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RESUMO

O Toxoplasma gondii ¢ um parasito coccidio que se localiza intracelularmente
em varios Orgdos e tecidos de uma ampla gama de hospedeiros. O estudo da
soroepidemiologia, deste parasito, na espécie felina ¢ de grande relevancia, pois o
estreito convivio de seres humanos com esses animais pode acarretar na transmissao de
algumas doengas como a toxoplasmose. Com o objetivo de contribuir com dados sobre
a freqiiéncia de anticorpos para Toxoplasma gondii em felinos domiciliados da cidade
de Porto Alegre, os soros desses animais foram avaliados pelas técnicas de
Hemaglutinagdo Indireta (HAI) e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). A
freqiiéncia de anticorpos de T. gondii para a amostragem em 245 soros felinos foi de
26,94% pela técnica de HAI e 37,96% pela técnica de RIFI. Dados epidemioldgicos
foram incluidos no trabalho, como género, raca, idade, acesso ou ndo a rua e tipo de
alimentagdo. Estes pardmetros foram analisados estatisticamente para mensurar suas
influéncias nos resultados obtidos com os testes. A percentagem de co-positividade e
co-negatividade nas duas técnicas foi de 56% e 90%, respectivamente, € uma
percentagem de concordancia total de 77,5%, enquanto que o valor Kappa foi de 0.49.
Este estudo mostra que os valores encontrados sdo relativamente altos, levando-nos a
crer, que estes felinos, em algum momento de sua existéncia poderiam ser fonte de
contaminagdo ambiental, como potenciais eliminadores de oocistos, principalmente
aqueles que tém livre acesso a rua.

Palavras-chave: anticorpos toxoplasmicos, felinos, HAI, RIFI, Porto Alegre



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an intracellular coccidian parasite that infects several
organs and tissues in a large variety of hosts. Its seroepidemiology in feline species is of
great value since the close relationship between human beings and cats may serve as a
vector for the transmission of some diseases such as toxoplasmosis. The sera of 245 cats
from Porto Alegre, southern Brazil, were submitted to indirect hemagglutination
antibody (IHA) test and to indirect immunofluorescence (IIF) assay in order to
determine the frequency of antibodies against Toxoplasma gondii. The IHA test showed
that 26.94% of the cats had antibodies against Toxoplasma gondii compared to 37.96%
in the IIF assay. Epidemiological data such as gender, race, age, access or not to the
street and eating behavior were assessed. These parameters were statistically analyzed
to measure the influence on test results. The co-positive and co-negative values
amounted to 56 and 90% for the IHA test and IIF assay, respectively, yielding an
overall agreement of 77.5% and a kappa coefficient of 0.49. The rates obtained by this
study are relatively high, leading us to the assumption that these cats, mainly those with
free access to the street, could be a source of environmental contamination, due to
oocyst shedding, at some time over the course of their lifetime.

Keywords: antibodies against Toxoplasma gondii, cats, IHA, IIF, Porto Alegre
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1 INTRODUCAO

Nicolle & Manceaux (1908), foram os primeiros pesquisadores a descobrir o
protozoario Toxoplasma em um roedor denominado Ctenodactylus gundi. Outros
pesquisadores, no mesmo ano € em anos seguintes, também descreveram este parasito
em outras espécies de mamiferos. O nome Toxoplasma tem origem grega (toxon= arco
e plasma= forma), tendo esta denominagdo por seu formato de lua crescente (DUBEY
& BEATTIE, 1988).

O primeiro relato do parasito em humanos ocorreu com Janku em 1923, que
encontrou T. gondii na retina de uma crianga com hidroencefalia. A patogenia em
humanos ndo tinha sido esclarecida, at¢ que Wolf e Cowen (1937) relataram uma
infecgdo congénita em um homem adulto, porém, a rota de transmissdo ainda
continuava um mistério. Em 1946, com o teste soroldgico desenvolvido por Sabin e
Feldman (prova do corante), tornou-se possivel associar outras sindromes a
toxoplasmose. Hutchison (1967) foi o primeiro a mostrar que os gatos podiam eliminar
T. gondii pelas fezes e postulou que os parasitos estariam contidos em ovos de
ascarideos do género Toxocara. Contudo, o T. gondii foi definitivamente separado do
Toxocara e sua infectividade foi relacionada com um pequeno oocisto coccidiano
(FRENKEL, DUBEY, MILLER, 1970; DUBEY ¢ BEATTIE, 1988; FRENKEL, 1997).

