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Alves, LC. Ocorréncia da infeccdo por Toxoplasma gondii em Gallus gallus
domesticus criados extensivamente para 0 consumo humano no municipio de
Rio Bonito, Rio de Janeiro, Brasil. Rio de Janeiro, 2009, 84f. Dissertacao
[Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto de Pesquisa
Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

As galinhas de criacdes extensivas sdo hospedeiros indicadores da contaminagéo
ambiental por oocistos de Toxoplasma gondii, pois se alimentam no solo. No Rio de
Janeiro, hé relatos de alta prevaléncia de toxoplasmose em humanos, porém ndo ha
estudos na regido das Baixadas Litoraneas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi realizar o levantamento da ocorréncia da infeccdo por T. gondii em galinhas
domésticas criadas extensivamente para o consumo humano no municipio do Rio
Bonito, Rio de Janeiro, Brasil. Com essa finalidade, foi realizada a pesquisa de
anticorpos anti-T. gondii por meio de exame sorologico e também do parasito em
tecidos dessas aves utilizando-se a técnica de bioensaio em camundongos. Para
realizacdo dos exames soroldgicos foram utilizadas 234 galinhas provenientes de 24
criagbes extensivas de cinco bairros de Rio Bonito: Praga Cruzeiro, Cachoeira dos
Bagres, Nova Cidade, Prainha e Boa Esperanca. Amostras de sangue dessas aves
foram coletadas para a realizacdo de reagcdo de imunoflurescéncia indireta (RIFI)
para deteccdo de anticorpos anti-T. gondii. Além disso, os proprietarios de cada
criagdo responderam um questionario epidemioldgico para estudo de associagfes
entre variaveis e a infeccéo por T. gondii em galinhas pelo teste T, adotando p<0,05.
Foi encontrada uma prevaléncia de 25,9% de soro-reagentes para Toxoplasma
gondii em galinhas. As frequéncias encontradas nos bairros pelo teste T (p<0.05)
foram: 34,1% (15,5-52,6%) em Prainha; 23,8% (4,3-43,4%) em Nova Cidade; 23,8%
(0-47,8%) em Cachoeira dos Bagres; 21,7% (0-47,2%) em Praca Cruzeiro e 14,3%
(0-51,4%) em Boa Esperanca. Os resultados dos exames e orientagbes sobre
medidas preventivas foram passados aos proprietarios. Houve associacao
significante da presenca de roedores e alimentacdo de gatos com visceras cruas ou
mal cozidas de galinhas com a positividade da RIFI para anticorpos IgG anti-T.
gondii em galinhas pelo teste T. Uma outra amostra de trinta galinhas foi
selecionada aleatoriamente nos bairros estudados para comparar a RIFI em relacéo
ao bioensaio em camundongos. Amostras de sangue foram coletadas para
realizacdo da RIFI e em seguida, as galinhas foram submetidas a eutanasia. Durante
a necropsia, foram coletados cérebro, coracdo e musculatura da coxa para preparo
de suspensdao e inoculacdo em camundongos. O parasito T. gondii foi isolado de oito
galinhas com sorologia positiva e um nao-reagente pela RIFI. Os resultados obtidos
pela RIFI e bioensaio em camundongos indicam a contaminagdo ambiental na
regido e a possibilidade de infeccdo em humanos, caso a carne dessas aves seja
ingerida crua ou mal cozida. A técnica de RIFI apresentou baixa sensibilidade e
especificidade e valor kappa moderado (0,416) na amostra estudada, porém um
namero maior de amostras € necessario para confirmar esses resultados.

Palavras-chave: 1. Toxoplasma gondii. 2. Galinhas. 3. Bioensaio em camundongos.
4. Reacgao de imunofluorescéncia indireta. 5. Epidemiologia.



Alves, LC. Occurrence of Toxoplasma gondii infection in Gallus gallus
domesticus in free-range chickens for human consumption in county of Rio
Bonito, Rio de Janeiro, Brazil. Rio de Janeiro, 2009, 84p. Dissertation [Master
degree in Clinical Research in Infectious Diseases] — Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas.

ABSTRACT

Free-range chickens are good indicators of environmental contamination by
Toxoplasma gondii because they feed from the ground. Studies in Rio de Janeiro
reported high prevalences of toxoplasmosis in humans, but there aren’t informations
about the region of Baixadas Litoraneas. The aim of survey was to investigate the
occurrence of Toxoplasma gondii infection in free-range chickens (Gallus gallus
domesticus) for human consumption in the county of Rio Bonito, Rio de Janeiro,
Brazil. Search of antibodies to T. gondii by serology and of the parasite in tissues of
chickens by bioassay in mice was realized. Twenty four breedings from five districts
in Rio Bonito were investigated: Praca Cruzeiro, Cachoeira dos Bagres, Nova
Cidade, Prainha and Boa Esperanca. A total of 234 blood samples was collected
from free-range chickens and antibodies to T. gondii were assayed by Indirect
fluorescent antibody test (IFAT). The owners answered a questionnaire. Statistical
association between the serologic status and several variables were analyzed by T
test, adopting p<0,05. The T. gondii seropositivity found in chickens was 25.9%. The
frequencies found by T test in districts were: 34.1% (15.5-52.6%) in Prainha; 23.8%
(4.3-43.4%) in Nova Cidade; 23.8% (0-47.8%) in Cachoeira dos Bagres; 21.7% (O-
47.2%) in Praca Cruzeiro and 14.3% (0-51.4%) in Boa Esperanca. Owners received
results of tests and information about preventive measures.The significant
association was observed between presence of rodents and feeding of cats with raw
or undercooked visceras of chickens with seropositivity in chickens by T test. For
comparison of IFAT and bioassay in mice, a other sample of 30 free-range chickens
were randomly selected in districts studied. Blood samples of each chicken were
collected and then euthanasia was performed. During the necropsy, brain, heart and
leg muscle were collected, pooled and bioassayed in mice. The parasite T. gondii
was isolated from eight seropositive chickens and one nonreactive by IFAT. The
results obtained by IFAT and bioassay in mice suggest environment contamination in
studied region and the possibility of human infection by eating raw or undercooked
meat of chickens. Sensitivity and specificity of IFAT were low and the agreement
was moderate (kappa= 0.416), but more samples are necessary to confirm this
results.

Keywords: 1. Toxoplasma gondii. 2. Chickens. 3. Bioassay in mice. 4. Indirect
fluorescent antibody test. 5. Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

1.1 TOXOPLASMOSE

A toxoplasmose € uma zoonose causada pelo protozoario Toxoplasma gondii
gue acomete mamiferos e aves. Essa doenca possui importancia em Saude Publica
por ser cosmopolita, acometer fetos e criangas pequenas, apresentar-se como
infeccdo oportunista em casos de imunossupressao e por causar impactos
econdmicos na producdo animal, principalmente devido as perdas por morte e
aborto (Millar et al. 2008, Fialho et al. 2009).

1.2 HISTORICO

Nicolle e Manceaux relataram, em 1908, a presenca de um protozoario no tecido
de uma espécie de roedor africano (Ctenodactylus gondi) utilizado na pesquisa de
leishmaniose no Instituto Pasteur na Tunisia, classificando-o como género
Leishmania. Ainda no mesmo ano, no Brasil, Splendore isolou 0 mesmo parasito a
partir de um coelho e o classificou no mesmo género que 0s primeiros autores. No
ano seguinte, esses perceberam que se tratava de uma nova espécie, visto que nao
apresentava a organela caracteristica dos tripanossomatideos, o cinetoplasto, e
classificaram-na como Toxoplasma gondii (Nicolle; Manceaux 2009, Splendore
2009a,b).

Janku (1923 apud Amendoeira et al. 1999) descreveu o0 primeiro caso humano

de infeccdo por T. gondii em uma crianga que apresentava hidrocefalia, microftalmia



e presenca de parasitos num dos globos oculares, na Tchecoslovaquia. No Brasil, o
primeiro caso foi relatado por Torres (1927 apud Amendoeira et al. 1999) que
encontrou, post-mortem, o coccideo no cérebro e em varios 6rgdos de uma criancga.

Posteriormente, o Toxoplasma passou a receber denominacdes de acordo com
a espécie animal em que era encontrado tais como, T. avium, T. cuniculae, T.
caviae, T. hominis, mas posteriormente chegaram a conclusao de que se tratava de
uma Uunica espécie: Toxoplasma gondii (Reis; Nobbrega 1936). Com o
desenvolvimento do teste do corante por Sabin e Feldman (1948), o qual possui
grande sensibilidade e especificidade em humanos, houve um incremento nos
estudos epidemioldgicos sobre a incidéncia de infec¢do (Dubey 2008).

Durante a década de 1960, foram relatados a evidéncia epidemiolégica da
transmissao da doenca por ingestdo de carne crua ou mal cozida e a hip6tese e o
reconhecimento da funcdo epidemiolégica do gato na transmissdo da doenca
(Desmonts et al. 1965 apud Dubey 2008, Hutchison 1965, Wallace 1969, Munday
1972).

Nas décadas de 1980 e 1990 foram desenvolvidos métodos para identificacéo
de diferencas genéticas entre isolados de T. gondii provenientes do homem e
animais (Dubey 2008). Esses podem ser infectados pelos trés tipos de linhagens de
T. gondii: I, 1l e lll, com uma maior frequiéncia em humanos das linhagens | e Il e em
animais, pelas linhagens 1l e Ill. Esses tipos variam quanto a viruléncia nos
camundongos heterozigotos, havendo uma maior viruléncia da linhagem | em
comparacdo as outras (Howe; Sibley 1995, Dubey et al. 2002, 2004a, 2005a).
Recentemente, foi realizado um estudo sobre diversidade genética de isolados de T.
gondii oriundos de galinhas em que foi demonstrada a presenca das linhagens tipos
I e Ill no Brasil (Dubey et al. 2008a).

A toxoplasmose em galinhas foi pela primeira vez descrita por Hepding (1939)
apud Millar (2008) na Alemanha, enquanto no Brasil, foi relatada por N6brega et al.
(1955).



1.3 AGENTE ETIOLOGICO: MORFOLOGIA, CICLO E EPIDEMIOLOGIA

Com relacao a Sistematica, o protozoario Toxoplasma gondii pertence ao Filo
Apicomplexa Levine, 1970, a Classe Sporozoea Leuckart, 1879, a Sub-classe
Coccidia Leuckart, 1879, a Ordem Eucoccidiida Léger & Duboscq, 1910, a
Subordem Eimeriina Léger, 1911 e a Familia Sarcocystidae Poche, 1913, Subfamilia
Toxoplasmatinae Biocca, 1957 (Tenter; Johnson 1997).

Seu ciclo é heteroxeno facultativo. Existem trés estagios infectantes para os
hospedeiros definitivos (felideos) e intermediarios (demais mamiferos e aves): 0s
taquizoitas, que possuem forma alongada, ligeiramente arqueada, estando
presentes em células nucleadas e liquidos corporais e que se caracterizam pela
reproducdo por endogenia no interior do vacuolo parasitéforo, formando com a
célula hospedeira o grupo tecidual; os bradizoitas, de morfologia similar, diferindo-se
do primeiro pela reproducéo lenta dentro dos cistos teciduais que também ocorre por
endogenia e oocistos, formas imaturas e ndo esporuladas, as quais sdo produzidas
no epitélio intestinal dos felideos e eliminadas nas fezes desses no meio ambiente
(Amendoeira et al. 1999, Tenter et al. 2000).

O ciclo consiste de duas fases: assexuada (extra-epitelial) e sexuada (entero-
epitelial). Ambas as fases ocorrem nos hospedeiros definitivos, enquanto somente a
fase assexuada ocorre nos hospedeiros intermediérios. Os hospedeiros definitivos
se infectam por ingestdo das formas infectantes que penetram ativamente no epitélio
intestinal, onde ocorre a reproducdo assexuada. Em seguida, a diferenciacdo de
alguns esquizontes em gamontes resulta na producdo de macrogametas e
microgametas que copulam gerando o zigoto, que dard origem aos oocistos, 0S
guais rompem as células epiteliais e sdo eliminados nas fezes (Moura et al. 2009).

Durante a primoinfeccdo, os taquizoitas, formas proliferativas do protozoario e
responsaveis pela fase aguda da infeccdo, multiplicam-se rapidamente no interior
das células, destruindo-as. Com o surgimento da resposta imune, a fase de
multiplicacé@o torna-se mais lenta, e os taquizoitas se transformam em bradizoitas no
interior da célula. Esse processo de multiplicacdo implica na perda da estrutura da

célula com formacéo de cistos teciduais. Ademais, é possivel haver o rompimento



dos cistos, com liberacdo dos bradizoitas, o que pode gerar, em individuos
imunocomprometidos, a transformacdo em taquizoitas e consequentemente, a
reagudizacdo da doenca. Os cistos teciduais localizam-se predominantemente no
sistema nervoso central, olhos e musculaturas estriada esquelética e cardiaca.
(Tenter et al. 2000, Hill et al. 2005, Dubey 2008).

