consequentemente,
ficam menos tempo expostos a formas infectantes. O comportamento alimentar dos
hospedeiros também pode aumentar a possibilidade de infec¢do pelo protozoario em
onivoros ou carnivoros e diminuir em herbivoros (Dubey, 2010).

Apesar da letalidade da infec¢édo toxoplasmica em mamiferos marinhos, a via
de infeccdo ainda é desconhecida, € cogitado que o escoamento da agua doce para
0s oceanos pode ser um fator de risco para a infec¢éo por T. gondii nesses animais,
0s mesmos tem sido considerados como animais sentinelas para identificacdo de

contaminacao ambiental por oocistos (Dubey, 2010).
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1.1.10 Ocorréncia em primatas nao humanos

A literatura é escassa no que se refere a informacdes sobre a prevaléncia de
T. gondii em primatas ndo humanos na natureza (Dubey, 2010). Mas, é sabido que a
toxoplasmose € responsavel pela mortalidade de animais de vida livre segundo
estudo realizado em populac¢des de primatas de pesquisa provinientes de resgate no
Amazonas por Andrade et al (2007) e por Maluenda et al. (2009), em Roraima. A
ocorréncia de toxoplasmose de forma aguda e fatal em mico-lebGes-dourados
(Leontopithecus Rosdélia rosalia) foi relatada por Pertz et al. (1997). Estes autores
sugeriram que, no zoolégico de Utica, nos Estados Unidos da América (EUA),
aparentemente a morte de quatro primatas ndo humanos estaria relacionada com o
compartilhamento de um rato selvagem capturado e predado treze dias antes do
primeiro obito.

Em um estudo realizado por Garcia et al. (2005), foi observada uma
soropositividade para anticorpos anti-T. gondii utilizando MAT (1:16) de 30,2% em
Cebus spp. (macacos-prego) e 17,6% em Alouatta spp. (macacos bugios). Todos os
animais foram capturados em regides remotas da bacia do rio Parana, no estado do
Parana, Brasil.

Em uma investigacdo realizada por Valentini et al. (2004), foram realizados
testes sorolégicos em 40 primatas ndo humanos da espécie Macaca mulatta de uma
colénia do Instituto Butantan, em S&o Paulo, que revelou que 17,5% desses foram
soropositivos pela MAT. Na RIFI a soropositividade encontrada foi de 20% em
relacdo aos mesmo animais.

Gyimesi et al., (2006) relataram a morte de dois macacos barrigudos causada
por toxoplasmose aguda no Jardim Zoologico de Louisville, EUA. Ambos animais
apresentaram soropositividade pelas técnicas de MAT, Inibicdo da Hemaglutinacéo
(IHA) e da Técnica de Aglutinacdo em Latex (LAT). Pela técnica de PCR foi
evidenciado DNA de T. gondii nos tecidos. Outros 13 primatas ndo humanos da
mesma espécie, abrigados no zooldgico, apresentaram-se soronegativos pelso
quatro testes.

Yabsley et al. (2007) demonstraram em pesquisa realizada em animais
capturados na llha de Saint Catherines, no estado da Georgia, EUA, a presenca de

anticorpos pela MAT (1:50) em 3/52 Iémures de cauda anelada (Lemur catta) e 10
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animais foram negativos: 4 |[émures preto e branco de colar (Varecia variegata) e 6
[émures pretos de olhos azuis (Eulemur macaco flavifrons).

Em 2009, Salant et al. detectaram baixos niveis de anticorpos contra T. gondii
(titulo MAT 1:16 em 19 e 1:64 em 1/ 24 examinados) em primatas ndo humanos do
género Saimiri oriundos de um zooldgico em Israel, onde havia ocorrido um surto de
toxoplasmose.

De acordo com Dubey (2010), os primatas ndao humanos do Novo Mundo séo
altamente suscetiveis a toxoplasmose, principalmente os macacos de cheiro. Alguns

desses animais podem morrer subitamente, sem apresentar sinais clinicos.

1.2 Saimiri spp.

Os primatas do género Saimiri sdo conhecidos popularmente por macaco-de-
cheiro. Tém como habitat natural as florestas tropicais da América do Sul e da
América Central. S&o animais de pequeno porte, com cerca de 20 a 40 centimetros
de altura, com cauda maior que o corpo, entre 35 a 47 cm (Ankel-Simons, 2007). Os
animais machos desse género, quando adultos, pesam cerca de um quilo e as
fémeas, geralmente, sdo menores e mais leves, apesar do dimorfismo sexual ndo
ser pronunciado (Bicca-Marques et al.,, 2006). Suas caracteristicas fenotipicas
variam de acordo com a espécie, tais como: a pelagem, que no geral, apresentam
pelo curto de coloracdo amarelada com extremidades bem proximas a cor preta;
formato da orelha e do arco dos olhos (Ankel-Simons, 2007). Esse género de PNH
pertence a infraordem Platyrrhini, a superfamilia Ceboidea, a familia Cebidae, a
subfamilia Cebinae e a tribo Samiriini. Foi descrito pela primeira vez por Voigt, no
ano de 1831 (Schneider, 2000).

Sao animais diurnos, ageis, muito ativos e passam a maior parte do tempo
forrageando, se alimentando ou andando e pouco tempo descansando;
exclusivamente arboricolas, alimentando-se de frutas, cereais, vegetais e alguns
insetos. Podem formar grupos sociais grandes ou pequenos com hierarquia definida,
apresentando machos e fémeas dominantes. Formam grupos e de acordo com a
proximidade da época reprodutiva, machos e fémeas se aproximam, depois se
afastam e os machos ficam periférico as fémeas (Goncalves et al., 2010; Kugelmeier
et al., 2010).



19

Sado animais de sazonalidade reprodutiva, com sistema poligamico
(multimacho-multiffmeas) de reproducdo, os PNH apresentam mudancas
morfoldgicas e fisioldgicas, como por exemplo: ganho de peso (“fatting”) nos machos
e alteracbes de comportamento nas fémeas (Kugelmeier et al., 2010). O periodo
reprodutivo das fémeas tem inicio com aproximadamente 36 meses de idade. O
periodo de gestacional varia de 148 a 172 dias, com o nascimento de um Unico
filhote, desmamado por volta de seis meses de idade (Kugelmeier et al., 2010).
Segundo Rylands; Mittermeier (2009), as espécies descritas no género sao; Saimiri
sciureus, Saimiri boliviensis, Saimiri oerstedii, Saimiri vanzolinii e Saimiri ustus.
Embora, de acordo com Rylands et al. (2012), Saimiri Collinsi e Saimiri Macroodon
também sdo reconhecidas como espécies por alguns autores, porém essa

classificacao ainda é divergente.

1.2.1 Manifestacfes clinicas da toxoplasmose em Saimiri spp.

A toxoplasmose em PNH neotropicais, no geral, costuma ser aguda e fatal.
Os animais geralmente apresentam sinais clinicos variaveis e inespecificos ou sao
portadores assintomaticos. Em Saimiri spp., 0s sinais mais frequentemente
observados sao: apatia, dispneia, hipotermia, secrecdo nasal sero-sanguinea ou
espumosa, anorexia e émese (Epiphanio et al., 2003).

A diarréia prolongada € uma sintomatologia bem comum para a doenca nos
PNH. Além de outros sinais gastrointestinais, como a alteracdo do apetite
(voracidade ou inapténcia), perda de peso e polidpisia (Mckissick et al., 1968). Ainda
como manifestacbes clinicas, podem ser observados animais letargicos,
aparentemente muito sonolentos, com palpebras que caem constantemente, olhos
de aparéncia vitrea e brilhantes, animais prostrados e fracos que nao interagem com
ambiente (Mckissick et al., 1968).

Sinais neuroldgicos também séo relatados, como incoordenacdo motora com
andar cambaleante, estereotipias (circular e agarrar o couro cabeludo; bater a
cabeca repetidamente contra a parede da gaiola; segurar a cabeca com as patas
dianteiras) e também a evolucdo de quadros mais leves até convulsbes tonicas
(Mckissic et al., 1968). Os PNH apresentam manifestacdes da doenca em um

periodo bastante variavel, que pode ser de um a cinco dias, podendo estender-se
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até 12 ou 21 dias (Borst; Van Knapen, 1984; Cunningham et al., 1992; Carme et al.,
20009).

Os Samiri spp. geralmente morrem em decorréncia do edema pulmonar,
pneumonia e/ou falha do cora¢éo ou do figado, causadas pela toxoplasmose (Salant
et al., 2009), incluindo morte subita. O animal aparenta estar clinicamente saudavel
e vai a 6bito de forma repentina devido as alteracdes sistémicas causadas pela

toxoplasmose (Mckissick et al., 1968).

1.2.2 Tratamento

O tratamento da doenca em HI's, como o0 cao, visa diminuir os taquizoitos
presentes no animal. Apesar disso, a maioria dos farmacos utilizados nédo evita a
formacéao de cistos do parasito (Vidotto et al., 2015).

Os farmacos mais usados para o tratamento da toxoplasmose, na maioria das
espécies animais, sdo a clindamicina, azitromicina, sulfonamidas e pirimetamina
(Quadro 1) (Gyimesi et al., 2006; Vidotto et al., 2015).

A clindamicina € o farmaco de eleicdo, uma vez que € capaz de atravessar as
barreiras hematoencefalica e ocular. Por ser administrada por via intramuscular, é
considerada mais eficiente por ndo causar efeitos gastrointestinais adversos
(Sherding, 2006; Vidotto et al., 2015). Os farmacos utilizados no tratamento da
toxoplasmose precisam de uma dose elevada, proxima a dose toxica para
apresentarem efeitos satisfatorios contra o parasito e, por isso, a administracdo por
via oral é indesejavel, pois causa diversos efeitos colaterais (Vidotto et al., 2015).

Associacdes entre farmacos podem ser realizadas, a fim de potencializar os
efeitos terapéuticos para tratar formas que ndo respondem a um farmaco apenas. A
azitromicina em conjunto com a pirimetamina pode ser uma opc¢ao com resultado
satisfatorio para a diminuicdo da formacéao de cistos teciduais. Porém, associados ou
nao, a administracdo dos farmacos deve ser cuidadosamente monitorada e seus
efeitos colaterais amenizados e tratados (Vidotto et al., 2015). Além do uso dos
farmacos supracitados, faz-se necessario fornecer tratamento suporte de acordo

com os sinais clinicos apresentados pelo animal (Vidotto et al., 2015).
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Quadro 1. Farmacos e suas respectivas posologias sugeridos para o tratamento da infeccao por

Toxoplasma gondii em primatas ndo humanos.

FARMACO POSOLOGIA REFERENCIA

Clindamicina 12,5 mg/Kg PO ou IM a BID Sherding, 2006
durante 28 dias

Azitromicina 10 mg/Kg PO BID durante 7 dias Sherding, 2006

Trimetropim- 15 mg/Kg PO a cada 12h Sherding, 2006
sulfadiazina durante 28 dias

Fonte: Sherding, 2006

O tratamento da toxoplasmose em humanos também utiliza os farmacos
aplicados para o tratamento em outros animais (Hill et al., 2005). Para o caso de
gestantes com suspeita da infeccao toxoplasmica, o tratamento tem inicio imediato e
€ realizado com espiramicina para evitar que formas infectantes do parasito atinjam
o feto (Thiébaut et al., 2007; Moura, 2016). Se houver confirmacdo de infeccao
toxoplasmica do feto, € recomendado que o tratamento seja adaptado e utilizando a
associacao de sulfadiazina e pirimetamina com complementacédo de acido folinico,
afim de previnir possiveis alteracdes de células sanguineas (Montoya; Remington,
2008; Moura, 2016).

A toxoplasmose ocular é tratada com os farmacos comumente utilizados na
terapia medicamentosa para 0 combate das consequéncias da doenca
toxoplasmica. E em casos onde ha intensa reacao inflamatoria, sédo adicionados ao
tratamento terapéutico, o uso de corticoesteroides sistémicos ou tépicos (Correia P;
Correia E, 2011).

Por ser uma doenca aguda e fatal em PNH neotropicais, dificilmente
diagnosticada de forma precoce, considerando a auséncia de manifestacdes clinicas
ou a presenca de sinais clinicos inespecificos e, ainda, as mortes subitas, as
tentativas de tratamento também sdo complexas. A auséncia de sinais clinicos
dificulta a conclusdo do diagnéstico antes do Obito (Mckssick et al., 1968;
Cunningham et al., 1992; Epiphanio et al., 2003).
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1.2.3 Prevencéo e controle

A prevencdo da infeccdo por T. gondii, baseia-se fundamentalmente no
controle da transmissdo. Para tanto, € necessario controlar os determinantes que
poderiam levar a infeccdo dos animais ou contaminacdo das instalacdes com a
padronizacdo das praticas de manejo, dedetizacdo contra roedores, adequada
higienizacdo de instalacBes e fomites, além da realizacdo de programas periddicos
de educacdo sanitaria (Vidotto et al., 2015).

E importante também realizar o controle populacional de gatos domésticos
errantes que circundam o local, onde os PNH estdo alojados, com o intuito de
diminuir o risco de contaminacdo do solo e da agua. Além disso, deve-se impedir
gue felinos errantes, pequenos roedores e insetos tenham acesso ao local de
estocagem da comida e da agua dos animais (Sherding, 2006). Em criadouros que
albergam felideos selvagens (HD) e outras espécies animais (HIs), como zooldgicos,
por exemplo, deve-se separar por barreiras fisicas designando tratadores distintos
para cada espécie (Bouer et al., 1999).

A estrutura das instalacdes de PNH deve ser adequada e segura, inibindo ao
maximo a interacdo entre eles e animais domésticos errantes, roedores e aves
silvestres, evitando que estes atuem como vetores ou HIs, pois uma vez predados
pelos PNH, possibilitam a infeccdo pela ingestdo de seus tecidos contendo cistos
(Bouer et al., 1999).

E importante que no manejo alimentar dos PNH a higienizacdo mecanica,
com auxilio de escovas, deve ser feita em frutas, verduras e vegetais, ja que apenas
a limpeza com hipoclorito de so6dio ndo € suficiente para inativar os oocistos. Nos
criadouros em que a carne € incluida no manejo alimentar, esta deve ser fornecida
apos tratamento prévio por cozimento (66°C — 30 min) e armazenamento (-12°C — 5
dias) considerando a temperatura interna da carne para inativar os cistos do parasito
gue por ventura estejam presentes (Kotula et al., 1991; Bouer et al., 1999; Maluenda
et al., 2009; Almeida et al., 2011).

Os equipamentos de limpeza dos recintos e fomites usados no manejo dos
animais devem ser devidamente higienizados e os residuos devem ser tratados e

descartados adequadamente (Dubey, 2010).
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Taquizoitos e cistos sdo bastante suscetiveis a produtos desinfetantes, o que
torna facil a sua destruicao, para isso € indicado a utilizacdo de hipoclorito de sodio
1% ou de &lcool a 70%. Particularmente, os taquizoitos sdo formas pouco
resistentes e podem ser inativadas pelo congelamento, descongelamento e também
pelo suco gastrico (Remington et al., 2001; Instituto Federal Catarinense, 2017). E
para os oocistos, devido a grande resisténcia aos desinfetantes, é indicado o uso de
hidréxido de aménio a 5% durante 30 minutos, assim como a solu¢do composta por
etanol a 63% e acido acético a 7 % durante uma hora, pois, sdo produtos quimicos
eficientes para inativar essa forma do parasito. Temperaturas maiores que 66°C por
mais de 10 minutos também destroem os oocistos de T. gondii (Dubey, 2010).

Os residuos podem ter diferentes destinacdes: aterros sanitarios,
compostagem, queimal/incineracdo, pesquisa ou fossas sépticas. Em grande parte
das instituicdes os residuos sédo destinados a aterros sanitarios, particularmente, as
carcacas em maioria passam pelo processo de incineracdo. Mas, € crescente o
numero de locais que tem seu proprio sistema de gestdo de residuos respeitando a
legislacdo vigente. A preocupacdo com a reducdo de residuos produzidos e
reaproveitamento tem levado a adesdo da compostagem, promovendo diminuicao

do impacto ambiental (Augusto, 2016).

1.3 Colbnia de primatas ndo humanos do Instituto de Ciéncia e

Tecnologia em Biomodelos (ICTB)

A criacdo de PNH da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) foi implementada a
partir do ano de 1932, para estudos vacinais contra febre amarela conduzidos por
Carlos Chagas. O departamento de PNH fazia parte do Centro de Criacdo de
Animais de Laboratério (Cecal), hoje denominado Instituto de Ciéncias e Tecnologia
em Biomodelos (ICTB). Inicialmente, para a criagdo animal foi estabelecida em um
sistema seminatural, na Ilha do Pinheiro, onde hoje € a Vila do Jodo, comunidade no
bairro da Maré, na cidade do Rio de Janeiro. Em 1980, a referida colbnia foi
transferida para o campus da Fiocruz, onde € mantida até os dias atuais contando
com espécies do Velho Mundo (Macaca mulatta e M. fascicularis) e do Novo Mundo

(Saimiri sciureus e Saimiri ustus) (Pissinatti; Andrade, 2010).
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A colbnia de Saimiri spp. foi estabelecida no ano de 1987, com animais
provenientes de resgate de fauna de &reas desmatadas para a construcdo das
usinas hidrelétricas de Balbina e Samuel, na regido Amazonica. Esses animais tém
sido utilizados como biomodelos para o desenvolvimento de pesquisas para
producdo da vacina contra a malaria, inicialmente, em colaboragdo com a Fundagéo
Rockfeller. Posteriormente, alguns exemplares do género foram doados pelo
Instituto Pasteur, em Cayenne, na Guiana Francesa. O género Saimiri € considerado
modelo adequado para inimeras pesquisas. Trata-se de um animal de pequeno
porte e facil manejo, sendo ideal para ensaios pré-clinicos para o desenvolvimento
de vacinas e drogas contra maléaria, além de outras doencas (Pissinatti; Andrade,
2010).

1.4 Justificativa

O género Saimiri demonstra grande suscetibilidade a T. gondii e a presenca
dentro de uma col6nia € muito preocupante devido a possibilidade de surto. A alta
mortalidade que a toxoplasmose causa nesses animais, pode dizimar toda uma
populacdo que é utilizada em diversos projetos de pesquisa (prevencao de hepatites
virais e desenvolvimento de vacina contra a maléaria, por exemplo) (Innes, 1997;
Pissinatti; Andrade, 2010). Os simios do Velho Mundo (M. mulata e M. fascicularis,
por exemplo), mesmo compondo outras colénias e com menor suscetibilidade a
toxoplasmose, podem contribuir, de alguma maneira, para a transmissdo do
protozoario aos géneros mais sensiveis (Innes, 1997; Furuta et al., 2001). Junto a
isso, atualmente ndo se conhece a prevaléncia do parasito na populacdo de PNH da
colénia do ICTB da Fiocruz, o que demonstra a necessidade da pesquisa sorolégica
e dos possiveis fatores de risco que podem deixar esse universo vulneravel ao
protozoario, bem como 0s riscos ocupacionais da equipe gue realiza 0 manejo.

Levando em consideracdo o acima exposto, o estudo objetivou analisar a
presenca de possiveis fatores de risco associados a infec¢do por T. gondii, aliado a
um levantamento sorologico para verificar a frequéncia da infeccdo em Saimiri spp.

do criadouro cientifico do ICTB da Fiocruz no Rio de Janeiro, Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar possiveis fatores de risco para infec¢do por Toxoplasma gondii na
colénia de PNH neotropicais Saimiri spp. do ICTB / Fiocruz no municipio do Rio de

Janeiro, Brasil, associado a levantamento soroldgico.

2.1.1 Objetivos especificos

e Pesquisar que fatores de risco de contaminacdo do ambiente possam estar
associados a insercdo de formas infectantes de T. gondii na colénia de PNH do
ICTB - Fiocruz (Rio de Janeiro, BR) a partir de um roteiro investigativo.

e Identificar fatores de risco por meio de entrevista estruturada aplicada aos

profissionais da equipe de manejo do ICTB/Fiocruz.

e Detectar a presenca de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii em PNH da
colénia do ICTB - Fiocruz (Rio de Janeiro, BR), utilizando a reacdo de

imunofluorescéncia indireta (RIFI) e teste de aglutinacdo modificada (MAT).

e Correlacionar positividade dos resultados soroldgicos com sexo, idade e espécie
dos PNH da colénia do ICTB da Fiocruz (Rio de Janeiro, BR).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Consideracfes éticas

O projeto que deu origem a este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA), sob o registro LW-5/16, protocolo P-8/14.5, em 29 de
fevereiro de 2016 e vélida até 29 de fevereiro de 2020 (Anexo 1), para
procedimentos ja previstos na rotina da colénia para o manejo dos PNH.

Anualmente sdo programadas coletas de amostras de sangue de todos os
animais do plantel do género Saimiri para a realizacdo de exames de rotina e
depdsito em banco de material genético. As coletas foram realizadas no periodo de
agosto de 2018 a outubro do mesmo ano, no proprio recinto dos animais, pela
médica veterinaria responsavel. Esta estratégia foi adotada para que os animais nao
precisassem ser submetidos a um procedimento adicional, evitando o estresse
causado devido a manipulacdo. Aliquotas das amostras sanguineas coletadas de
todo o plantel foram cedidas para uso no estudo em questéao.

Para esse projeto foram realizadas entrevistas estruturadas com o0s
funcionarios da colénia de Saimiri spp. Por isso, também foi submetido ao Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) em humanos — IOC/Fiocruz e aprovado sob parecer de
namero: 3.044.468 e CAAE: 02130918.9.0000.5248 (Anexo 2 - Parecer
consubstanciado CEP/Fiocruz/ 10C).

Essa estudo foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado - SisGen sob numero: AEEF597
(Anexo 3 — Cadastro SisGen) e possui autorizacdo do Sistema de autorizacdo e

Informacédo em Biodiversidade - SisBio n° 73425-1 (Anexo 4 — Autorizacao SisBio).

3.2 Delineamento do estudo

De agosto de 2018 a novembro de 2019 foi realizado um estudo transversal
descritivo, que possibilitou o estudo da infecgéo por T. gondii indicada pela sorologia
e avaliacdo entre 0 evento e a exposicdo ao parasita, identificando o que é

determinante para a ocorréncia da infeccdo. Este estudo foi realizado com animais
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oriundos da colénia de PNH do género Saimiri spp. do Instituto de Ciéncia e

Tecnologia em Biomodelos (ICTB).

3.3 Populagéo estudada

A coldnia de PNH Samiri spp. foi inicialmente formada de animais originérios
de resgates de fauna na regido Amazobnica brasileira (Belém do Para — Brasil) e
apos alguns anos, recebeu outros primatas do género de doacBes do Instituto
Pasteur (Cayenne - Guiana Francesa).

Atualmente a colbnia € composta por 133 exemplares de Saimiri spp., a
maioria € nascida no local, porém alguns dos animais oriundos do Instituto Pasteur
ainda fazem parte da colénia. O animais, independente da origem, sdo alojados
divididos em grupos entre 12 e 18 animais, alojados em recintos coletivos, onde
podem circular livremente, permitindo contato indireto com o ambiente arborizado e
iluminacdo natural do lado externo aos seus recintos (Figura 5A e 5B). Esses
grupos estdao divididos entre fémeas e machos adultos, sub-adultos, juvenis e
infantis. Considerou-se como infantis animais entre 0 a 18 meses, juvenis de 18 a 36
meses, subadultos de 36 a 48 meses e adultos com mais de 48 meses. A dieta
alimentar desses animais consiste em frutas, vegetais e racdo extrusada
industrializada - oferecidas uma vez por dia; e itens de enriquecimento ambiental
(sorvete de frutas, suco de melancia ou meléo, e larvas de coledpteros - Tenebrio
molitor), oferecidos uma vez por semana e quando 0s animais sdo submetidos a

procedimentos veterinarios.

i
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Figura 5. (A) e (B) Recinto dos Saimiri spp. procedentes da coldnia do ICTB-Fiocruz. Fonte: autor.
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Foram coletadas amostras sanguineas de 125 animais do total de 133 PNH a
época da coleta (Saimiri scireus = 121 e Saimiri Ustus= 4), a fim de realizar o
levantamento da infeccdo por T. gondii nessa colbnia. A coleta de sangue nao foi
realizada em alguns animais em detrimento de questbes de manejo, por serem
animais muito jovens e com pouco peso corporal ou debilitados, impossibilitando o
volume de coleta necessario para a analise e definindo o nimero amostral por

conveniéncia.

3.4 Contencéo animal

A captura e contencéo fisica (Figura 6) dos animais foram realizadas por
técnicos da col6nia, bem como a prestacdo de auxilio ao médico veterinario, nos
casos necessarios. A manipulagcédo respeitou a seguranca para humano e animal,
tendo mantido o nivel de estresse o mais baixo possivel (Unwin et al., 2011).