Os hospedeiros definitivos se infectam por ingestdo de oocistos esporulados a
partir do meio ambiente ou por ingestdo de cistos teciduais de hospedeiros
intermediarios (Tenter et al. 2000).

A forma de infeccdo varia entre os hospedeiros intermediarios. A transmisséo
pode ocorrer de forma vertical, por ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo
cistos, ingestdo de ovo cru ou leite ndo pasteurizado contendo taquizoitas,
manipulacdo de carnes infectadas com cistos, ingestao de oocistos eliminados nas
fezes de felideos contaminando agua e alimentos crus e transfusdo ou transplante
de Orgdos provenientes de pessoas infectadas com taquizoitas (Jacobs; Melton
1966, Amendoeira et al. 1999, Tenter et al. 2000, Mainardi et al. 2003, Sundar et al.
2007, Derouin; Pelloux 2008). Os animais domeésticos ou silvestres podem se
infectar por ingestdo de oocistos esporulados presentes no solo, nas pastagens e
feno contaminados, e consequentemente desenvolvem cistos teciduais que seréo
infectantes para os carnivoros, inclusive para os hospedeiros definitivos, os felideos.
No ambiente, oocistos sao distribuidos por meio do vento, chuva e superficie de
agua ou forragem. Também podem ser disseminados por meio de minhocas,
invertebrados coprofagos, tais como moscas e baratas, ou esterco. Palha e cereais
também podem ser contaminados com fezes de gatos (Wallace 1973, Hill et al.
2005, Tenter et al. 2000, Millar et al. 2008, Tenter 2009).



1.4 TOXOPLASMOSE HUMANA

Estima-se que cerca de 20 a 90% da populacdo mundial humana adulta esteja
infectada por T. gondii, havendo infeccdo assintomatica na maioria dos casos
(Galvan-Ramirez et al. 1998, Hill et al. 2005).

A toxoplasmose pode ser congénita ou adquirida. Na forma congénita, a
possibilidade de transmisséo € baixa e a doenc¢a grave quando a infec¢do ocorre no
primeiro semestre de gesta¢do, enquanto a possibilidade de transmissédo € alta e a
doenca mais branda no ultimo semestre de gestacdo. Quando a infeccdo materna
ocorre meses ou anos antes da gestacao, a possibilidade de transmissdo materno-
fetal é rara (Watson 1972, Wong; Remington 1994), excecfes podem ser notadas
em mulheres imunocomprometidas com lupus eritematoso sistémico ou sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (Tenter et al. 2000). Nos casos de primoinfec¢céo durante
a gestacao, o parasito pode se disseminar por via transplacentaria causando morte
fetal e abortamento. Casos de retardo do desenvolvimento fisico e mental nas
criancas sobreviventes sao frequentes. A toxoplasmose congénita pode causar
retinocoroidite, calcificagbes cerebrais, hidrocefalia ou microcefalia, além de
manifestacdes neuroldgicas entre as quais perturbacdes psicomotoras e convulsées
generalizadas. Podem também estar presentes uma ampla variedade de sintomas
ndo especificos tais como esplenomegalia, hepatomegalia, febre, anemia e
linfadenopatia (Tenter et al. 2000, Hill et al. 2005, Dubey; Jones 2008).

Estudos no estado do Rio de Janeiro tém demonstrado altas soroprevaléncias
da infeccdo em humanos. Em pacientes gravidas atendidas no municipio de
Miracema, entre os anos de 2003 e 2006, foi encontrada uma soroprevaléncia de
75,1% de toxoplasmose (Silva 2008). Em outro estudo soroepidemiolégico realizado
entre outubro de 1994 e novembro de 1996 em pacientes gravidas do ambulatério
do Instituto Fernandes Figueira provenientes de areas da cidade do Rio de Janeiro e
adjacéncias, foi encontrada uma soropositividade de 73,4% na cidade do Rio de
Janeiro e 68,8% nas areas periféricas. Além disso, 0 estudo demonstrou um risco
relativo de 1,65 relacionado a infeccdo por meio da ingestdo de carne crua ou mal

cozida (Ferreira et al. 1997).



A forma adquirida pode se manifestar de diferentes formas em individuos
imunocompetentes e imunocomprometidos. Em imunocompetentes, a infeccdo pode
ser assintomatica ou oligossintomatica (Amendoeira et al. 1999). As adenopatias
sdo comumente encontradas, principalmente na regidao cervical acompanhadas ou
nao de febre. Também podem ocorrer retinocoroidite e formas graves com presenca
inicial de exantema macropapular, febre, mal-estar, dores musculares e articulares
seguidos de prostracdo, hepatite, esplenite, miocardite, meningite, encefalomielite e
morte (Amendoeira et al. 1999, Hill et al. 2005, Tenter et al. 2000).

A encefalite acomete com frequéncia os imunocomprometidos, que podem
apresentar como manifestacdes clinicas dor de cabeca, desorientacdo, sonoléncia,
hemiparesia, alteracdes nos reflexos, convulsbes e coma (Hill et al. 2005). Em
pacientes com infeccdo por HIV, as manifestac6es neuroldgicas ocorrem em 40 a
70% dos casos, com presenca de alteracbes anatomopatolégicas post-mortem em
até 90% deles (Puccioni-Sohler et al. 1991).

Com o numero crescente de casos de AIDS (sindrome da imunodeficiéncia
adquirida), aumentou também o numero de casos de encefalite causada pela
toxoplasmose, devido principalmente a reativacdo dos cistos no sistema nervoso
central (Chimelli et al. 1992, Dannemann et al. 1992). No Brasil, T. gondii € o
principal causador de lesdes focais cerebrais e o terceiro patdgeno mais comumente
relacionado com complicacdes associadas ao virus da imunodeficiéncia adquirida
(Colombo et al. 2005). Além disso, foi constatada uma prevaléncia de 17,7% de
lesBes oculares por toxoplasmose adquirida na regido Sul considerada superior a de
outros paises (Glasner et al. 1992, Dubey; Jones 2008).

Ferreira et al. (2008) investigaram as caracteristicas genéticas das linhagens de
T. gondii em amostras de sangue e liquor de pacientes com toxoplasmose cerebral e
AIDS em Sao Paulo. Nesse estudo, encontraram os tipos I, Il (considerado incomum
na América do Sul) e Ill e amostras com alelos tipo | ou Il, linhagens polimorficas
(gendtipo incomum) e outras ndo identificadas por nenhum dos marcadores. Os
resultados sugeriram alta frequiéncia de polimorfismo genético nas linhagens de T.
gondii estudadas.

Khan et al. (2006) estudaram a estrutura da populacéo de T. gondii em amostras
de soro de humanos. Eles encontraram os trés tipos de linhagens clonais (I, Il e lll) e
combinacOes diferentes de alelos vistos nos trés tipos clonais, concluindo que

genotipos divergentes ou Unicos contribuem para diferentes desfechos clinicos de



toxoplasmose em diferentes locais e que linhagens brasileiras podem sofrer
recombinacdes genéticas mais frequentes com formacao de gendtipos mistos. Além

disso, esses genadtipos divergiram dos encontrados na América do Norte e Europa.

1.5 TOXOPLASMOSE EM ANIMAIS DOMESTICOS

Em cées, embora a toxoplamose clinica seja rara, pode causar sinais
neuromusculares, estando freqientemente associada Iimunossupressao e a
cinomose (Dubey 2005). Moretti et al. (2002) relataram quatro casos de
toxoplasmose em cdaes, dos quais trés estavam co-infectados com o virus da
cinomose. A suspeita de toxoplasmose foi baseada na anamnese e nos sinais
clinicos (linfadenopatia, esplenomegalia, pneumonia, sintomas neurologicos e
secrecdo ocular purulenta) e confirmada por meio da realizacdo da reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e isolamento de T. gondii por meio de bioensaio
em camundongos realizado a partir dos pulmdes de dois caes que tiveram indicacéo
para eutanasia. Anticorpos para T. gondii foram encontrados em 40,9% e 33,1% dos
cdes estudados em Minas Gerais e Sao Paulo, respectivamente (Brandao et al.
2006, Langoni et al. 2006).

Gatos geralmente apresentam infec¢do assintomatica e raramente apresentam
sinais como depressédo, anorexia e morte subita. A pneumonia é considerada a mais
importante manifestacdo clinica, porém, hepatite, necrose pancreatica, miosite,
miocardite, uveite e encefalite podem ocorrer. Ademais, a toxoplasmose clinica
acomete de forma mais severa os filhotes de gatos (Dubey; Jones 2008). Dubey et
al. (2004b) relataram uma soroprevaléncia de 84,4% em gatos domeésticos no
Parana.

Nos animais de producdo, a toxoplasmose € responsavel por impactos
econbmicos (Millar et al. 2008). Em ovinos e caprinos pode causar morte
embrionaria e reabsor¢cdo, morte fetal e mumificacdo, aborto, natimortos, morte

neonatal (Tenter et al. 2000, Dubey; Jones 2008). Em S&o Paulo, foi descrita uma



soroprevaléncia de 14,5% em caprinos e demonstrada a possibilidade de infeccéo
humana por ingestao do leite in natura (Mainardi et al. 2003).

Em suinos, séo relatadas pneumonia, miocardite, encefalite e necrose
placentéria (Hill et al. 2005). No Brasil, foi descrita uma prevaléncia de 17% de
anticorpos anti-T. gondii em suinos em Sao Paulo (dos Santos et al. 2005). Bovinos
e equinos sao considerados hospedeiros mais resistentes a toxoplasmose clinica
(Dubey; Jones 2008). Entretanto, foram encontrados diferentes titulos de anticorpos
(14,8% e 71%) no gado leiteiro estudado no Rio de Janeiro (Santos et al. 2009,
Albuquerque et al. 2005, Hill et al. 2005). Apesar de Dubey et al. (1999) afirmarem
gue ndo ha evidéncia clinica da toxoplasmose em equinos, outros autores relataram
a ocorréncia de aborto, manifestacfes neurolédgicas e oculares (Macruz et al 1975,
Turner; Savva, 1990, 1991, 1992).

1.6 TOXOPLASMOSE EM GALINHAS

Os felinos domésticos e selvagens, hospedeiros definitivos, eliminam nas
fezes o0s oocistos que, esporulados, tornam-se infectantes e extremamente
resistentes no ambiente, podendo sobreviver no solo por um ano ou mais. As
galinhas criadas extensivamente sdo hospedeiros intermediarios indicadores da
contaminagdo ambiental, ja que se alimentam no solo que pode estar contaminado
com oocistos esporulados, se infectando e desenvolvendo cistos teciduais,
sobretudo em areas endémicas. No entanto, a toxoplasmose clinica em aves é
pouco freqliente e a prevaléncia em galinhas é pouco conhecida. Além disso, sabe-
se que a ingestdo de carne crua ou mal cozida de aves € uma das fontes de
infeccdo para o homem e para outros animais (Acha; Szyfres 1986, Dubey et al.
2006a, Millar et al. 2008, Dabritz; Conrad 2010, Dubey 2010). Ha também relato de
que taquizoitas foram isolados de ovos crus de galinhas infectadas
experimentalmente (Jacobs; Melton 1966).

O Brasil, atualmente, ocupa o terceiro lugar mundial na producéo de frangos,

perdendo apenas para os Estados Unidos e China. S6 entre os meses de janeiro e



maio de 2008, foram produzidos para o mercado interno 2,9 milhdes de toneladas de
carne de frango, alcancando-se um consumo per capita de 38 kg/ano, o que significa
um aumento de 2,5% em relagdo ao ano de 2007 (Associacao Brasileira dos
Produtores e Exportadores de Frango, 2009). Esses dados sao referentes a
avicultura industrial e tecnificada, onde as aves sdo criadas intensivamente, nao
tendo acesso ao solo e portanto, com menor possibilidade das aves adquirirem a
infeccdo por T. gondii, a menos que haja falhas no manejo da higiene da criagao
(Millar 2008). No entanto, tem crescido no Brasil a avicultura familiar. Embora seja
de pequena escala, estima-se que cerca de 80% da populacdo global avicola seja
proveniente desse tipo de avicultura, especialmente nos paises em
desenvolvimento, onde diversas familias do meio rural criam galinhas para sua
subsisténcia (Mack et al. 2005). Na avicultura familiar, as galinhas sao criadas
principalmente de forma extensiva e, portanto, menos estressante. Isso contribui
para que a carne apresente um menor teor de gordura, coloracdo mais avermelhada
e sabor diferenciado e 0s ovos apresentem gemas mais pigmentadas, quando
comparados as galinhas de origem industrial. Essas caracteristicas levam a maior
aceitacdo dos produtos pelos consumidores (Siqueira 2007). Além disso, ha um
aumento da preocupacdo em consumir alimentos sem contaminacdo quimica
(drogas antiparasitarias e promotores de crescimento) e esta preocupa¢do vem se
refletindo num aumento do consumo de aves provenientes de criacbes do tipo
colonial/ caipira ou extensivas (Cardozo; Yamamura 2004), que podem ciscar no
solo e, em conseqUéncia, possuem maior possibilidade de adquirir a infeccéo
toxoplasmica.