Em seguida, o médico veterinario realizou a contencédo quimica, utilizando
cetamina (15 mg/kg) e midazolam (0,05-0,09 mg) para animais abaixo de 1 kg; e
doses 0,05 — 0,15 mg/kg dos mesmos farmacos para animais com peso acima de
1kg, administrados em seringas de 1 mL, a fim de promover um exame rigoroso,
seguro e confortavel, tanto para o animal como para o profissional. Desse modo,
minimizaram-se o0s acidentes devido a alteracdes de comportamento e também,
diminuiu-se o estresse de manipulacéo e agitacdo que poderiam causar alteracoes

dos padrdes fisiologicos (Oliva, 2008).

Figura 6. Contencao fisica de primata ndo humano do género Saimiri spp. Fonte: Thalita Pissinatti
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3.5 Coleta de sangue

A coleta de sangue (Figura 7) € um procedimento de total responsabilidade
do médico veterinario responsavel pela colénia. Apés a sedacdo, os espécimes
foram posicionados em decubito dorsal e patas traseiras abertas e flexionadas. A
veia de elei¢cdo para coleta sanguinea foi a veia femoral, em virtude do calibre do
vaso sanguineo e do seu facil acesso. Dependendo do tamanho do animal,
principalmente nos individuos de menor porte, a coleta foi realizada na veia jugular
ou veia caudal (coccigea). Foi realizada a antissepsia do local com gaze embebido
em alcool etilico 70%. Para melhor identificar as estruturas anatdmicas, a palpacao
procedeu a puncgao. Esta ultima foi realizada com seringas de 3 mL descartaveis e
estéreis, sendo respeitada a limitacdo de quantidade imposta conforme o porte e
idade da espécie ndao podendo ultrapassar 10 mL/kg de peso do animal por més. A
agulha utilizada (24 G 20x5mm) foi posicionada e inserida em angulo de 90° em
relacdo a pele. Imediatamente apos a coleta do sangue, para a promocao da
hemostasia foi feita a compresséo do local com algodao seco por 20 segundos. No
caso eventual de formacdo de hematoma, o mesmo foi tratado com aplicacao de
Hirudoid® - Daiichi Sankyo Brasil Farmacéutica LTDA (Pissinatti, 2009; Unwin et al.,
2011). O rejeito biolégico e o material perfuro-cortante gerados foram depositados
em seus respectivos contéineres descartes (residuos biologicos contaminantes e

perfuro cortantes).

Figura 7. Coleta de amostra de sangue em Saimiri spp. pela veia femoral Fonte: Thalita Pissinatti

Para o estudo foram destinadas aliquotas de 500 pL, identificadas e

acondicionadas em tubos sem anticoagulante Vacuplast® (com gel e ativador de
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coagulo — gelatina grau farmacéutico, segundo fabricante). Os tubos foram mantidos
em repouso por duas horas e apds, transportados em caixas isotérmicas ao
laboratério de Toxoplasmose e outras Protozooses (IOC — Fiocruz), onde foram
centrifugados a 1029 G por 10 minutos em temperatura ambiente. Os soros obtidos
foram armazenados em microtubos do tipo eppendorfs® e congeladas em freezer

sob a temperatura de -20°C e posteriormente analisados sorologicamente.

3.6 Exames soroldgicos

Para o diagnéstico de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii, 0 soro obtido
das amostras foi analisado por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta
(Figura 8A), de acordo com Camargo (1964). Para a técnica foram utilizados
antigenos de T. gondii - cepa RH (Figura 8B) e conjugado anti-Monkey IgG FITC
Sigma-Aldrich®. Foi realizada também a técnica de aglutinacdo modificada (MAT)
(Figura 9A) conforme Desmonts e Remington (1980), utilizando o antigeno
produzido in house. Em ambas as técnicas foram feitas diluicdes seriadas 1:16, 1:64
e 1:256. Os ensaios foram realizados no laboratério de Toxoplasmose e outras

Protozooses (LabTOXO) pertencente ao Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz.

3.6.1 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta — RIFI

/Principio da técnica: anticorpos de individuos infectados se ligam aos antigenos de\
superficie dos taquizoitos fixados em lamina de vidro para microscopia. Um
anticorpo secundario previamente marcado com conjugado de isotiocianato de
fluoresceina se liga ao anticorpo produzido pelo individuo infectado. Essa ligacéo
pode ser observada pela fluorescéncia de coloracédo esverdeada da superficie dos
taquizoitos em microscépio com fonte de luz utravioleta (Andreotti et al., 2004).

N J

DistribuicBo das amostras diluidas em
Diluicdo das amostras : laminas de microscopia especificas

em placa de 96 pogos previamente  sensibilizadas com o
de fundo reto antigeno (Figura 8B).

U
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Laminas de microscopia dentro

de camara umida s&o incubadas
@ a 37°C durante 1h. Lavagem em
Secagem das laminas e solugéo PBS 1x por duas vezes,
o . C :] durante 5 minutos. cada
adicdo de Conjugado com

azul de Evans

1

Secagem das laminas, adicdo de
glicerina para fixacdo com laminula
e posterior leitura em microscépio
(Figura8 D e E).

Figura 8. (A) Fluxograma resumido da técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta. Fonte:
Autor

Figura 8. (B) Sensibilizacdo de lamina com adicdo de antigeno T. gondii. Fonte: Autor.

(C) Microscopio para leitura das laminas de RIFI. Fonte: Autor.



-

32

Figura 8. (D) Leitura em microscopio de lamina de RIFI positiva. Fonte: Autor (E) Leitura em

microscopio de lamina de RIFI positiva. Fonte: Autor

3.6.2 Técnica de Aglutinacdo Modificada - MAT

Principio da técnica: baseia-se na ligacdo antigeno-anticorpo. Quando a reacao
ocorre, ha aglutinacéo, sendo possivel visualizar a partir de uma malha que se

forma dentro do poco da placa.

/Em placa de 96 pocos com\
fundo em reto contendo 150 pL
de PBS 1x, foi adicionado 10
ML de soro dos controles e das
amostras em pocos alternados,
obtendo-se a diluicdo 1:16 de

amostras e controles (Figura

& y

\

/Foram adicionados 25 pL de
2ME (2- Mercapto-etanol)
diluidos para a quebra das
pontes de sulfeto de IgM e
IgA, para identificacdo de

apenas lgG
\pemae s J

!

Apdés 15 minutos, tempo
necessario para reacdo do
2ME, foram adicionados 50
pL de antigenos

—

¢

amostra/controle foram utilizados
testagem das amostras em di
subsequente. Foi retirado 50 pL dos
com diluicdo 1:16 e adicionado ao
seguinte. Feita a homogeneizacéo,

Kretirados 50 L e descartados.

/Os pOcOs que permaneceram sem\

para
luicdo
pOcoSs

poCco
foram

)

!

Dos soros diluidos foram
retirados 25 pL e colocados
em uma placa de 96 pocos
com fundo em “v”

A placa foi coberta com
folha de aluminio deixada

em incubadora a 37°C
overnigth para leitura

posterior
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!

Positivo: formacédo de Igg'rftjr;a a rlﬁgllz;dn?
uma malha <:| fundo escuro
Negativo: formagao de :

~ (contraste) (Figura
botdo no fundo do poco 9C)

Figura 9 (A). Fluxograma resumido da reacdo de Aglutinacdo Modificada. Fonte: autor

Figura 9. (B) Diluicdo de controles negativo e positivo e de amostras em placa em fundo chato.

Fonte: Autor. (C) Leitura de MAT em contraste escuro ao da placa de fundo em “u”. Fonte: Autor.
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3.7 Aplicacdo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) e Entrevista estruturada

Os funcionarios do setor, sete no total, foram convidados a participar do estudo
por meio de apresentacdo oral do projeto seguido da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), onde houve explicacdo sobre o projeto,
a participacdo voluntaria do funcionario e a importancia da entrevista para o estudo.
A recusa ou desisténcia da participacao ndo acarretou nenhum énus ou prejuizo ao
trabalhador. ApGs a concordancia da pessoa, a mesma participou de uma Unica
entrevista estruturada, realizada em local reservado, garantindo sua privacidade e
sigilo relacionado a qualquer informagéo pessoal. Foi utilizado um formulario com
perguntas abertas de roteiro pré-definido, aos funcionarios técnicos que realizam
servicos de limpeza de gaiolas, captura e contencdo fisica dos animais para
realizacdo de procedimentos (Apéndice | — Formulario 1); ao responsavel pelo
manejo alimentar (Apéndice Il — Formulario Il); e a responsavel pelo manejo
veterinario e manutencdo do plantel de PNH (Apéndice lll — Formulario IIl), em
busca de identificar possiveis fatores de risco que poderiam estar nos alimentos ou
ambiente e levar a infeccdo por T. gondii dos PNH e até da equipe de manipulacéo
desses animais. A coleta das informacdes fornecidas foi feita por meio de anotacfes
manuais em folha de resposta para posterior transposicéo para planilha do programa
Excel® (Microsoft Office®).

3.8 Identificacao de fatores de riscos

Elaborou-se um roteiro investigativo (Apéndice IV — roteiro de identificacao
de riscos) para observacdo de possiveis fatores de risco associados a insercéo de
formas infectantes T. gondii no ambiente da colénia. Foram considerados como
fatores de risco pontos discutidos na literatura relacionados ao ambiente, manejo

alimentar e manejo animal. Os fatores considerados no estudo foram:

o Ambientais: presenca de gatos, presenca de aves, presenca de roedores,
presenca de insetos, tratamento da agua, proximidade do recinto a rede de esgoto,

limpeza de recintos, limpeza de caixas d'agua, compartilhamento de materiais entre
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colonias, medidas de prevencao contra roedores, possibilidade de interacdo entre
PNH e animais em vida livre;

o Manejo Alimentar: higienizacdo de frutas e vegetais, origem de frutas e
vegetais, exposi¢cao de alimentos ao ambiente, consumo de carne na dieta; e

o Manejo animal: suspeita de toxoplasmose, diagnostico de toxoplasmose,

local de isolamento de animais doentes.

3.9 Analise de fragmentos de tecido bioldgico - Histologia

Durante a execucdo do estudo, ocorreu o Obito de um animal que estava
clinicamente saudavel e foi encontrado morto, dentro do recinto durante a vistoria. A
observacéao clinica, o animal apresentava apenas sialorréia, sem outras alteracdes
ou lesdes que explicassem o motivo do o6bito.

Foi levantada a suspeita de toxoplasmose devido a auséncia de sintomas e
morte sUbita do primata ndo humano. Levando em conta que o risco de ocorréncia
da toxoplasmose, se confirmada, poderia causar um surto dentro da colbnia,
realizou-se a necropsia, sendo utilizadas técnicas que poderiam auxiliar no
diagndstico da causa mortis do animal e evitar o surto ou infeccéo de outros animais.

A necropsia do animal foi realizada por um Médico Veterinario do setor, cerca
de uma semana ap0s a morte, a carcaca foi armazenada em congelador (-70°C) até
gue fosse realizado o procedimento. Foram coletados fragmentos de dois
centimetros de espessura de tecidos do pulmao, coracédo, rim, diafragma, figado e
cérebro.

Os fragmentos de tecidos foram armazenado em frascos contendo solucéo de
formaldeido a 10% tamponado (Figura 10). Os frascos foram devidamente
etiguetados e permaneceram em refrigeracdo (2° - 8°C) até que fossem

processados.
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Figura 10. Frascos com solucdo de formaldeido a 10% tamponado, devidamente identificados

contendo fragmentos de 6rgéos coletados em necropsia. Fonte: Autor

Os fragmentos foram retirados dos frascos com solucdo de formaldeido e
lavados em agua corrente durante 10 minutos para retirar o excesso da solucao dos
tecidos. Em seguida, os fragmentos foram clivados manualmente com navalha de
aco de microtomia a fim de deixa-los com formato mais regular e uniforme,
diminuindo suas dimensdes e tornando mais facil a manipulagéo.

Os cassetes histolégicos contendo os fragmentos de tecido com a
identificacdo do animal e do 6rgdo foram colocados em uma cesta (Figura 11A).
Esta foi icada de um recipiente e imersa no recipiente seguinte do processador
automatico (Lupetec PT 05) (Figura 11B) permanecendo por 40 minutos em cada

um.

Figura 11. (A) Cassetes histolégicos em cesta para processamento automatico das etapas de

desidratacao e clarificacao. Fonte: Autor (B) Processador Lupetec PTO5 para histologia. Fonte: Autor
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Os recipientes contendo as solucdes alcodlicas para desidratacdo do material
estavam dispostos em ordem crescente de concentracdo. Havia oito recipientes
contendo &lcool etilico, quatro nas concentracbes de 70%, 80%, 90%, 95%,
respectivamente e mais quatro em concentracdes iguais de 100%. Além destes,
havia dois recipientes com xilol (I e Il) para clarificacdo das amostras.

Os tecidos foram imersos em parafina derretida (marca Alphatec) dentro de
um compartimento aquecido (58 e 60°C) da central de inclusdo durante uma hora,
para remocao de xilol dos tecidos (Figura 12).

N

Figura 12. Impregnacdo em parafina utilizando o compartimento aquecido da central de inclusdo e
realizacdo de afericdo perioddica da temperatura com termémetro de mercurio para controle da faixa

térmica. Fonte: Autor

Os cassetes que continham os tecidos impregnados em parafina foram
abertos e sobrepostos em moldes metalicos, onde receberam parafina.

Para cada tecido foram feitos quatro cortes no bloco histolégico em micr6tomo
(Leica RM2125 RT) medindo cinco micrometros (5 um) de espessura cada um,
originando quatro laminas histologicas por 6rgdo (Figura 13A). Os cortes foram
submetidos a banho-maria (45°C) para a distensdo dos mesmos com auxilio de

pinca, caso houvesse dobras (Figura 13B).
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Figura 13. (A) Microto

de parafina com cortes histologicos feito em micrétomo para esticar eventuais dobras formadas no

4

mia dos blocos histoldgicos. Fonte: Autor (B) Imersao em banho Maria das fitas

corte. Fonte: Autor

Para a fixacdo dos cortes nas laminas, foi realizado um pré-tratamento das
[aminas com um preparado composto de 50% clara de ovo e 50% glicerina P.A. Os
cortes foram aderidos as laminas de microscopia de vidro previamente identificadas
e mantidos em estufa a temperatura de 58°- 60°C durante 24 horas. ApOs esta
etapa, as laminas foram armazenadas em estufa a 37°C até a sua coloracéo.

a) Coloracdo Hematoxilina-eosina (HE)

As laminas histolégicas inclusas em parafina foram submersas,
consecutivamente, em trés recipientes contendo xilol, permanecendo por 20 minutos
em cada um destes (Figura 14).

Apoés a retirada da parafina, o material foi submetido a uma sequéncia de
alcool etilico em concentracbes decrescentes para a hidratacdo do tecido: em um
primeiro recipiente contendo alcool etilico absoluto PA (Dinamica®), as laminas
permaneceram durante 15 minutos e foram submetidas a mais dois recipientes com
alcool na mesma concentragdo por mais 10 minutos em cada um deles. Depois, as
laminas passaram por mais duas solugbes de &lcool etilico de 90% e 80% de
concentragéo, respectivamente, com tempo de permanéncia de 10 minutos em cada
solu¢do. Em sequéncia, as laminas foram lavadas em agua corrente durante cinco

minutos (Figura 14).
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A hematoxilina de Harris previamente filtrada foi adicionada as laminas de
maneira a recobrir toda a superficie das mesmas, onde permaneceu durante 10
minutos. As laminas foram mergulhadas rapidamente em diferenciador (1% de &cido
cloridrico em alcool etilico 70%) por duas vezes, lavadas em agua corrente até
apresentarem coloracdo azul e submersas em &lcool etilico 80% durante dois
minutos. Entdo, o material foi submetido a eosina, onde permaneceu também
durante dois minutos.

As laminas foram submetidas a concentracfes crescentes de alcool: um
recipiente contendo alcool etilico 95% e trés contendo &lcool etilico absoluto PA
(Dindmica®), permanecendo em cada um deles durante 10 minutos (Figura 14).

As laminas foram submetidas a solucdo xilol-alcool etilico absoluto PA
(Dindmica®) de proporcédo 1:1 durante cinco minutos. Consecutivamente, o material
foi submerso em trés recipientes contendo xilol PA (Merck®), onde permaneceu

durante cinco minutos em cada um (Figura 14).

Figura 14. Bateria de reagentes para coloracdo de hematoxilina-eosina. Fonte: Autor

b) Coloracdo Giemsa

As laminas histologicas previamente preparadas foram entdo submersas em
corante de Giemsa durante 20 minutos e lavadas em agua destilada. Foram
submetidas a diferenciacdo com élcool etilico PA (marca) ao passarem por trés

mergulhos de trés minutos, cada.
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O material passou por trés baterias de xilol PA, permanecendo em cada

recipiente durante cinco minutos.

c) Coloracéo de Ziehl-Neelsen
As laminas histologicas previamente preparadas para coloragdo foram
cobertas com fucsina fenicada e aquecidas por 5 minutos até a emissdo de vapores.
As laminas foram lavadas em agua corrente, descoradas completamente em
alcool-4cido 1:1 e lavadas em agua corrente novamente. As laminas foram coradas
em azul de metileno (Reagen®) por 30 segundos, lavadas em agua corrente e

deixadas para secar em temperatura ambiente (18°C — 21°C).

Foram adicionadas gotas de Etellan® (Merck®) meio de montagem rapido
para microscopia sem agua sobre as laminas histolégicas para garantir a fixacédo
entre estas e as laminulas (24X24 mm) que as sobrepuseram (Figura 15). O
material permaneceu em temperatura ambiente para secagem e posterior
observacao em microscopio 6ptico (Nikon®, Eclipse 200) em aumento de 400 vezes.

Figura 15. Secagem em temperatura ambiente das laminas apos selagem com etellan® e montagem
com sobreposicao de laminulas. Fonte: Autor
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3.9 Analise estatistica

As informacdes obtidas a partir da entrevista a equipe, do roteiro investigativo
e da analise soroldgica foram analisados nos programa Epilnfo® verséo 7.2.2. 16
(CDC) para calculos de frequéncia, de meédia, desvio padrdo, associacdes e
correlagoes.

Para as variaveis que apresentaram distribuicdo normal, foram empregados
testes paramétricos. Para determinantes fora da curva normal a analise se deu por
meio de testes ndo-paramétricos. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos para nivel de significancia de p <0,05, com intervalo
de confianca de 95%.

A associacao entre duas variaveis categoricas foi avaliada pelo qui-quadrado
(x?) e pelo teste exato de Fisher para nivel de significancia de 5%.

Para avaliacdo da associacéo entre os resultados obtidos por meio da RIFI e
da MAT, foi realizado o calculo do coeficiente de Kappa (Quadro 2). A partir deste,
determinou-se o cutt-off para a utilizacdo de MAT como técnica de diagndstico de
deteccédo de anticorpos anti-T. gondii (Cohen, 1960).

A interpretacdo dos valores do coeficiente de Kappa foi realizada segundo
Landis e Koch (1977 (Quadro 3).

Quadro 2. Férmula de Kappa

Positivo Negativo Total
Positivo A B A+B
Negativo C D C+D
Total A+B B+D N
Fonte: Landis e Koch (1977)
Pa=A+D
N

Pe = (A+B) xD) + (C+ D) x B + D)
N N N N

K=Pa-Pe
1-Pe



Pa — Probabilidade de concordéancia geral

Pe — Probabilidade esperada de concordancia
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Quadro 3. Valores de referéncia para interpretacdo do coeficiente Kappa, segundo Landis e Koch,

1977
K CONCORDANCIA

<0,00 Sem concordancia
0,00 -0,21 Fraca
0,21-0,41 Ligeiramente fraca
0,41-0,61 Moderada
0,61-0,81 Substancial
0,81-1,00 Quase perfeita (excelente)
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4 RESULTADOS

4.1 Exames soroldgicos

Dos 125 animais inseridos no estudo, 61,60% (77/125) eram fémeas e
38,40% (48/125) machos. Os animais foram divididos em quatro faixas etarias dos
quais: 4,80% (6/125) foram inseridos na categoria infantis (0 a 18 meses), 11,20%
(14/125) juvenis (18 a 36 meses), 15,20% (19/125) subadultos (36 a 48 meses) e
68,80% (86/125) adultos (mais de 48 meses).

4.1.1 Imunofluorescénciaindireta (RIFI)

Por meio da RIFI foi evidenciado que 7,20% da populacéo estudada de PNH
foram soropositivas. A Tabela 1 apresenta as porcentagens dos animais
soropositivos e soronegativos de acordo com o sexo, ndo sendo observada
diferenca estatistica significativa (p>0,05). As fémeas apresentam OR= 0,1835 (IC
95% 0,0222 — 1,5162) ndo representando risco de aquisicdo ou protecdo quanto a

infeccéao.

Tabela 1. Soroprevaléncia anti-lgG-Toxoplasma gondii por Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em 125 primatas ndo humanos Saimiri spp. do ICTB — Fiocruz segundo sexo, RJ, 2020

Sexo RIFI

Negativo Positivo Titulacao Total
Fémeas 69 (89,61%) 8 (10,39%) 1:16 77 (61,60%)
Machos 47 (97,92%) 1 (2,08%) 1:16 48 (38,40%)
Total 116 (92,80%) 9 (7,20%) - 125 (100%)

Teste exato de Fisher P=0,1514149418 O.R.=0,1835 (IC 95% 0,0222 — 1,5162)

Com relacdo a faixa etaria (Tabela 2), foi observada maior frequéncia de
soropositividade entre os animais mais velhos, sendo de 9,30% entre adultos e

5,26% entre subadultos, havendo diferenca estatistica significativa.
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Tabela 2. Soroprevaléncia anti-lgG-Toxoplasma gondii por Reagcao de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em primatas ndo humanos Saimiri spp. do ICTB — Fiocruz segundo faixa etéaria, RJ, 2020

Faixa etaria RIFI
Negativo Positivo Titulagéo Total
Adulto 78 (90,70%) 8 (9,30%) 1:16 86 (68,80%)
Subadulto 18 (94,74%) 1 (5,26%) 1:16 19 (15,20%)
Juvenil 14 (100%) 0 (0%) - 14 (11,20%)
Infantil 6 (100%) 0 (0%) - 6 (4,80%)
Total 116 (92,80%) 9 (7,20%) - 125 (100%)

Teste exato de Fisher p=0,8329

Na tabela 3, foi observada soropositividade somente entre individuos da espécie Saimiri

sciureus (7,20%), porém sem diferenca significativa.

Tabela 3. Soroprevaléncia anti-lgG-Toxoplasma gondii por Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

(RIFI) em 125 primatas ndo humanos Saimiri spp. do ICTB — Fiocruz segundo espécie, RJ, 2020

Espécie Negativo Positivo Titulacao Total
S. sciureus 112 (92,56%) 9 (7,44%) 1:16 121 (96,80%)
S. ustus 4 (100%) 0 (0%) - 4 (3,20%)
Total 116 (92,80%) 9 (7,20%) - 125 (100%)

Teste exato de Fisher P =1,0 Odds Ratio = 0 (IC 95% indefinido)
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4.1.2 Técnica de aglutinacdo modificada (MAT)

A MAT demonstrou que 12,00% da populacdo animal estudada foi
soropositiva para T. gondii. Na Tabela 4 sao apresentadas porcentagens frequencia
de animais soropositivos de acordo com o sexo, sem diferenca estatistica
significativa (p>0,05). N&o foi evidenciado o sexo como fator de prote¢&o ou risco
para aquisicao de infeccéo (odds ratio1,4726 (IC 95% 0,4973 — 4,3603).

Tabela 4. Soroprevaléncia anti-lgG-Toxoplasma gondii por MAT em 125 primatas ndo humanos
Saimiri spp. do ICTB — Fiocruz segundo sexo, RJ, 2020

Sexo MAT

Negativo Positivo Titulacao Total
Fémeas 69 (89,61%) 8 (10,39%) 1:16/1:64 77 (61,60%)
Machos 41 (85,42%) 7 (14,58%) 1:16/1:64 48 (38,40%)
Total 110 (88,00%) 15 (12,00%) - 125 (100%)

Teste exato de Fischer p=0,5743916485 Odds Ratio =1,4726 (IC 95% 0,4973 — 4,3603)

A Tabela 5 apresenta a faixa etaria, onde observa-se que as faixas de
animais com mais idade apresentaram resultados soropositivos que variaram de
12,79% em adultos, 10,53% em subadultos e 14,29% em juvenis, sem diferenca

estatistica significativa.