Embora a toxoplasmose clinica em aves seja rara, nos Estados Unidos,
Dubey et al. (2007a) relataram casos de toxoplasmose clinica em trés galinhas.
Essas apresentaram sinais neurologicos: torcicolo, dificuldade para se levantar e
decubito lateral. Em uma delas foi diagnosticada, no exame post mortem, uma
encefalite ndo-supurativa com numerosos cistos teciduais e taquizoitas de T. gondii.

Sabe-se também que é dificil a deteccéo direta do oocisto no solo, bem como
encontrar os gatos eliminando oocistos, e por esse motivo, as galinhas sdo usadas
para indicar a contaminacdo do ambiente (Dubey et al. 2007b). Em estudos
realizados em varios paises, a soroprevaléncia de T. gondii em galinhas variou de

6,2% a 100% (Tabela 1). No Brasil, a soroprevaléncia é alta, variando de 10,3% a
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100% (Tabela 2), indicando uma elevada contaminacdo do meio rural com oocistos
do protozoario (de Oliveira et al. 2009).

Adicionalmente, em levantamento realizado nos isolados obtidos de galinhas
de criacbes extensivas nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao, Para,
Pernambuco, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Ronddnia, Rio Grande
do Sul, Sergipe e Sdo Paulo foi observada uma alta diversidade genética, com 58
genodtipos identificados. Foi constatada a existéncia das linhagens dos tipos | e 11l no
Brasil, sendo a primeira considerada rara, e a auséncia da linhagem do tipo Il
(Dubey et al. 2008a). Em contrapartida, na América do Norte e Europa predomina a
linhagem Il (Pena et al. 2008).

Em estudo da estrutura da populacéo de T. gondii e viruléncia desse agente
para 0 camundongo, foi realizada a genotipagem de 125 isolados de T. gondii
provenientes de gatos, cdes e galinhas de diferentes regides do Brasil. Foi
encontrado um total de 48 genoétipos. Quatro genodtipos foram considerados
pertencentes a linhagens clonais do Brasil. Essas linhagens sdo denominadas como
Tipo Brl, Brll, Brlll e BrlV. Baseada na freqiéncia de mortalidade em camundongos
infectados, os isolados tipo Br | sédo virulentos, tipos Br 1l e IV, virulentos

intermediarios e tipo Brlll, ndo virulento (Pena et al. 2008).
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Tabela 1: Frequéncia de toxoplasmose em galinhas domésticas (Gallus gallus
domesticus) provenientes de criacfes extensivas no mundo e métodos de

diagnostico utilizados.

Numero de FreqUéncia de Método
Pais amostras positivos de Referéncia
testadas % diagndstico
Estados Unidos 11 100 MAT Dubey et al. 2007a
118 17 MAT Dubey et al. 2003a
Nicaragua 98 85,7 MAT Dubey et al. 2006b
Guatemala 50 74 MAT Dubey et al. 2005b
Guiana 76 65,8 MAT Dubey et al. 2007¢
Gana 64 64 MAT Dubey et al. 2008b
Chile 85 53,6 MAT Dubey et al. 2006¢
Uganda 85 47,1 MAT Lindstrom et al. 2008
Israel 96 46,9 MAT Dubey et al. 2004c¢
Colémbia 77 44,4 MAT Dubey et al. 2005¢
Argentina 61 41 MAT Dubey et al. 2005d
29 65,5 MAT Dubey et al. 2003b
Egito 121 40,4 MAT Dubey et al. 2003c
108 47,2 MAT El-Massry et al. 2000
Costa Rica 144 40,1 MAT Dubey et al. 2006d
Sri Lanka 100 39 MAT Dubey et al. 2005e
Austria 830 36,3 MAT Dubey et al. 2005f
China 210 34,7 ELISA Zhu et al. 2008
Venezuela 46 32 MAT Dubey et al. 20059
Polbnia 20 30 MAT Dubey et al. 2008b
Ird 203 27,1 RIFI Asgari et al. 2008
45 51,1 LAT Zia-Ali et al. 2007
Portugal 61 27,1 MAT Dubey et al. 2006e
Peru 50 26 MAT Dubey et al. 2004a
Indonésia 98 24,4 MAT Dubey et al. 2008b
Vietnam 330 24,2 MAT Dubey et al. 2008b
india 741 17,9 MAT Sreekumar et al. 2003
Italia 80 12,5 MAT Dubey et al. 2008b
México 208 6,2 MAT Dubey et al. 2004d

MAT: teste de aglutinacdo modificada, RIFI: reacdo de imunofluorescéncia indireta, LAT:

teste de aglutinacdo em latex.
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Tabela 2: Frequéncia de toxoplasmose em galinhas domésticas (Gallus gallus

domesticus) provenientes de criacdes extensivas no Brasil e métodos de diagndstico

utilizados.
Ndmero de A
Freqiéncia de Método de
Estado amostras positivos _ o Referéncia
% diagnostico
testadas
Alagoas 8 100 MAT de Oliveira et al. 2009
Maranhao 20 70 MAT de Oliveira et al. 2009
Ceara 25 68 MAT de Oliveira et al. 2009
Rondénia 50 66 MAT Dubey et al. 2006a
Para 34 59 MAT Dubey et al. 2007b
Minas Gerais 28 53,6 RIFI Brandao et al. 2006
Bahia 20 50 MAT de Oliveira et al. 2009
Pernambuco 20 50 MAT de Oliveira et al. 2009
Rio de Janeiro 230 14,8 ELISA /RIFI Millar 2008
316 47,8 RIFI Bonna et al. 2006
198 65,2 MAT da Silva et al. 2003
Sergipe 12 41,7 MAT de Oliveira et al. 2009
Parana 40 40 MAT Dubey et al. 2003d
155 10,3 RIFI Garcia et al. 2000
Séo Paulo 82 39 MAT Dubey et al. 2002
Rio Grande do 50 38 MAT Dubey et al. 2007b
Sul
Rio Grande do 47 36,2 MAT de Oliveira et al. 2009
Norte

MAT: teste de aglutinacdo modificada, RIFI: reagdo de imunofluorescéncia indireta.
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1.7 DIAGNOSTICO DO Toxoplasma gondii EM GALINHAS

Com relacdo ao diagndstico nas aves, podem ser utilizadas técnicas
moleculares e imunoldgicas, histopatologia, imunohistoquimica e bioensaio.

N&o foram encontrados na literatura estudos comparativos das técnicas de
aglutinagdo modificada (MAT), ELISA (Enzime-Linked Imunno Sorbent Assay), RIFI
e bioensaio em camundongos. Entretanto, estudos comparando diferentes técnicas
de diagndstico para toxoplasmose ja foram realizados em suinos, ovinos e gatos
(Silva; Langoni 2001, Netto et al. 2003, Hill et al. 2006, Garcia et al. 2006).

O bioensaio € uma técnica sensivel e especifica, considerada padrédo ouro no
diagnostico da infeccdo em tecidos (Homan et al. 2000). Ela é capaz de detectar
parasitos viaveis (Yai et al. 2003) e demonstrar a possibilidade de infeccdo humana
por T. gondii (Aspinall et al. 2002), diferente da técnica de reacdo em cadeia
polimerase (PCR) que detecta o DNA do parasito mesmo em tecido mumificado ou
em decomposicdo sem distingui-los, no entanto, entre viaveis e ndo viaveis (Aspinall
et al. 2002, Dubey 2002, Yai et al. 2003, Terra et al. 2004). Por outro lado, o
bioensaio é uma técnica onerosa, demorada e trabalhosa (Esteban-Redondo et al.
1999) e resultados negativos na PCR nao significam necessariamente a auséncia do
parasito, pois fatores como sensibilidade, especificidade, capacidade de detec¢éo do
parasito na presenca de DNA do hospedeiro e qualidade de extracdo do DNA
podem estar envolvidos (Garcia et al. 2006).

Segundo Dubey e Desmonts (1987) e D’Agostino (1994), existem testes
soroldgicos para deteccdo de anticorpos que usam antigenos intactos como a MAT e
a RIFI e outros que usam fragmentos de antigenos, como por exemplo, a técnica de
ELISA e hemaglutinacéo indireta. Dentre os testes sorologicos, a MAT mensura
aglutinacédo de anticorpos IgG, utilizando antigenos integros de T. gondii e dispensa
uso de equipamentos especiais (Dubey; Desmonts 1987, Devada et al. 1998, Garcia
et al. 2000, Dubey 2002, da Silva et al. 2003, Dubey et al. 2006a, Dubey 2010).
Dubey (2010) esta validando essa técnica, utilizando-a mundialmente e considera a
MAT eficiente no diagnostico de toxoplasmose em galinhas.

A RIFI baseia-se na evidenciacdo de anticorpos por soro anti-globulina

conjugado a fluoresceina, a qual é responsavel pela coloracdo da membrana do
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parasita, a partir da diluicdo 1:16 (Amendoeira et al. 1999). Também utiliza antigenos
integros de T. gondii. E uma técnica sensivel e especifica e de facil realizacdo e que
possui como interferentes a subjetividade da leitura, sensibilidade do conjugado,
filtros, objetivas do microscopio e luminosidade (Fialho; Aradjo 2002).

Na técnica de ELISA, o marcador da reacdo imunoldgica € uma molécula de
enzima que pode estar ligada ao antigeno ou ao anticorpo e que se torna visivel com
a formacéo do complexo imune, pois na segunda fase do processo, uma reacao
colorida indica se o teste foi positivo ou negativo (Séanchez et al. 1985, D’Agostino
1994, Uchba 1996).

A técnica de hemaglutinacdo indireta consiste na fixacdo de antigenos
provenientes do rompimento de taquizoitas (utilizando hemacias como suporte). A
reacao entre estes e 0 soro com anticorpos especificos produz a aglutinacéo visivel.
E uma técnica de simples execucéo, resultado rapido e de baixo custo, no entanto,
possui menor indice de positividade do que a técnica de imunofluorescéncia indireta
e podem ocorrer falsos negativos devido a interferéncia de anticorpos IgM
(D’Agostino 1994, Aradjo 1999, Fialho; Araujo 2002). Adicionalmente, ndo € uma
técnica considerada sensivel no diagnoéstico de toxoplasmose em galinhas (Dubey
2010).

Segundo Dubey (2002), a histopatologia apresenta bons resultados, sendo
possivel também fazer um diagnostico preliminar por exame citopatolégico (imprint).
Todavia, ha relato de que o exame histopatologico € limitado pelo fato do protozoario
poder ser confundido com células teciduais (Fayer; Dubey 1985), sendo por isso,
recomendavel que a demonstracdo do protozoario em cortes histolégicos de lesbes
caracteristicas seja auxiliada pelo isolamento dos organismos por inoculagdo em

camundongos ou pela técnica de imunohistoquimica (Jones et al. 2000).
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1.8 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DO Toxoplasma gondii EM
GALINHAS

O protozoario T. gondii deve ser diferenciado dos coccidios Sarcocystis e
Neospora caninum em galinhas.

O protozoario Sarcocystis spp. pode causar doenca generalizada
principalmente em passeriformes e psitacideos, sendo a pneumonia, o achado mais
comum. Em galinhas, Sarcocystis spp. ja foi associada a uma encefalite necrotizante
e o diagnéstico confirmado por imunohistoquimica e exame da ultra-estrutura do
parasito (Mutalib et al. 1995). O parasito possui uma forma de esquizogonia em que
se torna multilobulado com consequente formacdo de quatro ou mais merozoitos,
enguanto T. gondii se divide em dois merozoitos (Dubey 2002).

Galinhas sdo naturalmente infectadas por Neospora caninum, embora sua
funcd@o no ciclo biolégico ainda permaneca obscura e o isolamento do parasito a
partir dessas aves seja necessario para comparacdo com isolados de mamiferos
(Furuta et al. 2007, Costa et al. 2008). Morfologicamente, a parede dos cistos
teciduais de Neospora caninum é mais espessa, medindo 0,5-4um, enquanto a de T.
gondii possui tamanho inferior a 0,5um. Os taquizoitas e bradizoitas de Neospora
caninum sdo maiores, medindo 7,5X2um e 8,1X2um e os de T. gondii medem

6,8X1,5-3um e 7,5X2,5um, respectivamente (Speer et al. 1999).



2. JUSTIFICATIVA

No Brasil, a prevaléncia sorolégica da infeccdo em humanos varia de 50 a 80%
com percentuais mais altos encontrados nos estados da regido norte e sul do pais
(Oréfice; Bonfioli 2000). Nos poucos trabalhos realizados no estado do Rio de
Janeiro constatou-se uma elevada ocorréncia em galinhas e no homem (Souza et al.
1987, Medeiros; Lopes, 1996, Ferreira et al. 1997, Bahia-Oliveira et al. 2003, da
Silva et al. 2003, Bonna et al. 2006, Bonna 2007, Millar 2008). Entretanto, existe
uma caréncia de inquéritos epidemioldgicos relativos a toxoplasmose humana e
animal na Regido das Baixadas Litoraneas, na qual se inclui o municipio de Rio
Bonito.