Tabela 5. Soroprevaléncia anti-lgG-Toxoplasma gondii por Teste de Aglutinagdo Modificado (MAT)

em 125 primatas ndo humanos Saimiri spp. do ICTB — Fiocruz segundo faixa etaria, RJ, 2020

Faixa etaria MAT
Negativo Positivo Titulagéo Total
Adulto 75 (87,21%) 11 (12,79%) 1:16/1:64 86 (68,80%)
Subadulto 17 (89,47%) 2 (10,53%) 1:64 19 (15,20%)
Juvenil 12 (85,71%) 2 (14,29%) 1:16 14 (11,20%)
Infantil 6 (100%) 0 (0%) - 6 (4,80%)
Total 110 (88,00%) 15 (12,00%) - 125 (100%)

Teste exato de Fisher p=1,0

Ao que se refere a espécie (Tabela 6), apenas PNH S. sciureus foram

soropositivos, com frequéncia de 12,40%.
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Tabela 6. Soroprevaléncia anti-lgG-Toxoplasma gondii por teste de aglutinagdo modificado (MAT) em
125 primatas ndo humanos Saimiri spp. do ICTB — Fiocruz segundo espécie, RJ, 2020

Espécie MAT
Negativo Positivo Titulagéo Total
S. sciureus 106 (87,60%) 15 (12,40%) 1:16/1.64 121 (96,80%)
S. ustus 4 (100%) 0 (0%) - 4 (3,20%)
Total 110 (88,00%) 15 (12,00%) - 125 (100%)

Teste exato de Fisher P = 1,00 Odds Ratio= 0 (IC 95% indefinido)

Os resultados da sorologia pelas técnicas de imunofluorescéncia indireta e
Aglutinagdo modificada estdo apresentados na Tabela 7. Por meio do coeficiente

Kappa pode-se evidenciar concordancia moderada entre as técnicas utilizadas.

Tabela 7. Resultados da sorologia para pesquisa de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii por meio
das técnicas de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e teste de Aglutinacdo Modificado
(MAT) de 125 primatas ndo humanos Saimiri spp. do ICTB — Fiocruz, RJ, 2020

RIFI (+) RIFI () TOTAL
MAT (+) 9 (%) 15 (%) 24 (%)
MAT (-) 0 (%) 101 (%) 101 (%)
TOTAL 9 (%) 116 (%) 125 (%)

Kappa = 0,492
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4.2 Fatores derisco ldentificados nas entrevistas

Como demonstra o Grafico 1, 57% (4/7) dos trabalhadores da col6nia

possuiam algum conhecimento sobre a toxoplasmose.

Conhecimento dos Funcionarios do ICTB- Fiocruz setor
de Primatas ndo humanos Samiri spp. sobre a
Toxoplasmose

EmSIM mNAO

Gréafico 1. Conhecimento dos sete Funcionarios do ICTB- Fiocruz setor de Primatas ndo humanos

Samiri spp. sobre a Toxoplasmose

O grafico 2, demonstra que dentre os trabalhadores da colénia que sabiam o
gue é toxoplasmose, 28% souberam da doenca por meio da formacdo académica e

29% por meio da familia. Dos funcionarios, 43% desconheciam a doenca.

Fontes pelas quais os Funcionérios do ICTB- Fiocruz
setor de Primatas ndo humanos Samiri spp. souberam da
toxoplasmose

® Médico
m Médico Veterinario
43% = Formagédo académica

H |[nternet

m Treinamento Profissional

u Familia
Comunicacao social
Qutros
N&o sabe

Grafico 2. Fontes pelas quais os sete Funcionarios do ICTB- Fiocruz setor de Primatas ndo humanos

Samiri spp. obtiveram informacdes sobre a toxoplasmose
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Dos trabalhadores, 29% indicaram que a transmisséo ocorre pelo consumo da
carne, 14% por meio do consumo de frutas e vegetais mal lavados e 14 % por
brincar com gatos. Dos respondentes 43% indicaram desconhecer sobre a

transmissédo (Grafico 3).

Formas de transmisséo da toxoplasmose segundo os
funcionarios do ICTB- Fiocruz setor de Primatas Samiri

spp.
m Consumo de carne contendo parasitas
m Consumo de vegetais ou frutas mal
lavados . )
m Beber 4gua ndo potavel
m Nao lavar as maos depois de contato

com o solo (jardinagem, etc.)
= Brincar com gatos

43%
Limpar a caixa de areia dos gatos
Outros

Nao sabe

S

Gréfico 3. Formas de transmissdo da toxoplasmose segundo os sete funcionarios do ICTB- Fiocruz

setor de Primatas ndo humanos Samiri spp.

A maioria dos trabalhadores da colénia de Saimiri spp. (57%) s6 atendem
outras colénia de PNH em uma eventual emergéncia. Dos funcionarios, 14%
frequentam outras colbnias semanalmente e 29% nao realizam visitacdo a outras

colénias (Grafico 4 e 5).

Funcionarios do ICTB-Fiocruz setor de
Primatas ndo humanos Saimiri spp. que
trabalham em outras colbénias

4%

57% o
uSIM

= NAO
Emergéncias

Grafico 4. Local de atuacéo dos sete Funcionérios do ICTB-Fiocruz setor de Primatas ndo humanos

Saimiri spp. que trabalham em outras colénias
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Frequénciade visitas a outras coldnias dos funcionarios
do ICTB-Fiocruz setor de primatas Saimiri spp.

m Diaria
® Semanal
Quinzenal
29%
® Mensal
m Semestral

Eventual em emergéncias

Nunca

57%

Grafico 5. Frequéncia de visitas a outras col6nias dos funcionarios do ICTB-Fiocruz setor de primatas

nao humanos Saimiri spp.

4.3 Roteiro de identificacéo de risco

O Quadro 4 apresenta os fatores de risco ambientais, alimentares e de
manejo animal, identificados na coloénia de Saimiri spp. Dos 18 determinates

avaliado, oito estavam presentes na colénia de PNH.

Quadro 4. Fatores de risco para infeccdo por Toxoplasma gondii avaliados na col6nia de primatas

ndo humanos Saimiri spp. do ICTB-Fiocruz, RJ, segundo roteiro aplicado em visitacdo a col6nia

Situacdo do
Fator Risco associado fator na colénia
de Saimiri spp.
Liberag&o de oocistos nas fezes
Presenca de qatos contaminando o ambiente com formas do Presente
¢ 9 parasito
Possiveis carreadores de oocistos para 0s
recintos e ocasionalmente, se infectados,
Presenca de aves e roedores Presente

0s cistos no tecido poderiam ser ingeridos
ao serem e predados pelos primatas
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Possiveis carreadores de oocistos para
dentro dos recintos

Presenca de insetos Presente
A agua pode ser uma fonte de infeccéo. E N.A.
Tratamento da 4gua necessario sgber sua origem e o
tratamento que a 4gua recebe antes de ser
fornecida
Mas na coldnia de Saimiri spp, a agua
passa por filtragem adicional em filtro de
cada caixa d’agua
Transbordamento da rede de esgoto
Recinto préximo a rede de durante as chuvas carreando formas Presente
esgoto (Figura 16A) infectantes do parasito além de bactérias e
outros microorganismos
A falta de limpeza poderia manter as N.A.
: . . formas resistentes do parasito no Limpeza com
Limpeza de recintos (Figura . ) .
ambiente, casos existentes, e aumentar a agua
16B) exposicao dos primatas pressurizada e
hipoclorito
Se contaminada, a 4gua poderia ser fonte N. A
de contaminacé&o dos primatas que a Realizada

Limpeza de caixas d'agua

ingerissem. Necessaria limpeza das caixas
d’agua para eliminar possibilidade de
formas do parasito

mensalmente

Se contaminadas, as ferramentas

Compartilhamento de poderiam servir de fonte de infeccéo para Ausente
materiais entre col6nias outros animais
Prevencgéo contra roedores Roedores podem ser carreadores de N.A.
oocistos de T. gondii e podem atuar como Medidas de
HI prevencéo
aplicadas
Animais infectados (como pequenos
Possibilidade de interagéo primatas) em contato com Saimiri spp. Presente
entre primatas e animais em podem transmitir formas de T. gondii
vida livre (Figura 16C)
Alimentos nao higienizados podem carrear
Falta de higienizacéo em sua superficie oocistos do parasito Presente
mecénica de frutas e vegetais
Locais de cultivo de alimentos onde ha
Origem desconhecida de presenca de felideos podem estar N.A.
frutas e vegetais conhecida contaminados com oocistos eliminados Origem
pelos animais conhecida
Comida fica exposta no Atrair roedores e outros animais que Ausente
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ambiente podem carrear oocistos ou eventualmente,
servir de presas sendo HI do T. gondii

A carne contendo cistos do parasito
Consumo de carne na dieta levariam a infeccdo dos primatas Ausente

Poderia levar os animais a exposicéo de
Suspeita de toxoplasmose formas infectantes Presente
(h& mais de 5 anos)

Poderia levar os animais a exposicéo de
Suspeita de toxoplasmose formas infectantes Presente
recente (menos de 4 anos)

Em casos confirmados, poderia levar ao
Diagndstico de toxoplasmose risco de transmissao de outros em Ausente
primatas em contato

A falta de um local de isolamento for¢a o
Sem local de isolamento de contato do animal doente com outros Presente
animais doentes animais sadios e pode ocorrer transmissao
de formas infectantes de T. gondii

* N.A. — N&o Aplicavel

Figura 16. (A) Proximidade da colbnia Saimiri spp. com a rede de esgoto e cArrego com deposi¢éo

de dejetos. Fonte: Autor. (B) Limpeza diaria dos recintos com jato de agua pressurizada. Fonte:

Autor. (C) Animais de vida livre em proximidade ao recintos dos primatas Saimiri spp. Fonte: Autor.
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4.4 Histologia

Foram observados na microscopia tecidos (pulmdes) com regides
significativas de autélise, areas com infiltrados pulmonares e edema consideravel.
Por meio da histologia ndo foram observadas formas de Toxoplasma gondii, bem
como foi descartada a possibilidade da ocorréncia de tuberculose na amostra
analisada, hipotese levantada apds a verificagdo de achados semelhantes aos

causados pelo microorganismo durante a microscopia.
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5 DISCUSSAO

Os resultados sugerem que os PNH da colonia do ICTB foram expostos ao T.
gondii, em razdo da deteccdo de anticorpos IgG anti-T. gondii em soros de 24
animais somando as duas técnicas soroldgicas que esta em concordancia. E
importante ressaltar que, apesar do resultado obtido no presente estudo, 0s animais
estavam aparentemente saudaveis a época da coleta de sangue e que até o
momento, ndo foram relatados sinais de doenca.

Apesar de existirem artigos sobre T. gondii relacionado a Samiri spp., as
publicacbes sdo geralmente sobre relatos de casos e surtos em zoologicos (Carme
et al.,, 2009; Salant et al., 2009; Furuta et al.,, 2001; Cedillo-Pelaez et al., 2011;
Carneiro et al.,, 2014; Hanseul et al., 2018). No entanto, estudos que fazem
levantamento sorolégico s@o bastante escassos se relacionados com o género
avaliado nesse estudo, reforcando sua relevancia.

A soropositividade de 7,20% (9/125) encontrada por meio da RIFI e de 12%
(15/125) pela MAT da populacédo de PNH da Fiocruz se mostrou inferior a de 31,8%
(7/22) observado por Casagrande et al.(2013) em Lages, Santa Catarina e de 23,3%
(10/43) encontrados no estudo de Silva (2016) em Bauru, Sao Paulo, ambos
realizados com primatas neotropicais de diferentes espécies em zooldgicos.

A baixa soroprevaléncia pode ser devido a alta letalidade da toxoplasmose
para os “‘macacos de cheiro”, uma vez que a sensibilidade desses animais a T.
gondii é tao alta que torna dificil verificar a sua sorologia. Segundo Cedillo-Pelaez et
al. (2011) e Dubey (2010) quando a maioria dos indivpiduos € exposta ao parasito
morre rapidamente, sem tempo habil para que seu organismo produza resposta
humoral

As amostras soropositivas desse estudo apresentaram baixa titulacdo (1:16)
de anticorpo IgG anti-T.gondii, Titulagdes superiores (1:256) foram evidenciadas em
estudo realizado por Cunningham et al. (1992) em um surto no Zooldgico de
Londres. Segundo Bouer et al.(1999), alguns animais se infectam a cada ano, nao
demonstrando sinais clinicos e mesmo sem tratamento, desenvolvem imunidade
apos a infeccgéo inicial e s6 adoecem caso sofram imunossupressao ou passem por
uma situacdo de muito estresse. Tal fato, pode ter ocorrido na populagdo estudada,

uma vez que um dos animais soropositivos morreu subitamente pertencente a
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espécie saimiri sciureus, apesar de até o momento nao ter sido identificada a causa
mortis.

Em relacdo as andlises realizadas a partir dos tecidos do animal, a qualidade
dos cortes histolégicos tornou dificil a observacdo das estruturas celulares, pois
durante o exame, 0s tecidos apresentaram caracteristicas de autdlise avancadas.
Apesar disso, foram observados infiltrados pulmonares e edema consideravel,
indicando possivel tuberculose na amostra. Por isso, foi feita a coloracdo de Ziehl-
Neelsen, que refutou a possibilidade dessa ocorréncia. Além disso, de acordo com a
microscopia, ndo foi observada a presenca de Toxoplasma gondii, fato corroborado
pelo resultado negativo obtido com a prova de imunohistoquimica, que foi realizada
por outro laboratorio em razdes de dificuldades técnicas e de insumos.

O sexo, a faixa etaria e a espécie dos PNH néo foram evidenciados como
fatores que pudessem estar favorecendo ou servindo de fator de protecéo a infec¢cao
por T.gondii, uma vez que ndo houve diferenca estatistica significativa.

Apesar de nao representar fator de protecdo ou risco, observou-se maior
positividade entre fémeas, tanto pela RIFI quanto pelo MAT. Resultados com
proporcdes de soropositividade maior em fémeas e menor em machos também
foram verificadas em um estudo em zooldgico (Silva, 2016) utilizando MAT como
método sorologico. Uma explicacao para este fato poderia ser porque as fémeas tém
forte interacdo social entre elas e cooperam para competir agressivamente por
recursos com outros integrantes do grupo (Boinski.1999). Devido a isso, podem ter
maior contato com fontes da infeccdo ao lutar por alimentos ou ao percorrer pelo
recinto em busca dos mesmos ou de outras ferramentas que Ihes € de interesse
(objetos de enriguecimento ambiental, por exemplo). Sugere-se que tal fato também
pode ter ocorrido devido ao maior numero de fémeas na colonia.

De acordo com os resultados relacionados a faixa etaria, animais adultos e
subadultos demonstraram maior soropositividade, o que sugere que o fato de terem
vivido mais tempo no local, aumentaria a possibilidade de exposicao,
consequentemente, mais chances de contato com as fontes de transmissdo de T.
gondii. Esta maior positividade em individuos mais velhos também foi observado em
humanos (Sobral et al.,, 2005, Spalding et al., 2005). Outro fator que deveria ser
levado em consideracdo foi que a quantidade de animais adultos e subadultos

(representando 84 % da populacéo total) era aproximadamente cinco vezes maior
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qgue a de juvenis e infantis juntos, o que pode ter interferido na andlise estatistica
relacionada a esta variavel.

A espécie Saimiri sciureus apresentou soropositividade, diferentemente da
espécie Saimiri ustus, onde ndo se encontrou nenhum individuo sororreagente, o
qgue pode indicar que a espécie S. sciureus pode ser mais suscetivel do que a S.
ustus. Apesar disso, deve-se levar em consideracdo que dentro da colbnia, a
quantidade S. sciureus é consideravelmente maior que S. ustus, o que pode ser um
fator de interferéncia para a analise. A menor quantidade de individuos dessa
espécie pode ter ocasionado menor exposicdo a fatores de risco. Além do mais, a
susceptibilidade pode ser diferente entre as espécies de PNH neotropicais como
sugerido por Borst; Van Knapen (1984) e Cunningham et al.(1992).

A sorologia positiva dos PNH poderia ser explicada pelo contato desses
animais com oocistos no ambiente proveniente de fezes de gatos infectados com
acesso a colonia. Apesar de ndo ser possivel definir o momento da exposicao e
infeccdo ao parasito, durante o estudo nao foi observada a presenca de felinos no
local, mas ha relatos de felinos e suas crias dentro da colénia. Outra possibilidade
seria de que roedores e aves (hospedeiros intermediarios) infectados por T. gondii,
poderiam ter sido predados ao adentrar algum recinto, embora ndo tenham sido
encontrados indicios desses animais na colonia. Além dessas situacdes, formas
infectantes de T. gondii podem ter sido levadas a colénia por meio dos sapatos de
prestadores de servico, que ocasionalmente realizam trabalhos de jardinagem ou
reparos de infraestrutura na colonia. Estes trabalhadores podem ter tido contato com
solos contaminados em outros locais, sendo esta, a rota mais provavel para
exposicado dos PNH a T. gondii, fato referido por Hanseul et al., (2018) em coldnias
de PNH.

Todos os animais soropositivos pela RIFI foram oriundos de um mesmo
recinto, onde a maioria dos PNH que la estavam alocados eram provenientes do
Instituto Pasteur. Sugere-se que esses animais tenham sido expostos ao parasito
antes de chegarem a colénia. Mas, ndo ha exames sorolégicos especificos
anteriores que possam ser comparados para definicdo de quando ocorreu a
exposicao e infeccdo dos animais ao T. gondii, 0 eu refor¢ca a necessidade desses
exames como rotina. Apesar da soropositividade reduzir as chances de doenca, os
primatas estudados, sdo animais utilizados para pesquisa biomédica, sendo

desejavel a auséncia de infeccdo por quaisquer agentes infecciosos, a fim de
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interferir o minimo possivel nos estudos em que sdo utilizados como biomodelos.
Este resultado aponta para a importancia de estudos soroepidemiolégicos em
colonias de PNH utilizados como biomodelos.

Foi verificado, por meio das entrevistas estruturadas que a maioria dos
funcionarios da coldnia possuia algum conhecimento sobre a toxoplasmose, sendo
gue, aproximadamente metade dos que conheciam a enfermidade, aprendeu sobre
ela em sua formacéo académica. O conhecimento pode ajudar a evitar a aquisicéo
de infeccdes, representando um ponto positivo. Porém cabe ressaltar que 43% nao
sabiam sobre a doenca. Este fato ressalta a importancia do desenvolvimento de
atividades educativas em saude no tema toxoplasmose com estes funcionarios, de
forma a melhorar a qualidade e vida dos PNH e dos préprios funcionarios, pois
apesar de receberem constantes treinamentos a atualizacdes para aperfeicoamento,
ainda n&o foi incluso em seus cronogramas a educacdo continuada sobre
toxoplasma gondii. Um estudo realizado por Rodrigues (2015) para avaliacdo do
conhecimento das mulheres sobre zoonose e toxoplasmose em Mossord, RN,
revelou que 60,93% das mulheres que responderam as questdes ja ouviram falar
sobre toxoplasmose e 16,15% dessa populacdo de mulheres tinha algum
conhecimento sobre a doenca. E segundo Moura et al. (2016), 42,7% (173/405) das
gestantes entrevistadas em seu estudo sabiam sobre a doenca causada pelo
protozoario. Desse percentual, as porcentagens maiores indicaram que 24,3%
(42/173) das gestantes foram informadas sobre a toxoplasmose por meio de amigos
e 19,6% (34/173) por médicos.

Outro fator importante detectado no presente estudo foi o fato de que alguns
dos funcionarios realizam trabalhos em outras colénias em situacfes emergenciais
ou com alguma frequéncia, se tratando do manejo alimentar. Esta atividade poderia
possibilitar a contaminacao cruzada entre as colonias de primatas do ICTB. Apesar
disso, todos alegaram néo utilizar as mesmas ferramentas para diferentes colbnias e
realizar a troca da paramentacdo (fato observado durante visitacdo a col6nia) se
necessario o atendimento de outro setor da primatologia, pois, jalecos e botas séo
instrumentos de uso exclusivo de cada colbnia. Essas hipéteses foram levantadas
em estudo feito por Bouer et al. (1999). Esses fatores contribuem para reduzir a
transmissdo além da execucdo de medidas preventivas contra roedores. Bouer et

al. (1999) e Salant et al.(2009), discorrem sobre a possibilidade de roedores
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infectados com o protozoario serem responsaveis pela propagacdo da infeccéo
toxoplasmica.

A presenca de gatos, aves, roedores e de insetos, que poderiam atuar no
ciclo do parasito servindo como hospedeiros intermediarios ou carreadores
mecanicos de oocistos infectantes, no caso dos insetos, foi confirmada durante a
visitacdo a col6nia, fato que também foi observado por Salant et al. (2009) e por
Carme et al. (2009). A interacdo dos PNH com outros animais de vida livre também é
possivel no local, ja que devido a curiosidade agucada, acabam puxando os animais
gue circundam os recintos para dentro dos mesmos ou estes animais entram nos
recintos espontaneamente a procura de alimentos (Bouer et al., 1999).

Outro ponto positivo, relacionado a esse estudo, foi o fato de que os alimentos
eram calculados de acordo com a necessidade diaria de ingestdo de nutrientes e
com a quantidade de animais em cada recinto. Isto permite que nao haja alimentos
excedentes apos as refeicdes, evitando a contaminagcdo dos mesmos ao diminuir o
tempo de exposicdo destes ao ambiente. A contaminacdo de alimentos tem sido
apontada como um fator importante na transmissao do T. gondii (Almeida et al.,
2011), porém sugere-se baseado no observado que ndo parece estar contribuindo
com a positividade encontrada.

No presente estudo, a limpeza das caixas d’agua e dos recintos além do
tratamento adicional da agua com filtros instalados individualmente em cada recinto
podem estar contribuindo para reduzir o risco de transmissao do parasito. Carme et
al. (2009), em seu estudo sobre surto ocorrido em colbnia reprodutiva de micos-de-
cheiro, minimizaram a transmisséo de oocistos pela agua devido ao tratamento que
as fontes hidricas recebiam.

Ja a proximidade dos recintos da rede de esgoto, no ICTB, possibilitaria o
carreamento e contato com oocistos do ambiente ao levar efluentes para dentro dos
recintos com os transbordamentos da rede de esgoto causada pelas chuvas, porém
ndo ha maneiras de avaliar a contribuicdo desse fator para o risco de infec¢céo
toxoplasmica em PNH. Sabe-se que a contaminacdo da agua e a transmisséao de
formas infectantes de T. gondii por esse meio é um risco para vida aguatica e para a
saude publica e que a avaliacdo da presenca do parasito na agua tratada ou néo é
um desafio, considerando-se o despejo de esgoto e méa utilizacdo dos recursos
hidricos disponiveis, é necessario o desenvolvimento de métodos mais eficientes de

investigacao (Galvani, 2016).
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Foi verificada a higienizacdo de frutas e verduras com agua e hipoclorito de
sédio na colbénia do ICTB, mesmo assim, é desejavel adicionar a etapa de
higienizagdo a limpeza mecanica, a fim de eliminar as formas do parasita que
estivessem presentes nos alimentos. Dumetre e Dardé (2003) alertaram sobre a
resisténcia ao hipoclorito de sodio, detergentes e outras solu¢cdes desinfetantes.

A dieta alimentar dos Saimiri spp. da col6nia do ICTB, n&o inclui a ingestéo de
carne, esse fato diminui o risco de ingestdo de cistos de T. gondii contidos em
tecidos de HI's e baseia a alimentagdo em ragao, frutas e folhas (Carme et al., 2009;
Dubey, 2010).

No passado, ha cerca de cinco anos, houve a suspeita de toxoplasmose na
colonia, segundo a médica veterinaria, Thalita Pissinatti, que atualmente é
responsavel pela colénia de Saimiri spp., 0 que pode ter exposto alguns animais ao
parasito, ja que o caso nao foi confirmado ou refutado. Recentemente, ocorreu mais
um caso suspeito de toxoplasmose, esse fato pode ser indicativo que ha um fator
principal dentro os ja citados que necessita ser combatido, como 0s gatos
domeésticos que invadem o local e até dao a luz e criam suas ninhadas |4, periodo
mais propenso a eliminacdo de oocistos no ambiente por HD. Porém, segundo o
roteiro de identificacdo de riscos, nenhum PNH teve o diagndstico de toxoplasmose
confirmado até os dias atuais.

A falta de um local de isolamento para animais doentes, sem diagndstico
confirmado também € um fator de risco, ja que esses animais, se infectados com T.
gondii poderdo servir de fonte de infeccdo para outros animais que estejam
saudaveis, podendo, eventualmente, causar um surto dentro da colénia, como foi
relatado por Furuta et al. (2001).