Portanto, por meio do conhecimento da ocorréncia da toxoplasmose e da
contaminacdo de tecidos de galinhas criadas extensivamente para 0 consumo
humano no municipio de Rio Bonito, Rio de Janeiro, sera possivel saber se existe a
contaminacdo ambiental pelo oocisto e consequentemente, a possibilidade do
homem adquirir a infeccéo toxoplasmica nessa localidade, tanto pela manipulacdo e
ingestao de carne crua ou mal cozida infectada desses animais, como pelo consumo
de &gua contaminada por oocistos esporulados (Amendoeira 1995, Devada et al.

1998, Bahia-Oliveira et al. 2003, Tenter 2009).



3. OBJETIVO GERAL

¢ Avaliar a ocorréncia da infeccdo por Toxoplasma gondii em galinhas
domésticas (Gallus gallus domesticus) criadas extensivamente para o
consumo humano em diferentes bairros do municipio de Rio Bonito, Rio de

Janeiro, Brasil.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analisar a soroprevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em galinhas
domeésticas por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI).

¢ Isolar o T. gondii em amostras de encéfalo, coracdo e musculatura da coxa
de galinhas domésticas por meio da técnica bioensaio em camundongos.

¢ Avaliar a associacdo das variaveis relacionadas aos habitos alimentares do
homem e manejo animal das galinhas com os resultados de ocorréncia de T.
gondii em dessas aves obtidos pela RIFI.

¢ Comparar a sensibilidade e especificidade da RIFI com relacdo ao bioensaio
(padrao ouro).



4. METODOLOGIA

4.1 LOCAL DE ESTUDO

O municipio de Rio Bonito possui 462 Km? e uma populacdo de 55.051
habitantes, esta localizado na Regido das Baixadas Litoraneas (Anexo A) no estado
do Rio de Janeiro e apresenta altitude de 40m, latitude 22° 42’ 28" sul, longitude 42°
37’ 33" oeste (Wikipédia 2009). As principais atividades econ6micas de Rio Bonito
sdo: a agricultura, o comércio e industria (Governo do Rio de Janeiro 2009).
Segundo dados preliminares do censo agropecuario de 2006 realizado pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (I.B.G.E. 2009), o municipio apresenta 251
estabelecimentos com aves, um rebanho de 7.990 cabecas e 88 estabelecimentos
com producao de ovos de galinhas.

4.2 INQUERITO SOROLOGICO

Para verificar a prevaléncia da infeccdo toxopldsmica em galinhas em
diferentes bairros do municipio de Rio Bonito foi calculada uma amostra assumindo
prevaléncia de 50%, a fim de maximizar o tamanho calculado, nivel de significancia
de 5%, erro absoluto de 5% e efeito de desenho igual a 2. Assim, foi calculado um
n=192 galinhas adultas provenientes de criagcdes extensivas em cinco diferentes
bairros: Praga Cruzeiro, Cachoeira dos Bagres, Prainha, Nova Cidade e Boa
Esperanca. Os bairros foram escolhidos por conveniéncia, ja que havia uma pessoa

da comunidade acompanhando as visitas as propriedades para a realizacdo de
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cadastro, com objetivo de sensibilizar a populacdo e consequentemente, obter maior
namero de adesdes ao projeto. No periodo de janeiro a fevereiro de 2009, foram
cadastradas 70 propriedades e em seguida, feito um sorteio para escolher as
propriedades participantes do estudo. A amostragem foi realizada em mdultiplos
estagios de selecao, do tipo conglomerado. Cada bairro foi considerado um estrato
diferenciado e a escolha das propriedades (conglomerados) em cada estrato foi
realizada através de amostragem proporcional ao tamanho (PPT) do rebanho de
galinhas na propriedade. Vinte e quatro propriedades foram sorteadas. Em cada
propriedade foram amostradas dez galinhas ou o total de galinhas da propriedade,
no caso de propriedades com numero inferior de animais. No més de fevereiro de
2009, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) foi assinado
pelos proprietarios que acordaram em participar do estudo, apds estarem cientes
dos objetivos do estudo e do que seria feito.

Com objetivo de evitar perdas no tamanho da amostra, o0 sangue de 234
galinhas foi coletado no periodo de fevereiro a marco de 2009, ou seja, 42 a mais do
que a quantidade amostrada. Participaram do estudo cinco propriedades de Praca
Cruzeiro, cinco de Cachoeira dos Bagres, seis de Nova Cidade, sete de Prainha e
uma de Boa Esperanca. O numero de aves coletadas por bairro foi: 51 em Praca
Cruzeiro, 50 em Cachoeira dos Bagres, 47 em Nova Cidade, 79 em Prainha e sete
em Boa Esperanca.

As galinhas foram contidas mecanicamente para coleta de sangue por puncéo
da veia basilica utilizando seringas de 3mL com agulha 0,7 x 25 mm 22G, sendo
identificadas individualmente por meio de colocacéo de anilha plastica numerada na
pata esquerda. O sangue coletado foi transferido para tubos estéreis de 10 mL sem
anticoagulante com gel separador de hemacias e transportadas em caixa de
transporte de material biolégico sob refrigeracdo para o Laboratorio de Pesquisa
Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos (LAPCLIN-DERMZOOQO) do
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC)/ Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ). No laboratorio, as amostras foram colocadas em banho-maria a 37°C
por 2 horas até a retracdo do coagulo, e centrifugadas a 2500rpm durante 15
minutos. Em seguida, os soros foram separados com auxilio de pipeta Pasteur e
armazenados em tubos de polipropileno estéreis, identificados e armazenados a -
20°C no Laboratorio de Toxoplasmose (LABTOXO) do Instituto Oswaldo Cruz (I0OC).

Os soros foram analisados pela RIFI. Essa técnica foi realizada conforme Camargo
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(1996), utilizando-se taquizoitas da cepa RH com antigeno adsorvido em lamina e
conjugado anti-lgG de galinhas (Sigma-Chemical) marcado com fluoresceina. Os
soros foram diluidos em PBS 0,01 M, pH 7,2, nas diluicdes de 1:16, 1:64, 1:256,
1:1024 e 1: 4096. A leitura foi realizada em microscépio Y-FL de epi-fluorescéncia
(NIKON®). A cada bateria de laminas foram acrescentados controles positivo e
negativo e um controle do conjugado que foram usados como controles da reacéo e
guias para leitura, sendo considerados positivos aqueles com titulo maior ou igual a
16.

4.3 INQUERITO EPIDEMIOLOGICO

Foi aplicado um questionario epidemiolégico (Apéndice B) por propriedade
para avaliar a escolaridade das pessoas nas propriedades estudadas, os habitos
alimentares e 0 manejo animal.

Os dados obtidos por questionario epidemiolégico foram armazenados no
banco de dados EPIDATA® e analisados estatisticamente no programa SPSS
(Statistical Package for Social Science) versao 17.

Os resultados da sorologia foram disponibilizados aos proprietarios e foi

fornecida informacao sobre medidas preventivas (Anexo B).
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4.4 BIOENSAIO EM CAMUNDONGOS

4.4.1 Calculo da amostra

A sensibilidade da RIFI foi comparada com o padrao-ouro, considerando-se
uma amostra calculada com 90% de sensibilidade esperada, erro absoluto de 10%
na sensibilidade (variacdo de 80% a 100%) e alpha de 5%. Desse modo, estimou-se
a amostra em 35 galinhas positivas. Entretanto, considerando-se a prevaléncia de
toxoplasmose de 50% em galinhas na populacdo em geral, encontrou-se um total de
60 galinhas a serem amostradas para alcan¢ar o tamanho calculado, sendo que em
cada propriedade foram amostradas trés aves. Foi realizado um estudo preliminar,

utilizando-se 30 galinhas para comparacéo da RIFI com relacéo ao bioensaio.

4.4.2 Aquisicado das galinhas

As galinhas foram vendidas por livre e espontdnea vontade dos proprietarios
que participaram da primeira etapa do estudo, quando houve a coleta de sangue das
aves para a sorologia. Participaram dessa segunda etapa trés propriedades de
Praga Cruzeiro, trés de Cachoeira dos Bagres, duas de Nova Cidade, duas de
Prainha e uma de Boa Esperanca no periodo de maio a agosto de 2009.
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4.4.3 Coleta de sangue e realizacdo de eutanasia das galinhas

O sangue dessas aves foi coletado, identificado e processado pela mesma
técnica descrita anteriormente no LAPCLIN-DERMZOO para a realizacdo da
sorologia no LABTOXO. No primeiro laboratério, esses animais foram submetidos a

eutanasia por deslocamento cervical seguida de sangria.

4.4.4 Processamento de material para realizacdo do bioensaio em

camundongos

Foram procedidas a necropsia das galinhas e coleta de material para
realizacdo do bioensaio. Os dados dos animais foram devidamente registrados.

Na necropsia, um pool de 20g de encéfalo, coracdo e musculatura da coxa foi
coletado de cada galinha para realizacdo do bioensaio em camundongos, de acordo
com a técnica proposta por Dubey (1998). Esse pool de tecidos foi triturado e
homogeneizado em liquidificador doméstico (Mallory Tornado Clean® de 2
velocidades/110 Volts) em baixa velocidade, sem solucdo salina, por 15s. Em
seguida, 50mL de solucdo salina estéril a 0,9% foram adicionados ao material e
triturados em liquidificador em alta velocidade por 30s. O homogeneizado final foi
transferido para garrafa de cultivo celular devidamente identificada. O liquidificador
foi rinsado com 50mL de salina e esse volume, transferido para a mesma garrafa de
cultivo celular.

No Laboratério de Vigilancia em Leishmanioses do IPEC/FIOCRUZ, o
homogeneizado foi aquecido a 37°C em banho-maria e posteriormente foram
adicionados a ele 100mL de solucéo de pepsina acida, pH 1,1-1,2 (1,3 g de pepsina
— atividade bioldgica 1:10.000 + 2,5 g de NaCl + 3,5 mL de HCI + 4gua destilada
para fazer um volume de 250 mL) recém preparada e aquecida em banho-maria a

37°C. Depois, o0 homogeneizado foi incubado em banho-maria a 37°C com agitacao
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durante 60 minutos e filtrado em duas camadas de gaze. Entdo, o homogeneizado
foi centrifugado a 1200g/10min e o sobrenadante desprezado. O sedimento foi
ressuspendido em 20mL de PBS (pH 7,2) usando pipetas descartaveis e transferido
para tubo cbnico de 50mL, quando foram neutralizados com 12-15mL de
bicarbonato de sodio a 1,2% (pH~8,3). O homogeneizado foi novamente
centrifugado a 1200g/10min e o sobrenadante desprezado. Por ultimo, foram
acrescentados 5-10mL de solugdo com 1000 Ul de penicilina G potassica e 100ug
de estreptomicina por mL de suspensdo. Os materiais utilizados foram esterilizados

em agua quente a 60°C com sabéo, rinsados com agua fria e por ultimo, salina.

4.4.5 Inoculagdo dos camundongos no biotério

O Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da FIOCRUZ
forneceu os camundongos. Durante o estudo, esses animais foram mantidos num
biotério do Centro de Experimentacdo Animal do IOC/FIOCRUZ.

Nesse local, o volume de 1mL do homogeneizado obtido da maceracao dos
tecidos de cada galinha foi inoculado em cinco fémeas adultas de camundongos
(Mus musculus) SPF (Specific Pathogen Free) da linhagem Swiss Webster, por via
intraperitoneal, totalizando 150 camundongos, pesando cada um, em média, de 20 a
25g. O grupo controle, composto por um camundongo para cada galinha, totalizando
30 camundongos, foi inoculado via intraperitoneal com 1 mL de solucado salina estéril
a 0,9% (Medeiros; Lopes 1996). Antes da inoculacao, foi feita a anti-sepsia da regiao
abdominal com élcool a 70%. Cada grupo de cinco camundongos foi colocado em
caixas de polipropileno com tampa e maravalha autoclavada e alimentado com racao
e agua filtrada ad libitum no biotério do referido Instituto e ambos os grupos foram

alojados em condicdes idénticas. Todas as caixas foram devidamente identificadas.
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4.4.6 Observacdao dos camundongos e pesquisa de cistos e

taquizoitos de Toxoplasma gondii

Apds a inoculacdo, os camundongos foram observados diariamente, por um
periodo de 45 a 48 dias, sendo também registrados os sinais clinicos. Caso
houvesse morte, foram realizadas a necropsia, coleta de exsudato peritoneal para
realizacdo de esfregaco pela técnica de compressdo (squash) e esfregaco por
aposicao (imprint) em lamina de microscopia de encéfalo, figado, baco, pulmbes e
coracado. Esses esfregacos foram fixados em &lcool metilico e corados pelo pandético
instantaneo para exame citopatologico visando encontrar cistos e taquizoitos de T.
gondii. Adicionalmente, foi feito exame direto de fragmento de encéfalo por
compressao entre lamina e laminula para pesquisa de cistos do protozoario.

Os animais que apresentaram os sinais clinicos de piloerecdo, prostacgao,
distensdo abdominal e todos os camundongos sobreviventes, apdés o periodo de
observacao, foram submetidos a eutanasia com dose excessiva de tiopental por via
intraperitoneal, necropsiados e foram procedidas a pesquisa de cistos e taquizoitos
e coleta de amostras teciduais pelos mesmos procedimentos citados anteriormente
(Medeiros; Lopes 1996, Dubey et al. 2006a).

Os camundongos foram considerados infectados com T. gondii quando

taquizoitos ou cistos foram encontrados nos seus tecidos.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada analise exploratoria dos dados do questionario por meio da
descricdo das frequéncias das informacdes sobre o proprietario e propriedade, além
de realizar cruzamentos entre variaveis.

Devido ao fato do plano amostral ser do tipo conglomerado com selecédo em

diversos estagios até chegar a propriedade, foi considerado o peso amostral de cada
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propriedade. Além disso, o célculo de variancias foi corrigido por uma estimacao de
variancia robusta, para que a inclusdo do peso amostral ndo distorca os resultados
dos testes estatisticos.

Na andlise de associacao entre variaveis categoricas foi empregado o teste
de qui-quadrado com ajuste de segunda ordem de Rao-Scott. Na avaliacdo da
prevaléncia de toxoplasmose foram empregados a comparacdo das medidas de
razdo e seus respectivos intervalos de confianga. Para verificar diferencas entre a
prevaléncia segundo outras variaveis (dgua fornecida aos animais, dgua consumida
pelos seres humanos, presenca e controle de roedores na propriedade, presenca de
gatos na propriedade ou vizinhanga, quantidade de gatos, acesso dos gatos as aves
e aos alimentos e agua fornecidos a elas, alimentacdo do gato, consumo de carne
crua ou mal cozida, consumo de ovo cru ou mal cozido e de carne de caca) foi
utiizado o teste T. P-valores<0,05 indicaram associacdes estatisticamente
significativas em todos os testes empregados.

Na validagao da RIFI foram descritos valores de sensibilidade, especifidade,
acuricia, falso positivo e falso negativo entre o referido teste e o padrao-ouro
(bioensaio). A concordancia entre os testes foi avaliada por meio da medida de
concordancia total e estatistica kappa simples (Cohen 1960), classificada segundo
Landis e Koch (1977).

4.6 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
sob numero de licenca L-012/09 e pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana sob
namero de protocolo 0034.0.009.000.09.



5 RESULTADOS

5.1 INQUERITO SOROLOGICO

Um total de 62 (25,9%) dos 234 animais foi reagente na RIFI. As frequéncias
de galinhas com anticorpos IgG anti-T. gondii pela RIFI por bairros do municipio de
Rio Bonito encontram-se na Tabela 3. As frequéncias dos titulos de anticorpos IgG
anti-T. gondii por bairros encontra-se na Tabela 4. Em relacdo as 24 propriedades
estudadas, 72,8% apresentaram animais soropositivos ao T. gondii e em 27,2% nao
havia aves sorologicamente positivas, sendo que a soropositividade nas galinhas
variou de 15% a 36,7%.
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Tabela 3: Frequéncias de anticorpos IgG anti-T. gondii por meio da reacdo de
imunofluorescéncia indireta em 234 galinhas (Gallus gallus domesticus) criadas
extensivamente para consumo humano por bairros do municipio de Rio Bonito,

estado do Rio de Janeiro, no periodo de fevereiro a marco de 2009.

] Numero de Intervalo de
) Numero de _ o _
Bairro _ galinhas Frequéncia % confianca de
propriedades )
examinadas 95%
Prainha 7 79 34,1 15,5-52,6
Nova Cidade 6 47 23,8 4,3-43,4
Cachoeira dos
5 50 23,8 0-47,8
Bagres
Praca Cruzeiro 5 51 21,7 0-47,2

Boa Esperanca 1 7 14,3 0-51,4




28

Tabela 4: Frequéncias dos titulos de anticorpos IgG anti-T. gondii por meio da
reacdo de imunofluorescéncia indireta em 234 galinhas (Gallus gallus domesticus)
criadas extensivamente para consumo humano por bairros do municipio de Rio

Bonito, estado do Rio de Janeiro, no periodo de fevereiro a marco de 2009.

Titulos de anticorpos IgG anti T. gondii

Bairro Total
NR 16 64 256 1024 4096
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
Praca
_ 51 41(78,3) 5(10,6) 3(6,7) 2(4,4) - -
Cruzeiro
Cachoeira
50 40(76,2) 5(10,2) 4(10,3) 1(3,3) - -
dos Bagres
Nova a7 37(76,2) 6(15,7) 4(8,1)
Cidade ’ ’ ’
Prainha 79 48(65,9) 12(11,3) 10(13,4) 6(6,2) 2(1,9) 1(1,2)
Boa
7 6(85,7) - 1(14,3) - - -
Esperanca

NR: ndo-reagente.
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5.2 INQUERITO EPIDEMIOLOGICO

Todas as propriedades eram de subsisténcia, sendo que 47,5% delas
também tinham finalidade comercial. Em 21,3% das propriedades eram criados além
das aves, carneiros, porcos, bois e cavalos.

Com relacdo a origem das galinhas 76,4% dos proprietarios relataram que
todas nasceram na propriedade, 14,9% relataram que algumas das aves nasceram
na propriedade e 8,6% relataram que as aves ndo nasceram na propriedade.

Os gatos (Figura 1) eram alimentados em 13% das propriedades com carne
ou miudos de galinhas crus ou mal cozidos, em 18,3% com carne crua ou mal cozida
de bovinos, suinos e peixes, em 25,7% com restos de alimentos, em 29,5% com
racdo e em 69%, os proprietarios ndo souberam responder, pois 0s gatos eram
errantes ou da vizinhanca. Em 91,6% das propriedades em que foi observada a
presenca de gatos, esses eram errantes ou da vizinhanca.

Em 59,9% das propriedades foi relatada a presenca de roedores, sendo que o
controle desses em 75,8% das propriedades era realizado por métodos ativos
(produtos quimicos, armadilhas, destruicdo de tocas), em 17,6% por métodos
passivos (uso de gatos e/ ou depdsito de racdo a prova de roedores) e em 6,6% por
ambos os métodos.

Nas Tabelas 5 e 6 encontram-se 0s resultados do questionario epidemioldgico
referentes as variaveis abastecimento de agua e presenca e quantidade de gatos na
propriedade ou vizinhanca, acesso dos gatos as aves, agua e alimentos oferecidos
as aves e acesso dos gatos a horta. Em 80% das propriedades, a agua oferecida
aos animais era proveniente de poc¢o e nas demais, proveniente de rio ou fonte.

A presenca de horta foi relatada em 6,1% das propriedades.

Nas 24 propriedades estudadas havia um total de 75 pessoas. Dessas, 58
pessoas tinham o 1° grau incompleto.

Em todas as propriedades, havia o habito de se lavar as méos antes de
cozinhar. Com relagdo ao consumo de carnes, ndo foi relatado o habito de consumir
carne crua de galinhas e em apenas 2,8% das propriedades, a carne das galinhas

era consumida mal cozida. Em relacdo ao consumo de outras carnes, em 22,5% das
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propriedades foi relatado o habito de consumi-las mal cozida e em 92,6% eram
consumidas cozidas. Quanto ao consumo de carne de caca, 74,4% dos proprietarios
relataram ter o habito de comer carne de tatu, gamba4, pred, lagarto, paca e quati. Os
ovos de galinhas eram consumidos mal cozidos em 49,8% e bem cozidos em 64,2%
das propriedades e em nenhuma propriedade foi relatado o consumo de ovo cru.

Um percentual de 8,4% dos proprietarios relataram a presenca de casos de

toxoplasmose na propriedade e 5,9% deles, na regiéo.

Figura 1: Presenca de gato em criagdo extensiva de galinhas localizada no bairro de

Prainha, Rio Bonito, Rio de Janeiro.
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Tabela 5: Frequéncias da variavel abastecimento de agua das 24 propriedades do

municipio de Rio Bonito, Rio de Janeiro, no periodo de fevereiro a marco de 2009.

Variavel Freqléncia %

Origem da agua ingerida

Rio ou fonte 12,3
pelos humanos
Poco 87,7
Agua filtrada ingerida .
Sim 69,7
pelos humanos
Nao 30,3
Poco tampado Sim 96
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Tabela 6: Frequéncias das variaveis presenca e quantidade de gatos na
propriedade ou vizinhanca, acesso dos gatos as aves, agua e alimentos oferecidos
as aves e acesso dos gatos a horta nas 24 propriedades do municipio de Rio Bonito,
Rio de Janeiro, no periodo de fevereiro a marco de 2009.

Variavel FreqUéncia %

Presenca de gatos na

propriedade ou Sim 54,5
vizinhanca

N&o 45,5

Quantidade de gatos lab 68,6

6al0 25,6

Mais de 10 5,7

Acesso dos gatos as aves Sim 89,5

N&o 10,5

Acesso dos gatos a agua

_ Sim 71,7

e alimentos das aves
N&o 28,3
Acesso dos gatos a horta Sim 100
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Verificou-se significancia estatistica das variaveis: presenca de roedores
(p=0,016) e alimentacdo de gatos com miudos de galinhas crus ou mal cozidos

(p=0,015) com a positividade da RIFI em galinhas.

5.3 BIOENSAIO EM CAMUNDONGOS

Os resultados referentes a sorologia das 30 galinhas submetidas ao
bioensaio, dia do Obito ou eutanasia dos camundongos, numero de camundongos
positivos e numero de camundongos inoculados encontram-se na Tabela 7. O
namero de isolados de T. gondii (Figuras 2 e 3) obtidos no bioensaio por 6rgao dos
camundongos encontra-se na Tabela 8 com excecdo do imprint de cérebro, pois
nao se obteve isolado de T. gondii nesse tecido.

Quatro camundongos morreram em periodo anterior a inoculacao e, portanto,
para quatro galinhas foram inoculados quatro camundongos para cada uma, em vez
de cinco conforme preconizado na metodologia. Nao foi possivel substituir esses
roedores, pois o pedido de animais é feito na quantidade exata a ser usada no
experimento e com antecedéncia de seis meses para que o CECAL possa atender a
necessidade dos pesquisadores.

Apenas um camundongo correspondente a galinha 341 e outro camundongo
correspondente a galinha 336 foram a Obito nos dias 2 e 18 poés-inoculacéo,
respectivamente. Apenas o segundo animal estava infectado com T. gondii.

Os demais camundongos foram submetidos a eutanasia. Entre o nono e o
trigésimo dia poés-inoculacdo, foram observados o0s seguintes sinais clinicos:
prostracédo, respiracdo abdominal, piloerecéo e distensdo abdominal (Figura 4). Apés
esse periodo, ndo foram observados mais sinais clinicos.

Foi encontrada uma frequéncia de 53,3%(16/30) de galinhas com anticorpos
anti-T. gondii pela RIFI com titulos de anticorpos anti-T. gondii variando entre 16 e
1024. Das trinta aves necropsiadas, o T. gondii foi isolado de 9 (30%). Considerando
apenas as 16 galinhas com sorologia positiva, o T. gondii foi isolado de 56%. As

galinhas nas quais o T. gondii foi isolado na técnica de bioensaio apresentaram
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titulos de anticorpos anti-T. gondii variando de 16 a 1024 e uma das aves foi nao-

reagente.

Figura 2: Presenca de taquizoitas de T. gondii e infiltrado inflamatorio de células

mononucleares em squash de liquido peritoneal de camundongo Swiss Webster
submetido a técnica de bioensaio a partir de tecidos de galinha. Coloracéo: Panético
Instantaneo. Objetiva de 100x.
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Figura 3: Presenca de cistos de T. gondii em exame direto de fragmento de cérebro

de camundongo Swiss Webster submetido a técnica de bioensaio a partir de tecidos
de galinha. Objetiva de 100x.
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Figura 4: Piloerecdo e distensdo abdominal em camundongo Swiss Webster

submetido a técnica de bioensaio e infectado por T. gondii
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Tabela 7: Titulos de anticorpos IgG anti-T. gondii obtidos pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta e isolados de T. gondii obtidos pela técnica de bioensaio
em camundongos a partir de 30 galinhas (Gallus gallus domesticus) criadas
extensivamente para consumo humano no municipio de Rio Bonito, Rio de Janeiro,

de maio a agosto de 2009.