Os resultados do presente estudo identificaram varios fatores de risco para
infeccdo por Toxoplasma gondii na coloénia de PNH Saimiri spp. do ICTB/Fiocruz,
bem como soropositividade em alguns individuos. Identificou-se também
necessidade de educacdo continuada dos funcionarios e demais colaboradores
guanto ao tema toxoplasmose, propiciando a conscientizacdo e aquisicdo de
condutas protetivas para humanos e outros animais. Estes resultados sdo de
grande importancia visto que a coldnia € utilizada como biomodelos e a auséncia do
parasitismo podera determinar maior qualidade no desenvolvimento de projetos em

gque estes animais séo utilizados.
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PERSPECTIVAS

A possivel analise de PCR dos tecidos de 6rgaos coletados do primata nédo
humano que foi a 6bito durante a pesquisa a fim de fazer a deteccdo de DNA
de T. gondii apés implementacao e padronizacao da técnica no laboratério.

Monitorar os animais que tiveram resultados negativos em ambas as técnicas
para identificar se permanecem negativos. Testagem a ser feita em intervalos

regulares de tempo.

Caso o protozoario ndo seja detectado por nenhuma das técnicas, procurar

possiveis causas que expliquem a morte subita do animal.

Dar continuidade a pesquisa em PNH, encontrando meios de prevenir

doencas evitaveis com 0 manejo.

Programa de educacdo continuada em forma de palestras semestrais aos
trabalhadores da colénia. Distribuicdo de cartazes pelas dependéncias da

col6nia e producéo de folders informativos a equipe.
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CONCLUSOES

O roteiro investigativo e a entrevista estruturada conseguiram mostrar a
presenca de fatores de risco para ocorréncia de infec¢cdo toxoplasmica na
colonia de Saimiri spp do ICTB, Fiocruz.

Com o roteiro investigativo foi possivel identificar a presenca de fatores que
contribuem para o risco de ocorréncia da infeccdo toxoplasmica. Entretanto,
nao foi verificada associagao entre esses fatores e a infeccdo em PNH Saimiri
spp. da colonia do ICTB.

Por meio do roteiro também foi possivel verificar a necessidade da criacdo de
um local de isolamento para animais doentes ou em convalescéncia. Evitando
contato desses com animais sadios.

Apesar da entrevista estruturada aplicada aos profissionais da colénia de
Saimiri spp. do ICTB permiti a identificagdo de fatores de risco para a
ocorréncia da infeccdo toxoplasmica, ndo foi evidenciada a atuacdo dos
mesmos transmissao por T. gondii.

Com a entrevista estruturada evidenciou-se a necessidade de educacéo
continuada sobre a toxoplasmose entre funcionarios e colaboradores que
atuam nas colonias de PNH do ICTB, Fiocruz.

Por meio das técnicas de RIFI e MAT foi possivel detectar a presenca de
anticorpos anti-T. gondii indicando a exposicdo dos PNH da colbnia ao
protozoario.

A frequéncia de animais sororreagentes na populacdo de PNH estudada nao
estd correlacionada com as variaveis sexo, idade e espécie nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas.
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APENDICES E ANEXOS

APENDICE | — Formulario | (Apoio Técnico)

S

. . | =S
Ministério da Saude " é,)l--.as,
FIOCRUZ ‘)‘(p
Fundacéo Oswaldo Cruz N
Instituto Oswaldo Cruz
Laboratério de Toxoplasmose e outras Instituto de Ciéncia e
Protozooses P Tecnologia em Biomodelos CAPES

Formulario I (Apoio técnico)

Inquérito: “Pesquisa de fatores de risco associados a infecciio por Toxoplasma gondii na

colonia Saimiri spp.”

Este inquérito possui cardter anénimo. que tem por objetivo a produgio de uma dissertagio de

Mestrado em Medicina Tropical do Instituto Oswaldo Cruz. Fiocruz.

A mtencéo desta entrevista € obter informacdes necessarias para correlaciona-las e entender se

existem indicativos de possiveis riscos referentes ao local. habitos dos animais, alimentacdo ou

manejo que levem a infeccédo pelo protozoario Texeplasma gondii.

Bloco I — Conhecimento sobre a toxoplasmose

[ ]

Vocé sabe o que € a toxoplasmose?

Como soube da doenga?

( )Médico  ( )Médico veterinario ( ) Formacio Académica ( )Internet
() Treinamento Profissional () Familia () Outros
() Comunicacdo social () Nao sabe

Quais formas de transmissao vocé conhece?
) Consumo de carne contendo parasitas
) Consumo de vegetais ou frutas mal lavados

)Beber dgua nao potavel

(
(
(
() Nao lavar as mios depois de contato com o solo (jardmagem, etc.)
() Brincar com gatos

() Limpar a caixa de areia dos gatos

() Outros

(

) Nao sabe

Bloco IT — Limpeza e organizacio da colénia

4,
5.

6
7.
8
9

O local de armazenamento da dgua que abastece a colénia recebe algum tipo de
limpeza?

De quanto em quanto tempo essa limpeza é realizada?

Qual é o intervalo de tempo entre as limpezas dos recintos?

E dos comedouros e bebedouros (caso o recinto seja provido dessas estruturas)?

Que dgua é utilizada para a limpeza dos recintos?

Quais produtos sido utilizados para a limpeza?

10. O chéo é limpo com fricgdo mecéanica por meio da utilizacio de escovées ou vassouras?
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14.

16.

17.
18.

“IN

Ministério da Saude 0,‘5}-..5:\),

""?‘ =
FIOCRUZ l)‘(p
Fundagédo Oswaldo Cruz L
Instituto Oswaldo Cruz | doC
Laboratério de Toxoplasmose e outras nstituto de Ciéncia e
Protozooses P Tecnologia em Biomodelos C A P E S

. O material de limpeza utilizado & compartilhado com outras colénias?

. Apds a limpeza, aonde sdo armazenados os dejetos e lixo gerado na coldnia até serem

coletados?

. Em que intervalo de tempo sdo realizadas coletas de lixo? (toda semana. a cada 2 dias,

mensal. ...)

Para onde € enviado esse material? (Qual o destino dele)

. Os instrumentos utilizados no manejo dos animais como pugds, caixas de transporte,

etc. sdo compartilhados com outra colénia?

Em um eventual atendimento a outras coldnias. as roupas utilizadas durante o manejo
sd0 as mesmas do manejo anterior?

Voce realiza trabalho em outras colonias?

Qual a freqiiéncia das visitas (caso sejam realizadas) a outras colénias?

Bloco IIT — Outros

19.
20.
21.
22
23.

24,

Sao avistadas aves pela colénia?

As aves entram nos recintos?

Outros animais (gatos, ratos, outros pequenos roedores) sdo vistos na célonia?

Quais medidas sdo tomadas pra prevenir ou evitar isso?

Gostaria que fossem disponibilizados materiais informativos sobre a toxoplasmose e o
parasita que a transmite?

Informagdes adicionais e/ou observagdes pertinentes (opcional).
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APENDICE Il — Formulério Il (Manejador alimentar)

Ministério da Satde ISDH&
- qd) 04
FIOCRUZ SIZ
Fundacgédo Oswaldo Cruz (f)‘ I c T B
Instituto Oswaldo Cruz
Laboratdrio de Toxoplasmose e outras Institute de Cigncia e
Protozooses Tecnologia em Biomodelos CAPES

Formulirio IT

Inquérito: “Pesquisa de fatores de risco associados a infeccio por Toxeplasma gondii na
colonia Saimiri spp.”

Este inquérito possui cardter andénimo. que tem por objetivo a producio de uma dissertacao de
Mestrado em Medicina Tropical do Instituto Oswaldo Cruz. Fiocruz.

A intengdo desta entrevista é obter informagdes necessarias para correlaciona-las e entender se

existem indicativos de possiveis riscos referentes ao local. habitos dos animais. alimentacio ou

manejo que levem a infeccdo pelo protozoario Toxeplasma gondii.

Bloco I — Conhecimento sobre a toxoplasmose

1. Vocé sabe o que € a toxoplasmose?

2. Como soube da doenga?

( )Médico () Médico veterinario ( ) Formacao académica ( )Internet
( )Treinamento Profissional ( )Familia () Outros
( )Comunicagdo social () Nao sabe

3. Quais formas de transmissdo vocé conhece?

() Consumo de carne contendo parasitas
() Consumo de vegetais ou frutas mal lavados
() Beber dgua ndo potavel
() Nao lavar as maos depois de contato com o solo (jardinagem, etc.)
() Brincar com gatos
() Limpar a caixa de areia dos gatos
() Outros

Bloco II — Sobre o manejo alimentar

4. Qual o tipo de alimentagdo que € oferecida aos animais?

5. Qual origem das frutas ofertadas?

6. As frutas passam por alguma higienizagdo?

7. Qual procedimento € feito para higienizar as frutas?

8. Por quanto tempo as frutas sio higienizadas?

9. Apos procedimentos veterinarios. sdo oferecidos petiscos aos animais como forma de

rec ompensa?

10. Qual a origem desses petiscos?



Ministério da Sadde "l\H:,'\)I
FIOCRUZ ’ '
Fundagio Oswaldo Cruz "

Instituto Oswaldo Cruz

Laboratério de Toxoplasmose e outras Instituto de Ciéncia e
Protozooses Tecnologia em Biomodelos C A P E S

. E feito algum tratamento (térmico. quimico. etc) antes de oferta-los?
. Os alimentos fornecidos sdos os mesmo para todas as colonias?

. Os alimentos ficam a disposicdo dos animais o tempo todo ou sdo ofertados em horarios

determinados?

. E a agua? (disponivel todo o tempo ou ofertada e retirada)
. Em que recipiente é oferecido a dgua para os animais?
. Qual € a origem da agua para hidratacdo dos animais?

. Qual o intervalo de tempo indicado para troca da agua e da comida (caso fiquem

disponiveis)?

Bloco IIT — Outros

18.
19.

20.

21.

25.
26.

28.

Na colonia, existe algum local utilizado para estocagem de alimentos?

Existe a possibilidade de que algum animal erratico ou rato tenham acesso a essas
instalacdes?

Existe a possibilidade de que animais erraticos ou ratos tenham acesso a agua dos
primatas?

Existe uma horta proxima a colonia? Os produtos dessa horta sdo consumidos pela

colonia?

2. Em caso afirmativo para a pergunta anterior, voce saberia a origem da agua utilizada para

a irrigacao da horta?

. Vocé saberia se o solo utilizado para a horta recebe tratamento com fertilizantes?

24,

As roupas utilizadas durante o manejo sdo as mesmas para todas as colonias?
Vocé realiza trabalho em outras colonias?

As visitas a oufras colonias € frequente?

7. Gostaria que fossem disponibilizados materiais informativos sobre a toxoplasmose e o

parasita que a transmite?

Informacédes adicionais e/ou observacdes pertinentes (opcional).
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APENDICE Il - Formulario Il (Responséavel Veterinario)

O
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Laboratério de Toxoplasmose e outras Instituto de Ciéncia e
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Formulario ITT

Inquérito: “Pesquisa de fatores de risco associados a infecciio por Toxoplasma gondii na
coldnia Saimiri spp.”

Este inquérito possui carater andénimo. que tem por objetivo a producio de uma dissertacdo de
Mestrado em Medicina Tropical do Instituto Oswaldo Cruz. Fiocruz.

A intencéo desta entrevista € obter informacées necessarias para correlaciona-las e entender se

existem indicativos de possiveis riscos referentes ao local, habitos dos animais. alimentagdo ou

manejo que levem & infeccdo pelo protozodrio Toxoplasma gondii.

Bloco I — Conhecimento sobre a estrutura da colonia

1. O que esta proximo da area da colénia?

=

Qual a topografia do local?

L¥¥]

Qual a distancia entre uma colénia e outra?

4. Existe comunicagdo entre as colénias?

5. Qual origem dos animais da colénia?

6. Qual o niimero de recintos da colénia?

7. Quantos animais por recinto?

8. Qual a temperatura e umidade (condi¢des climaticas) predominante dos recintos?
9. Qual a origem da agua potavel da colénia?

10. Essa agua recebe algum tratamento especifico antes de ser disponibilizada para uso?

11. Aonde ficam localizados os recipientes que comportam essa dgua?

12. Algum animal erratico pode ter acesso a esse local?

13. No caso de utilizarem bebedouros, qual o tipo? (cimento. madeira. pneu. ausente, outro.
nao aplicavel)

14. Como € oferecida a comida? (comedouros dentro das instalacdes, comedouros fora das
instalagdes, diretamente no solo, néo € oferecido comida, outros. ...)

15. No caso da utilizagdo de comedouros. qual o material destes? (cimento. madeira. pneu.
ausente, outro. nao aplicavel)

16. Como & feita a entrega de alimentos, medicamentos, etc para as coldénias pelos

fornecedores?