Galinha Bioensaio em camundongos
Numero de
camundongos
Titulo de _ Dia do 6bito ou
NGmero , infectados/ numero de o
anticorpo eutanasia (PI*)
camundongos
inoculados
315 16 0/5 45
329 16 0/5 45
335 16 0/4 45
340 16 3/5 15, 45
364 16 0/5 45
316 64 0/5 45
338 64 3/5 10,15, 45
339 64 4/4 9
361 64 4/5 13
365 64 3/5 11, 31
336 256 1/5 18, 26, 46
337 256 5/5 10
341 256 0/5 2,47
360 256 0/4 18, 45
326 1024 3/5 14, 23, 45
334 1024 0/5 45
313 NR** 0/5 45
314 NR** 0/5 30, 45
317 NR** 0/5 45
324 NR** 0/5 45
325 NR** 0/5 45
327 NR** 0/5 45
328 NR** 0/5 45
333 NR** 0/5 45
363 NR** 0/5 45
369 NR** 0/5 15, 47
370 NR** 0/5 47
371 NR** 0/5 47
1000 NR** 4/5 13,14
1001 NR** 0/4 48

*PI: pbds-inoculacgao.
**NR: ndo-reagente.
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Tabela 8: Isolamento de T. gondii em 6rgdos de camundongos submetidos a
técnica de bioensaio utilizando tecidos de galinhas (Gallus gallus domesticus)
criadas extensivamente para consumo humano no municipio de Rio Bonito, Rio de

Janeiro, de maio a agosto de 20009.

Camundongos positivos/ inoculados no bioensaio

NUmero

Exame
da galinha Direto Imprint Squash
Ligquido
Cérebro Pulm®es Coracdao Baco Figado peritoneal

326 2/5 2/5 0/5 0/5 0/5 0/5
336 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5
337 0/5 5/5 2/5 4/5 2/5 5/5
338 0/5 3/5 0/5 0/5 0/5 2/5
339 0/5 3/4 1/4 1/4 0/4 4/4
340 0/5 2/5 0/5 0/5 0/5 2/5
361 0/5 4/5 0/5 1/5 1/5 4/5
365 0/5 3/5 2/5 1/5 1/5 2/5

1000 0/5 4/5 0/5 0/5 0/5 4/5
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5.4 COMPARACAO DE TECNICAS

O kappa calculado foi de 0,416 (concordancia moderada). Analisando a RIFI
em relagdo ao bioensaio em camundongos (Tabela 9), observou-se uma
sensibilidade e especificidade da RIFI de 89% e 62%, respectivamente e valores
preditivo positivo e negativo de 50% e 93%, respectivamente. A acuracia foi de 70%.
No total, foram observadas 8 galinhas positivas e 13 negativas em ambos os testes
(Tabela 9).

Tabela 9: Resultados comparativos da reacdo de imunofluorescéncia indireta em
relacdo ao bioensaio em camundongos para diagnostico de toxoplasmose em
galinhas (Gallus gallus domesticus) criadas extensivamente para consumo humano

no municipio de Rio Bonito, Rio de Janeiro, de maio a agosto de 2009.

Bioensaio em camundongos

RIFI Positivo n(%) Negativo n (%) Total n(%)
Positivo 8(26,7) 8(26,7) 16(53,4)
Negativo 1(3,3) 13(43,3) 14(46,6)

Total 9(30) 21(70) 30(100)




6 DISCUSSAO

A soroprevaléncia de 25,9% encontrada em Rio Bonito foi inferior as relatadas
por outros autores nos municipios de Barra Mansa (Bonna et al. 2006) e Campos
dos Goytacazes (da Silva et al. 2003), estado do Rio de Janeiro, que foram
respectivamente de 47,8% e 65,2%. Também foi inferior as soroprevaléncias
relatadas em outras localidades do pais: em Sao Paulo, 35,3% (Dubey et al. 2002);
Parana, 40% (Dubey et al. 2003d); em Rondonia, 66% (Dubey et al. 2006a); Minas
Gerais, 53,6% (Brandéo et al. 2006); Nordeste, 53,3% (de Oliveira et al. 2009); Para,
59% (Dubey et al. 2007b); Rio Grande do Sul, 38% (Dubey et al. 2007b). Todavia, foi
superior a relatada no Parand, de 10,3% (Garcia et al. 2000) e no Rio de Janeiro, de
14,8% (Millar 2008). Em diversos paises, a soroprevaléncia de T. gondii em galinhas
de criacbes extensivas apresenta ampla variacdo: nos Estados Unidos de 17% a
100% (Dubey et al. 2003a, Dubey et al. 2007a); na América Latina, de 6,2% no
México (Dubey et al. 2004d) a 85,7% na Nicaragua (Dubey et al. 2006b); na Europa,
de 12,5% na Italia (Dubey et al. 2008b) a 30% na Pol6nia (Dubey et al. 2008b); na
Asia, de 17,9% na india (Sreekumar et al. 2003) a 51,1% no Ira (Zia-Ali et al. 2007) e
na Africa, de 40,4% no Egito (Dubey et al. 2003c) a 64% em Gana (Dubey et al.
2008b). De acordo com Garcia et al. (2000), diferencas nas soroprevaléncias de T.
gondii em galinhas podem estar relacionadas a niveis diferentes de infectividade nos
ecossistemas estudados ou as diferencas de sensibilidade entre as técnicas
utilizadas para o diagnostico.

Os resultados encontrados sugerem uma maior contaminagao ambiental do
bairro de Prainha em relagdo aos outros e uma menor contaminagcdo ambiental do
bairro de Boa Esperanca. Os baixos titulos encontrados no presente estudo
sugerem que 0s animais estavam numa fase cronica da infeccdo ou que nédo tenha
havido tempo habil para formacéo de titulos de anticorpos mais elevados, indicativos
de infeccdo aguda. Independente da fase da infeccdo, esses resultados demonstram
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que existe a possibilidade de infeccdo do homem caso a carne dessas aves seja
consumida crua ou mal cozida.

Considerando-se o0 inquérito epidemioldgico, todas as criacdes extensivas
investigadas possuiam finalidade de subsisténcia e quase metade delas, também
tinham finalidade comercial, o que significa que a possibilidade de infeccdo por T.
gondii ndo se restringe apenas as familias dos criadores, mas também aos
compradores dessas aves. Embora nao quantificado, alguns proprietarios que
relataram utilizar a criagdo somente para a subsisténcia, eventualmente davam aves
aos vizinhos. Millar et al. (2008) afirmam que criacdes de galinhas em escala
industrial possuem pequena importancia na epidemiologia da infec¢ao toxoplasmica
em humanos, visto que o tipo de manejo e o sistema de criacdo séo rapidos, nao
permitindo o contato com felinos e outras fontes de infec¢do, diferente da criagao
domeéstica em pequena escala, do tipo caipira, onde os animais estdo sujeitos ao
contato com gatos, solo e agua contaminados, convivendo durante anos nesse
mesmo ambiente. Araujo et al. (1989) detectaram por meio da prova de
hemaglutinagéo indireta, uma prevaléncia de 2,8% em frangos de criagado intensiva
abatidos em matadouros de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Em outro estudo
realizado por Millar (2008), foi verificado que aves de criacbes do tipo caipira tém
0,16 vez mais chance de se infectar do que aves de criagao intensiva.

Apesar de um baixo percentual de consumo de carne de frango mal passada
por humanos ter sido observado e portanto, a possibilidade de infeccao por esta via
ser pequena na regido estudada, em metade das propriedades, 0s ovos eram
consumidos mal cozidos. A possibilidade de infec¢cdo para o homem por consumo de
OVOsS crus é rara e esta relacionada ao numero de ovos de galinhas ingeridos por
individuo, visto que o protozoario T. gondii raramente é encontrado nesses. No
entanto, o consumo de ovos crus deve ser evitado, ndo somente para evitar a
infeccd@o por T. gondii, mas também por Salmonella sp (Jacobs; Melton 1966, Dubey
2010). O consumo de carne e de produtos carneos crus ou mal cozidos contendo
cistos de T. gondii pode causar também a infec¢cdo pelo protozoario, entretanto o
risco de infec¢do varia de acordo com a regido, devendo-se considerar a taxa de
consumo e a soroprevaléncia na espécie animal estudada (Cook et al. 2000, Dubey
et al. 2005h, Millar et al. 2008). Segundo Tenter et al. (2000), os cistos de T. gondii
podem ser encontrados com frequiéncia em galinhas, perdendo apenas para suinos,

ovinos e caprinos, respectivamente. O habito de lavar as maos antes de cozinhar foi
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relatado por todos os proprietarios, tal medida € importante, visto que a higiene é
importante para evitar a contaminacao cruzada de alimentos com cistos teciduais de
T. gondii e consequentemente, a infec¢do toxoplasmica (Amendoeira 1995, Devada
et al.1998, Tenter 2009).

Camargo et al. (1995) realizaram um estudo caso-controle em Minas Gerais
para determinar se as variaveis ligadas com contato com animais no passado e
presente poderiam estar associadas a prevaléncia da infeccdo humana por T. gondii
utiizando a RIFI nos anos de 1983 e 1984. A propor¢do de individuos que
apresentaram contato com gatos no domicilio, assim como contato constante com
galinhas, tanto no passado quanto na residéncia atual, foi maior no grupo que
apresentou sorologia reativa. Esses mesmos autores também encontraram
associacdo entre contato com porcos no passado e soropositividade no momento do
estudo. A associacdo entre contato com galinhas e soropositividade em humanos
por meio da técnica de ELISA também foi observada em estudo realizado por
Alvarado-Esquivel et al. (2009) no México.

A presenca de horta nas propriedades néo pareceu ser um fator importante
na epidemiologia da toxoplasmose nas propriedades avaliadas no presente estudo,
concordando com os achados de Alvarado-Esquivel et al. (2009), que néo
encontraram associacado entre atividades como agricultura e jardinagem com a
soropositividade por T. gondii em gestantes do México. Contudo, na propriedade em
que havia horta, os gatos podiam acessa-la livremente e por conseguinte, essa
estaria sujeita a contaminacdo por fezes de felinos, podendo servir de fonte de
infecg@o para o homem, caso a lavagem das verduras antes do consumo néo fosse
feita de forma eficiente. Jones et al. (2006) encontraram associagao entre trabalho
com jardinagem e infeccado aguda por T. gondii em humanos na cidade de Erechim,
Rio Grande do Sul.

Foi encontrada uma grande populagéo de gatos nas propriedades estudadas.
Esses animais recebiam na alimentacdo carne crua ou mal cozida de aves e outras
espécies animais e tinham acesso as aves e aos alimentos e agua fornecidos a elas.
Sabe-se que gatos sdo comumente utilizados em criacées extensivas como método
de controle de roedores. E importante ressaltar que uma importante via de infecgéo
para 0s gatos é a ingestdo de tecidos contendo T. gondii logo apds o nascimento
(Jones; Dubey 2010). Segundo Dubey (2010), tecidos de galinhas infectadas sao

uma eficiente fonte de infeccéo para os gatos. A ndo associacao observada entre a
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presenca desses animais com a soropositividade das galinhas concorda com
Cavalcante et al. (2006) que ndo encontraram associacao entre a presenca de gatos
e a soroprevaléncia em humanos no estado de Rondonia. A presenca de gatos no
ambiente mantém o ciclo de T. gondii por serem hospedeiros definitivos e raramente
apresentarem sinais clinicos, sendo capazes de eliminar sob condi¢cdes
experimentais milhdes de oocistos (Dubey 2001, Dabritz; Conrad 2010),
contaminando o ambiente e servindo de fonte de infec¢cdo para o homem, galinhas e
outras espécies animais. Besné-Mérida et al. (2008) encontraram associagdo entre
ingestdo de alimentos crus pelos gatos (odds ratio=2,21) com a soropositividade
para anticorpos anti-T. gondii para essa mesma espécie. A soropositividade da
infecc@o por T. gondii em humanos foi associada a presenca de gatos em estudos
realizados em Campos dos Goytacazes e México (Bahia-Oliveira et al. 2003,
Alvarado-Esquivel et al. 2009). Jones et al. (2009) realizaram um estudo caso-
controle em pacientes humanos adultos recém-infectados por T. gondii e
encontraram um elevado risco de infeccéo associado ao fato de possuir mais de trés
gatos.

Spalding et al. (2005) analisaram varios fatores de risco para a transmissao
da toxoplasmose em gestantes de areas rurais e urbanas do Rio Grande do Sul e
ndo observaram associacdo entre a soroprevaléncia da infeccdo toxoplasmica e a
presenca de gatos em area rural. Esses mesmos autores demonstraram que outros
fatores de risco poderiam estar envolvidos, tais como: contato com solo, contato com
gatos, presenca de roedores, consumo de leite cru, consumo de embutidos feitos em
casa e consumo de carne mal cozida. Além disso, foi verificado que a
soroprevaléncia ajustada de gestantes com infeccdo por T. gondii esta associada a
varios fatores de risco e ndo somente a uma unica fonte de infeccdo. Segundo
Tenter (2009), a prevaléncia da infeccdo toxoplasmica ndo estd relacionada a
presenca de certos hospedeiros, ja que o ciclo biolégico pode se perpetuar pela
transmissdo por meio de ingestdo de cistos teciduais entre hospedeiros
intermediarios, mesmo na auséncia dos hospedeiros definitivos, e também
transmissao por ingestdo de oocistos esporulados entre os hospedeiros definitivos.
Outros fatores como a ingestdo de hospedeiros invertebrados de transporte (como
por exemplo, minhocas) e disseminacdo de oocistos pelo vento e agua das chuvas,

com consequente contaminacdo da agua e ambiente onde vivem as galinhas,
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podem estar relacionados a soropositividade da infeccdo por T. gondii nessas aves
no presente trabalho.

A presenca de roedores também teve associacdo significante com
soropositividade para anticorpos 1gG anti-T.gondii pela RIFI em galinhas no estudo
realizado por Bonna et al. (2006), corroborando com o observado neste trabalho.
Entretanto, Camargo et al. (1995) ndo encontraram associacdo entre presenca de
roedores e soropositividade pela RIFI em humanos. Ratos podem servir de
reservatorios para infeccdo de suinos, caninos e possivelmente felinos ja que se
alimentam desses animais vivos ou mortos (Dubey; Frenkel 1998). Foi observada no
México uma prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii usando a MAT de 0,8% em
ratos e 3,1% em camundongos, ndo tendo se obtido nenhum isolado viavel pela
técnica de bioensaio em camundongos. Nesse mesmo estudo, gatos apresentaram
uma soroprevaléncia de 9,3% que foi considerada baixa e possivelmente associada
a baixa prevaléncia da infeccdo pelo protozoario nos roedores e aves que esses
animais costumavam cagar na area estudada (Dubey et al. 2009). A prevaléncia
relatada previamente em galinhas (6,2%) pela MAT na mesma regidao, também foi
considerada baixa (Dubey et al. 2004d). Apesar de roedores também serem
considerados indicadores de contaminacdo ambiental, as galinhas possuem
importancia epidemiolégica grande, sobretudo no meio rural e sdo mais importantes
do que os roedores devido a sua longevidade (Dubey 2010). Varios fatores, tais
como frequéncia de eliminacdo de oocistos pelos felideos no ambiente e clima,
afetam a sobrevivéncia dos oocistos no ambiente influenciando na prevaléncia da
infeccd@o toxoplasmica nos ratos (Dubey; Frenkel 1998).

Num elevado percentual (74,4%) de propriedades, o consumo de carne de
caca foi descrito. A intensa contaminacdo ambiental pode gerar um efeito
acumulativo nesses animais a medida que a idade aumenta. Gambas, por exemplo,
sdo altamente suscetiveis ao T. gondii, apesar da soroprevaléncia ser geralmente
mais baixa do que a dos mamiferos (Tenter 2009). No presente estudo, ndo foi
observada a associacdo desta variavel com a soropositividade em galinhas, esse
achado corrobora com o estudo realizado em seres humanos por Camargo et al.
(1995) em Minas Gerais e Bahia-Oliveira et al. (2003) em Campos dos Goytacazes,
Rio de Janeiro. Todavia, Alvarado-Esquivel et al. (2009), encontraram associagao
entre consumo de carne de caca e soroprevaléncia da infeccao por T. gondii em

gestantes no México.
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No presente estudo, a origem da agua consumida pelos humanos e animais
era de poco e riacho ou fonte, sendo que uma parcela dos seres humanos nao
ingeria agua filtrada ou fervida, podendo, portanto, servir de fonte de infecgdo para
0os homens e os animais. Apesar dos pogos serem tampados na maioria das
propriedades, a agua das chuvas poderia funcionar como carreadora de oocistos
eliminados pelos gatos, disseminando a contaminacdo no ambiente e nas fontes de
agua. A infeccdo por T. gondii em humanos associada a ingestdo de agua nao
filtrada ja foi relatada. Um inquérito soroldgico e epidemiolégico foi realizado na
regido de Campos dos Goytacazes entre 0os anos de 1997 e 1999 para verificar a
infeccdo por T. gondii em humanos motivado por relatos de uveite por toxoplasmose.
Apbs ajuste dos resultados por idade, foi constatada maior soropositividade no grupo
de nivel socioeconémico baixo (84%), quando comparada aos grupos de niveis
socioecondmicos intermediario (62%) e superior (23%) e um aumento da
soropositividade em todas as populacdes estudadas em fungéo da idade. Os grupos
de niveis socioecondmicos baixo e intermediario apresentaram maior chance de
infeccd@o por T. gondii por ingestdo de agua ndao filtrada em relacdo aqueles que néao
tem esse habito (Bahia-Oliveira et al. 2003).

Um surto envolvendo 155 humanos no municipio de Santa Isabel do Ivai,
Parand foi associado a ingestdo de agua contaminada com oocistos de T. gondii ou
sorvete preparado com essa agua. A contaminacdo do reservatério de agua foi
implicada como fonte de infeccdo do surto e foi possivelmente atribuida a presenca
de gata com filhotes vivendo no topo do reservatério que continha rachaduras e nao
era adequadamente protegido da agua da chuva e consequentemente, da
contaminacdo das fezes de gatos. Além disso, 0 processo de tratamento de agua
nao incluia as etapas de floculacao e filtracdo. O reservatorio foi fechado e um novo
foi construido (de Moura et al. 2006). Segundo Jones e Dubey (2010), oocistos de T.
gondii séo resistentes as influéncias ambientais, inclusive congelamento, ndo sendo
inativados pelos tratamentos fisico e quimico comuns aplicados no tratamento de
agua, inclusive cloracédo, uso de raios ultravioleta e tratamento com oz6nio. Eles
podem sobreviver por mais de 54 meses em agua fria. Sistemas de tratamento de
agua devem incluir a etapa de filtragem da agua para eliminar Cryptosporidium sp.
(3-5pum) e consequientemente, T. gondii (10-12pm).

Segundo Tenter et al. (2000), é possivel manter criacbes de aves e porcos

livres de T. gondii por meio de medidas de confinamento, higiene e prevencéo. Para
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isso, deve-se utilizar sistemas de confinamento livres de roedores, passaros e
insetos, alimentar os animais com racao esterilizada e controlar 0 acesso a criacao e
ao local de estocagem de ragdo para impedir a entrada de animais no local. Porém,
na regido estudada, considerando que se trata de uma populacdo com baixo nivel
socioecondmico que usa a criagcdo com finalidade principal de subsisténcia, com
caréncia de condi¢cdes para investir na criagdo, tais acdes tornam-se impraticaveis.
Nesse caso, as seguintes medidas profilaticas poderiam ser eficientes: lavar as
maos apds o contato com a terra ou horta, antes de cozinhar e apds o contato com
carne crua, lavar bem as frutas e verduras antes de consumi-las, nao ingerir carnes
e ovos crus ou mal cozidos, beber somente agua filtrada ou fervida, beber apenas
leite fervido ou pasteurizado, lavar as méos apés o contato com os animais, fornecer
racao ou alimentos bem cozidos aos gatos e cobrir os pocos afim de evitar que os
gatos defequem na agua.

O relato de casos de toxoplasmose existentes nas propriedades investigadas
e na regido aponta a necessidade de estudos sobre a infec¢do toxoplasmica em
humanos no municipio de Rio Bonito. Resultados mais conclusivos poderiam ser
obtidos por meio de inquérito sorologico na populacdo humana e investigacdo das
variaveis associadas a infeccdo dessa por T. gondii.

Em relacdo ao bioensaio, a viruléncia de T. gondii nos camundongos
depende de diversos fatores tais como, o estagio do parasito, rota, dose, linhagem
dos camundongos e do parasito. De acordo com a viruléncia parasitaria de T. gondii
para camundongos, o protozoario pode ser classificado em: virulento, quando causa
100% de mortalidade nos camundongos nas quatro primeiras semanas; virulento
intermediario, quando causa mais de 30% de mortalidade nesse periodo e néo-
virulento, quando causa mortalidade igual ou inferior a 30%. Esse critério é definido
conforme a mortalidade de camundongos infectados positivos na técnica de
bioensaio dentro das quatro primeiras semanas de inoculagéo (Pena et al. 2008). No
presente estudo, nao foi possivel classificar quanto a viruléncia parasitaria segundo
esse critério, ja que devido a questdes éticas, 0s camundongos que apresentaram
sinais clinicos citados anteriormente foram submetidos a eutanasia, seguida de
pesquisa de cistos e taquizoitas.

O desenvolvimento de pneumonia toxoplasmica em camundongos no
presente trabalho corrobora com os achados de outros trabalhos (Dubey et al. 2002,

2006a, 2007b), além disso, Jamra e Vieira (1991) recomendam o exame a fresco do



47

pulm&o como substituto ou confirmacdo do exame do exsudato peritoneal, seja no
macerado ou no imprint do 6rgédo. Dubey et al. (2006a) relataram dificuldade em
encontrar cistos teciduais, os quais foram mais facilmente encontrados no cérebro
de camundongos soropositivos seis semanas apds a inoculacdo. No presente
trabalho, cistos de T. gondii foram encontrados no cérebro de dois animais
submetidos a eutanasia nos dias 23 e 45 pos-inoculacao, respectivamente. De forma
geral, a baixa frequiéncia de cistos encontrada nesse 6rgdo pode ser devido ao fato
dos animais com sintomatologia terem sido submetidos a eutanasia até o trigésimo
dia pos-inoculacédo, ndo havendo tempo habil para formacéo de cistos de T. gondii
no cérebro.

Considerando-se o percentual de isolamento obtido de aves com sorologia
positiva, os resultados do presente trabalho concordam com os de outros autores
que encontraram altos percentuais positivos como 0s encontrados nos Estados
Unidos (Dubey et al. 2003a) de 55% e na Guatemala (Dubey et al. 2005b) de 42%.
No Brasil, nossos achados foram inferiores aos encontrados em Sao Paulo (Dubey
et al. 2002) de 75,8%, no Parana (Dubey et al. 2003d) de 81,3%, em Rondbnia
(Dubey et al. 2006a) de 72,3%, no Para (Dubey et al. 2007b) de 59% e superiores
aos encontrados no Rio Grande do Sul (Dubey et al. 2007b) de 38% e no Nordeste
(de Oliveira et al. 2009) de 28,3%. O isolamento de T. gondii a partir de tecido de
galinha cuja sorologia foi negativa, foi também demonstrado em outros trabalhos,
indicando que a galinha foi possivelmente infectada recentemente e nao
apresentava ainda anticorpos detectaveis e que o bioensaio € capaz de detectar
parasitos viaveis, mesmo quando a sorologia € negativa (da Silva et al. 2003,
Brandao et al. 2006, Dubey et al. 2004a). A variabilidade dos isolados encontrados
depende da idade das galinhas, do numero de aves examinadas e tecidos
submetidos ao bioensaio (Dubey 2010).

Os resultados negativos no bioensaio realizado com tecidos de sete galinhas
com titulos de anticorpos anti-T. gondii podem estar associados a localizacdo do
parasito em tecidos diferentes do coracéo, encéfalo e musculatura da coxa, como o
ovario, conforme foi constatado por Jacobs e Melton (1966).

Com relacdo ao diagnoéstico, estudos realizados em suinos compararam as
técnicas de PCR e bioensaio em camundongos e verificaram melhores resultados
por meio dessa Ultima técnica em relacdo a técnica de PCR (Silva; Langoni 2001,

Garcia et al 2006). A RIFI vem sendo usada em inquéritos soroldgicos em humanos
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(Camargo et al. 1995) e como método de triagem para selecdo de amostras
utilizadas em estudos comparativos de técnicas (Silva; Langoni 2001, Yai et al.
2003). Cavalcante et al. (2006) compararam as técnicas de MAT e RIFI em
humanos, tendo encontrado 100% de concordancia entre as técnicas.

Inquéritos soroldgicos em galinhas utilizando a RIFI tém sido realizados
(Garcia et al. 2000, Bonna et al. 2006, Brandao et al. 2006, Asgari et al. 2008, Millar
2008). Segundo Dubey (2010), pouco se sabe sobre a validade e a acuracia da RIFI
no diagndstico de toxoplasmose em galinhas. Entretanto, Millar (2008) comparou as
técnicas de RIFI e ELISA para o diagndstico de toxoplasmose em galinhas e
verificou que essas técnicas sdo eficazes na deteccdo da infeccdo por T. gondii
nesses animais com uma concordancia acentuada (kappa=0,865). Dubey (2010)
considera a técnica de ELISA como conveniente para o diagnéstico da infeccao
toxoplasmica em galinhas em estudos de grande escala. A MAT, apesar de muito
utilizada, ainda nédo foi validada para o diagnéstico de toxoplasmose em galinhas
(Dubey 2010).