75



Ministério da Sadde

50
SIS
FIOCRUZ 209
Fundagao Oswaldo Cruz -

&I
l‘;’( <
(-

Instituto Oswaldo Cruz i o
Laboratério de Toxoplasmose e outras Instituto de Ciéncia e

Protozooses Tecnologia em Biomodelos c A P E S

Bloco IT — Atividades médico-veterinarias

17

18.

19.
20.
21.
22.
23.

. Em caso de doenca sem diagnostico clinico confirmado. esses animais ficam em locais
separados dos animais saudaveis?

Nos procedimentos veterinarios realizados. o lixo gerado que € produzido é armazenado
em algum local na coldnia antes de ser coletado e levado para o descarte?

Algum animal da coldnia ja foi diagnosticado com toxoplasmose?

Ja houve alguma suspeita clinica de toxoplasmose na colonia?

Se a resposta a pergunta anterior for afirmativa, quais procedimentos foram adotados?
O que ¢ feito para a prevencio dessa doenca na colonia?

Em caso de eutanasia ou morte natural. qual o destino da carcaca?

Bloco IIT - Outros

24

25,
26.
27.
28.

20.
30.
31
32.

34.

. As roupas utilizadas durante o manejo sdo as mesmas para todas as colonias?

Vocé realiza trabalho em outras colonias?

Proximo existe uma horta que fornece algum produto para a colonia?

Voceé saberia qual a procedéncia da agua utilizada para irrigar a horta?

Materiais médicos, medicamentos e outros instrumentos de uso profissional sdo
compartilhados entre as colonias?

As visitas a outras colonias € frequente?

E feito algum controle na populagio de ratos na colénia?

Em caso positivo, qual o tipo de confrole € aplicado para a populacéo de ratos?

Ha Pessoas que circulam nas dependéncias da colonia que nao os funcionarios (visifantes.
fornecedores)?

. Gostaria que fossem disponibilizados materiais informativos sobre a toxoplasmose e o
parasita que a transmite?

Informacdes adicionais e/ou observagdes pertinentes (existe rede de esgoto proximo as

estruturas fisicas da colonia. ...).
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APENDICE IV - Roteiro de Identificacdo de Riscos

\’.') e
Ministério da Satide PO
"‘(\ - U
FIOCRUZ i)‘('
Fundagio Oswaldo Cruz N
Instituto Oswaldo Cruz

Laboratério de Toxoplasmose e outras Instituto de Ciéncia e
Protozooses s Tecnologia em Biomodelos CAPES

ROTEIRO DE IDENTIFICACAO DE RISCOS

Sim Niao
Ambiente
Presenca de gatos X
Presenca de aves X
Presenca de roedores X
Presenca de insetos X
Tratamento da dgua X
Recinto proximo a rede de esgoto X
Limpeza de recintos X
Limpeza de caixas d'agua X
Compartilhamento de materiais entre colénias X
Medidas de prevencio contra roedores X
Possibilidade de interacdo entre primatas e animais em vida livre X
Manejo alimentar
Frutas e vegetais sdo higienizados X
Origem de frutas e vegetais conhecida X
Comida fica exposta no ambiente X
Carne na dieta X
Manejo animal
Suspeita de toxoplasmose passada (ha mais de cinco anos) X
Suspeita de toxoplasmose recente X
Diagnéstico de toxoplasmose X
Local de isolamento de animais doentes X

s
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ANEXO | - LICENCA CEUA/FIOCRUZ

11794/08, mmmommﬁ'ﬁp
Brasilewra de Ciéncia em Animais de

Informamos que todos os “

previamente para tubercuiose ¢ 08 W“ ’

Etca no Uso de Anemass da Fioona © surgimento de animeis
Esta icenca tem vaiciade st 26/02/2020 @ inchl © us

Macaca mulatia i
- 163 machos. &
- 335 fémeas.

Macaca fascicularis
- 10 machos.
- 39 fémeas

Saimiri sciureus
- 91 machos.
- 145 fémeas

Saimiri ustus
- 10 machos.
- 04 fémeas.




ANEXO Il — Protocolo de Submissao CEP/IOC

IOC FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - R orme

FIOCRUZ/I0C

Iristiruna Ohvw akba Crus

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Pesquisa da infec¢do por Toxoplasma gondii e de fatores de risco associados na
colénia de Saimiri spp.

Pesquisador: Maria Regina Reis Amendoeira

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 02130918.9.0000.5248

Instituicdo Proponente: FUNDACAQO OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 3.044.468

Apresentacéao do Projeto:

Os primatas ndo humanos do nove mundo Saimiri spp. demonstram uma grande suscetibilidade ao
Toxoplasma gondii (T. gondii) e a ocorréncia da infeccdo toxoplasmica dentro de uma colénia é muito
preocupante devido a possibilidade de surto. A alta mortalidade que a toxoplasmose causa nesses animais,
pode dizimar toda uma populag¢do que é utilizada em diversos projetos de pesquisa. Levando em
consideracdo o acima exposto, pretende-se realizar um estudo transversal observacional descritivo com o
objetivo de produzir um levantamento sorolégico para verificar a ocorréncia da infecgdo por T.gondii em
primatas neotropicais do género Saimiri sp. da coldnia de primatas do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em
Biomodelos (ICTB) da Fundacéo Oswaldo Cruz (Fiocruz), na cidade do Rio de Janeiro/RJ, Brasil,
detectando anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
e pela técnica de aglutinacdo modificada (MAT). E analisar por meio dos dados obtidos com a entrevista dos
funcionarios da colonia, a presenca de possiveis fatores de risco associados a infecgdo. Com este estudo,
espera-se obter dados sobre a situacdo epidemioclégica atual da coldnia de Saimiri spp do ICTB. que
permitam melhorar o manejo, possibilitando assim que haja a reducdo dos fatores de risco, na expectativa
da prevencao da toxoplasmose no plantel de primatas da Fiocruz.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo da Pesquisa:

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expanséo)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc fiocruz.br

Péagina 01 de 05
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I0C

Inwtruns Cwvw sbda Cras

FUNDACAO OSWALDO CRUZ -
FIOCRUZ/IOC

Continuacdo do Parecer: 3.044 468

Consideragées Finais a critério do CEP:
Diante do exposto, em sua 244a Reunido Ordinaria, realizada em 13.11.2018, o Comité de Etica em

Rgrad ™

Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), de acordo com as atribuicdes definidas na Res.
CNS 466/12 decidiu sobre a APROVACAO, deste protocolo de Pesquisa dentro dos moldes apresentados.

Informamos que ha necessidade de apresentar Relatorios semestrais ao CEP sobre o desenvolvimento do

Projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 31/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1243947 .pdf 16:07:39
Outros termoconf.pdf 29/10/2018 [Maria Regina Reis Aceito
16:13:35 | Amendoeira

Outros termoanuencia.pdf 29/10/2018 |Maria Regina Reis Aceito
16:12:58 | Amendoeira

Outros QuestionariolnqueritoRespveterinario.pd| 29/10/2018 [Maria Regina Reis Aceito

f 16:11:05 | Amendoeira

Outros QuestionariolnqueritoManejalimentar.pdf| 29/10/2018 |Maria Regina Reis Aceito
16:10:37 | Amendoeira

Outros QuestionariolnqueritoApoiotecnico.pdf 29/10/2018 [Maria Regina Reis Aceito
16:10:04 | Amendoeira

TCLE / Termos de |TCLE.pdf 29/10/2018 [Maria Regina Reis Aceito

Assentimento / 16:07:23 |Amendoeira

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |projetomestradoPrimatas.pdf 29/10/2018 |Maria Regina Reis Aceito

Brochura 16:06:45 |Amendoeira

Investigador

Cronograma Cronograma.docx 29/10/2018 |Maria Regina Reis Aceito
16:04:18 | Amendoeira

Folha de Rosto Folhaderostoassinada.pdf 29/10/2018 [Maria Regina Reis Aceito
16:03:40 |Amendoeira

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Enderego:
Bairro: Manguinhos
UF: RJ

Telefone:

Muni
(21)3882-9011

Av_ Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expansdo)

CEP: 21.040-360
RIO DE JANEIRO
Fax: (21)2561-4815

cipio:
E-mail:

cepfiocruz@ioc fiocruz.br
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ANEXO Ill - Comprovante de Cadastro no SisGen

Ministériq do Meio Ambie.:nte .
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? AEEF597

A atividade de acesso ao Patrimdnio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos

Numero do cadastro: AEEF597

Usuario: Fiocruz

CPFICNPJ: 33.781.055/0001-35
Objeto do Acesso: Patriménio Genético
Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie

Saimiri sciureus
Saimiri ustus

Titulo da Atividade- Identificagdo de fatores de risco para infec¢do por Toxoplasma gondii em
primatas ndo humanos neotropicais Saimiri spp. no ICTB Fiocruz, RJ, Brasil

Equipe

Maria Regina Reis Amendoeira Fiocruz

Carolina Andrade de Oliveira Fiocruz

Thalita de Abreu Pissinatti Fiocruz

Marcelo Leitdo de Vasconcellos Fiocruz

lgor Falco Arruda Fiocruz

Data do Cadastro: 22/11/2019 13:01:33

Situac&o do Cadastro- Concluido

Conselho de Gestédo do Patrimadnio Genético
Situacéo cadastral conforme consulta ao SisGen em 16:26 de 10/12/2019.

\NYAYS SISTEMA NACIONAL DE GESTAO
DO PATRIMONIO GENETICO
W E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
IANIAN ASSOCIADO - SISGEN



ANEXO IV — Autorizagédo SisBio

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

82

Numero: 73425-1 | Data da Emissdo: 09/12/2019 18:33:18 Data da Revalidagao®: 09/12/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagio tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagio do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

MNome: Carolina Andrade de Oliveira | CPF: 122.813.057-40

Titulo do Projeto: Identificacdo de fatores de risco para infeccdo por Toxoplasma gondii em primatas n@o humanos neotropicais Saimiri
spp. no ICTE Fiocruz, RJ, Brasil

Nome da Instituicdo: Fundacdo Oswaldo Cruz |CNPJ: 33.781.055/0001-35

Cronograma de atividades

# |Descrigio da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)
1 |Realizacdo de testes sorologicos 12/2019 1212019
2 | Aplicacdo de entrevista aos funcionarios da coldnia de Saimiri spp. do ICTB 12/2019 1212019
3 | Visitacdo a colénia para identificacdo de fatores de risco segundo roteiro e 11/2019 11/2019
folos

Observacoes e ressalvas

1 Esta autorizagio NAD exime o pesquisador titular & os membros de sua equipe da idade de obter as ias previ: em outros os |legais. bem como do

consentimento do responsével pela area. plblica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do drgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagio
estadual, distrital ou municipal. ou do proprietario, arrendatério, posseiro ou morador de drea dentro dos limites de unidade de conservagio federal cujo processo de regularizagio

fundiinia encontra-se em curso.

2 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERUA(‘::\O. © pesquisador titular desta autorizagio deverd a ini o0 da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das
expediges, as condigies para realizagio das coletas e de uso da infraestrutura da unidade

3 | O titular de auterizag3o ou de licenga permanente, assim come os membros de sua equipe, quands da violag3o da legislagio vigente, ou quando da inadequagie, omissie ou
falsa descrigio de informagdes que subsidi a digio do ato, podera, mediante decisio motivada, ter a autorizagio ou licenga suspensa ou revogada pelo

ICMBic, nos termos da legislagio brasileira em vigor.

4 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Mormativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugdo Nomativa ICMBio n® 10/2010, no que especifica esta
Autorizagdo. ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material bioldgico coletade devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no

Ambito do ensino superior.

5 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territdrio nacional, que impliquem o deslocamenta de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minersis, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presents e passada, cbtidos por meio de recursos e téenicas que se

destinem ao estudo, & difusio ou a pesquisa, estio sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

8 | O titular de licenga ou autorizagio & os membros da sua equipe dever3o optar por métodos de coleta i os de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo

taxcndmico de interesse, evitando a morte ou dano significative a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabili de Ses do grupo

taxondmico de interesse em condigdo in situ

T Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagie que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacicnal, na plataforma continental e

na zana econdmica exclusiva, ou a0 conheciments tradicional iado a0 patriménio gendtica, para fins de isa cientifica, bioprospecgio & desenvalvimento tecnolsgico. Veja

maiores informagdies em www.mma.gov. bricgen.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Afravés do codigo de auleniticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagdo: 0734250120191209 Pagina 1/3