A RIFI apresentou baixa sensibilidade e especifidade e o valor kappa
moderado obtido ndo foi satisfatorio. Esses resultados podem ser explicados devido
ao tamanho da amostra e prevaléncia, demonstrando a necessidade de mais
estudos. Apesar de nao terem realizado comparacdao da RIFI com relacdo ao
bioensaio, Brandao et al. (2006) obtiveram resultados semelhantes aos nossos, ao
realizar o bioensaio em camundongos a partir de tecidos de 28 galinhas. Esses
autores isolaram T. gondii de nove das 15 galinhas com sorologia positiva pela RIFI
e em duas de 13 galinhas com sorologia negativa para mesma técnica. Foram
considerados positivos titulos iguais ou superiores a 16 e os titulos encontrados

variaram entre 16 e 1024.



7 CONCLUSOES

As frequéncias de anticorpos IgG anti-T. gondii em galinhas e um elevado
percentual de propriedades com casos positivos encontrados no municipio de Rio
Bonito sugerem grande contaminagcdo ambiental na area estudada.

A maior freqiéncia de galinhas positivas e os titulos mais altos encontrados
em Prainha sugerem uma maior contaminacdo ambiental nesse bairro em relacao
aos outros.

O isolamento de T. gondii em tecidos de galinhas do municipio de Rio Bonito
demonstra a existéncia de parasitos viaveis, capazes de infectar o homem e outros
animais pela ingestdo de carne crua ou mal cozida dessas aves e confirmam a
contaminagcao ambiental na regiéo.

A presenca de roedores e alimentacdo dos gatos com miudos de galinhas
crus ou mal cozidos tiveram associacdo com a positividade da RIFI para anticorpos
IgG anti-T.gondii em galinhas.

A RIFI apresentou baixa sensibilidade e especificidade e valor kappa
moderado na amostra estudada, porém um ndmero maior de amostras é necessario

para confirmar esses resultados.
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ANEXO A - Mapa da Regido das Baixadas Litoraneas
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ANEXO B - Medidas preventivas para toxoplasmose



Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz

Instituto Pesquisa Clinica Evandro Chagas

Pés-Graduacéo em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas

MEDIDAS PREVENTIVAS PARA TOXOPLASMOSE

1- Lavar bem as frutas e verduras antes de consumi-las.

2- Nao ingerir carnes e ovos crus ou mal cozidos.

3- Lavar bem as maos ap0s o contato com a terra ou horta.
4- Beber somente agua filtrada ou fervida.

5- Beber apenas leite fervido ou pasteurizado.

5- Lavar as maos ap06s o contato com 0s animais.

6- Fornecer racao ou alimentos bem cozidos aos gatos.

7- Cobrir os pocos afim de evitar que os gatos defequem na agua.

A doenca acomete homens e mulheres, porém as mulheres devem tomar
alguns cuidados adicionais:
¢ Aquelas que estejam pensando em engravidar devem fazer pré-natal
na unidade de saude mais proxima, visando averiguar se esta com
infeccdo recente e nesse caso, deve-se adiar os planos de gravidez
porque a infeccdo pode passar para o bebé e existe a possibilidade do
bebé nascer com graves problemas de saude;
¢ Portanto, é necessario que toda mulher gravida faca o monitoramento
sorolégico mensal (exame de sangue) para que seja avaliada a
presenca da infeccdo e caso seja necessario, o iniciar o tratamento;

¢ Faca o pré-natal e siga as orientacdes médicas.
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APENDICES



APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido



Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz

Instituto Pesquisa Clinica Evandro Chagas

Pés-Graduacéo em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Ocorréncia de toxoplasmose em Gallus gallus domesticus criadas
extensivamente para o consumo humano no municipio de Rio Bonito, Rio de
Janeiro, Brasil.

Tel. (21) 3865-9536 — Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses
Dr. Rodrigo Caldas Menezes

Dra. Tania Maria Pacheco Valente

Mestranda Luciana Casartelli Alves

N° Proprietério:
Bairro:

A toxoplasmose é uma doenga causada por um protozoario o Toxoplasma
gondii e pode infectar muitos animais, inclusive o homem. As principais formas de
transmissao sdo: materno-fetal (congénita), manipulacdo e ingestdo de carne crua
ou mal cozida infectada de mamiferos e aves, inclusive de galinhas, e o consumo de
agua, frutas e verduras contaminadas por oocistos esporulados.

A toxoplasmose no homem pode causar principalmente problemas oculares,
inclusive cegueira, manifestagcbes neurolégicas, adenopatias, febre, dores
musculares, aborto em gestantes e retardo mental em criancas recém-nascidas
sobreviventes a infeccdo congénita. As galinhas geralmente ndo apresentam sinais
clinicos, porém podem ser observadas manifestacbes neurologicas tais como
torcicolo, dificuldade de se levantar e decubito lateral.

Este projeto tem o objetivo de conhecer ocorréncia de toxoplasmose em
galinhas (Gallus gallus domesticus), a contaminagcdo do ambiente no qual sdo
criadas e as possiveis fontes de infeccdo humana e animal por essa doenca no
municipio de Rio Bonito, Rio de Janeiro. O estudo sera realizado nos bairros de
Pracga Cruzeiro, Cachoeira dos Bagres, Nova Cidade, Prainha e Boa Esperanca.

A sua participacdo consiste na autorizacdo para realizagdo de exame
laboratorial nas galinhas de sua propriedade e responder a um questionario
contendo informacdes pessoais e a respeito do manejo dos animais e do ambiente.

Para a retirada de sangue dos animais, eles deverdo ser contidos, seguindo
um protocolo estabelecido e adequado para a espécie animal examinada.

Serao retirados 3 mL de sangue de cada animal, para a realizacéo dos testes
soroldgicos, ELISA e RIFI que nos dardao como resultados, se o animal estd ou néo
infectado por toxoplasmose. O soro obtido sera armazenado e fara parte de um
banco de soros, que podera ser utilizado para futuras pesquisas. Possiveis riscos e
desconforto que podem ocorrer sao flebite e hematoma que desaparecerdo em
poucos dias. Sera feita a assepsia local prévia com alcool a 70% para evitar infec¢ao
secundéria e serdo utilizadas seringas, agulhas e gazes descartaveis. Apés a coleta



de sangue, serd realizada hemostasia por compressao com gaze esteéril por 30
segundos. Em seguida, os animais serao identificados por meio de anilha.

Posteriormente, sera feito um sorteio para selecionar propriedades onde
serdo compradas galinhas para a realizacdo do diagndstico de toxoplasmose no
sangue e tecido desses animais, que também poderdo ser usados para futuras
pesquisas. Os beneficios trazidos a comunidade serdo a realizacdo do exame
laboratorial que revelara se as galinhas estdo positivas ou ndo para toxoplasmose e
se, consequentemente, existe a contaminacdo no ambiente da propriedade. Os
resultados dos exames serdo entregues e explicados ao proprietario, que também
recebera orientacdo sobre as medidas preventivas da doencga. Os resultados desse
estudo serdo relatados a sua pessoa, sendo considerados confidenciais e podem
ser divulgados sob a forma de comunicagdo cientifica, sem que seja feita sua
identificacdo, garantindo assim o seu anonimato. Caso desista de participar do
estudo, ainda sim, recebera os resultados dos exames e orientacdo quanto as
medidas preventivas.

Afirmo que recebi uma coépia deste termo de consentimento e que li, entendi e
concordo voluntariamente em participar da pesquisa e que 0s procedimentos
descritos acima sejam realizados com 0s meus animais e em minha propriedade.

Assinatura do proprietario: R.G.
Testemunha: R.G.
Pesquisador: Tel.

Data: / /




APENDICE B - Inquérito Epidemiol6gico



Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz

Instituto Pesquisa Clinica Evandro Chagas

Pés-Graduacéo em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas

Rio Bonito Bairro: ID:
Data de preenchimento: / /2009

Aplicador: 1. ( )Luciana 2.( )Luiz 3.( )
Codificador: 1. ( ) Luciana 2.( ) Luiz 3.( )
Digitador: 1. () Luciana 2.() 3.( )

INQUERITO EPIDEMIOLOGICO

1. Quantas pessoas moram na propriedade?

2. Escolaridade:

() 1° grau incompleto. Quantos:
() 1° grau completo. Quantos:
() 2° grau incompleto. Quantos:
() 2° grau completo. Quantos:
() 3° grau incompleto. Quantos:
() 3° grau completo. Quantos:
() analfabeto. Quantos:

Noohk~wnhE

3. Atividades pecuarias da propriedade:
A .Natureza das atividades:

1.( ) somente avicultura 2. () avicultura e outra(s)
Quais:

B. As aves nasceram na propriedade?

1.( ) sim,todos 2.( )sim, alguns 3.( )nao
C .N° de aves:

Espécies de aves:

) galinhas ) gansos 3.( ) patos

D.
1. ( 2.(
4.( ) perus 5.( ) Outros:




E.Finalidade da criacdo das aves:
1.( ) subsisténcia 2.( ) comercial
4. Que tipo de agua é fornecida aos animais?

1.( ) é&guade rio /fonte 2. ( ) agua do poco
3. ( ) agua encanada (potavel) 4.( ) outro:

5. Que tipo de &gua é ingerida pelos humanos? CASO NAO SEJA AGUA DE
POCO, IR PARA A QUESTAO 7.

) agua de rio/ fonte

) agua do poco

) Agua encanada (potavel)
) agua filtrada

) agua fervida

) outro:

oahwnNE
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6. O poco é tampado?

1.( ) sim 2.( ) nao 3. ( ) nao sabe/ ndo respondeu
7. Ha roedores na propriedade?

1.( ) sim 2.( ) nao 3. ( ) nao sabe/ ndo respondeu
8. Qual é o método usado para controle de roedores?

1.( ) ativos (produtos quimicos, armadilhas, destruicdo de tocas)

g. E ) passivos (uso de gatos e/ ou depdsito de ragédo a prova de roedores)

) combinacédo de ambos os métodos

9. Ha gatos na propriedade ou vizinhan¢a?CASO NEGATIVO, IR PARA A
QUESTAO 11.

1.( ) sim 2.( ) nao 3.( ) nao sabe / ndo respondeu

10A. Caso POSITIVO na questao 9, especificar guantos gatos:

1.( )delab 2.( ) de6all
3.( ) maisde 10 4.( ) muitos (ndo sabe)
5. ( ) néo sabe / ndo respondeu.

B. Os gatos tém acesso as aves?

1.( )sim 2.( )nao 3. ( ) néo sabe / nao respondeu



C. Os gatos tém acesso aos alimentos e a agua que séo servidos
aos animais?

1.( )sim 2.( )nao 3.( ) né&o sabe/néo respondeu

D. Ha horta na propriedade? Caso NEGATIVO, ir para a letra F.
1.( ) sim 2.( )nao
E. Os gatos tém acesso a horta?
1.( )sim 2.( )nao 3. ( ) néo sabe / nao respondeu

F. Os gatos sédo alimentados com:
1.( ) carne ou miados de galinhas crus ou mal cozidos
2.( ) carne crua ou mal cozida de outro animal. Qual?
3.( ) restos de alimentos
4.( )racao
5.( ) outros:

11. Qual alimentacao é dada as galinhas?

1.( ) milho
2.( ) hortalicas
3.( )racao

4.( ) outros:

12. Antes de cozinhar, lava as méos?

1.( )sim 2.( )nao 3. ( ) nao sabe / ndo respondeu
13. Como a carne das aves é consumida?

1.( ) carnecrua

2.( ) carne mal cozida

3.( ) carne bem cozida

14. Como a carne de outros animais € consumida?

1.( ) carnecrua

2.( ) carne mal cozida

3.( ) carne bem cozida

15. Como o sangue das galinhas é consumido?

1.( )ecru 2.( )cozido

16. Como os ovos produzidos por essas aves sdo consumidos?



1.( )ovocru

2. ( ) ovo mal cozido (por ex. gemada, frito mal passado)
3.( ) ovocozido

4. ( ) outro:

17. Tem o habito de comer carne de caga? CASO NEGATIVO, PULAR PARA A
QUESTAO 109.

1.( ) sim 2.( ) nao 3. ( ) nao sabe/ ndo respondeu

18. Caso POSITIVO, qual carne?

19. Qual o tempo médio pararemocdao das carcacas de animais mortos?

1.( ) até 6 horas 2.( ) de7al2horas
3.( ) de 13 a 24 horas 4.( ) mais de 24 horas

20. Qual é o destino das visceras?

1.( ) enterrado 2.( )lixo 3. outro:

21. Existem casos de toxoplasmose em humanos na propriedade? Caso
NEGATIVO, pular para a questéo 23.

) sim. Quem?

1.(
2.( )nao

22. No caso de_POSITIVO na pergunta anterior, especifique

QUANTOS:

1.( )um 2.( )dois
3.( )trés 4. ( ) mais de trés

23. Alguma pessoa da propriedade conhece ou ja ouviu falar de alguém que
tenha toxoplasmose naregido?

1.( )sim 2.( )nao 3.( ) né&o sabe/néo respondeu