A toxoplasmose ¢ uma zoonose de grande importancia devido aos problemas
que causa tanto em animais domésticos como em humanos (APPLEFORD & SMITH,
2000). A ingestdo de carne contendo cistos de toxoplasma e alimentos ou agua
contaminados com oocistos sdo os principais modos de transmissdo do Toxoplasma
gondii para humanos e animais (DUBEY et al., 1999). Atualmente, segundo Tender et
al. (2000), os produtos sangiiineos, Orgdos para transplante e leite ndo pasteurizado
estdo sendo considerados como importantes vias de trasmissdo do T. gondii .

Na década de 90, a soroprevaléncia de mulheres em idade fértil, em paises como
Austria, Bélgica, Franga, Alemanha e Holanda, foi estimada em 37 a 58%. Em paises da
América Latina, incluindo a Argentina, Brasil, Cuba, Jamaica e Venezuela, este valor
foi mais elevado, variando entre 51-72%. Na Escandinavia, por possuir temperaturas
ambientais mais baixas, a prevaléncia encontrada variou de 11 a 28%. A toxoplasmose ¢

muito significativa em humanos, pois causam mortalidade e morbidade neonatal,
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principalmente lesdes oculares e alteragdes cerebrais graves. Nos ultimos anos o
panorama tornou-se mais severo com o advento da SIDA (Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida), enfermidade que permite a toxoplasmose causar graves
distarbios (TENDER et al., 2000).

Os felideos, tendo o gato como representante da espécie doméstica, sdo
importantes no ciclo de vida do T. gondii, por serem os nicos hospedeiros que podem
contaminar o ambiente com oocistos (DUBEY et al., 2004). Os oocistos sdo resistentes,
mantendo-se viaveis por longo tempo no meio ambiente, constituindo uma fonte
permanente de infecgdo (DUBEY et al., 1999). Os gatos tém por habito cagar pequenos
mamiferos ou passaros, € estes, muitas vezes, acham-se infectados pelo parasito na
forma de cistos teciduais (TENDER et al., 2000).

Os cistos teciduais, encontrados em carnes para consumo humano e animal, sdo
também importantes fontes de infec¢do. Em animais de producdo onde detectaram um
maior numero de cistos teciduais foram: suinos, ovinos e caprinos; € em menor
freqiiéncia em frangos. Cistos tissulares raramente foram achados em bovinos
(TENDER et al., 2000).

Recentemente, o T. gondii foi descrito em varios mamiferos marinhos, sugerindo
a contaminagdo dos oceanos por oocistos. As prevaléncias encontradas nestes estudos
alcangam uma positividade de até 96,8% em golfinhos ¢ 77% em lontras marinhas,
podendo ter como hospedeiros de transporte, animais invertebrados marinhos (DUBEY
et al., 2003). Moluscos marinhos podem funcionar como fonte potencial de infec¢do por
Toxoplasma gondii, pois tanto humanos como animais alimentam-se deles (DUMETRE
e DARDE, 2003).

O estudo foi realizado na cidade de Porto Alegre, Estado do Rio Grande
do Sul. Foram testados e analisados soros de felinos domésticos atendidos em clinicas
particulares, de ambos os géneros, com idades distintas e ragas variadas. Nesta cidade
ndo havia dados epidemioldgicos suficientes para a toxoplasmose felina, este estudo
teve uma importancia significativa, pois acrescentou informagdes nunca antes descritas,
sendo o nimero de felinos adotados no meio urbano muito elevado, propiciando um
maior contato entre homem e animal. Houve a colaboragdao do Laboratorio de Analises
Clinicas Veterinarias (PETLAB).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Gerais:
e Contribuir para o conhecimento sobre a epidemiologia da toxoplasmose no

meio urbano de Porto Alegre, RS.

1.1.2 Especificos:

e Avaliar a freqiiéncia de anticorpos para Toxoplasma gondii em soros de
felinos domiciliados na cidade de Porto Alegre, RS.

e Determinar se existe diferenga significativa entre as técnicas de RIFI e HAI,
nos soros testados.

e Analisar estatisticamente os resultados, estabelecendo a influéncia das

variaveis: género, raga, idade, ter acesso ou ndo a rua e o tipo de alimentagao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Etiologia

A toxoplasmose ¢ causada por um parasito, o Toxoplasma gondii, que se
caracteriza por ser um protozoario coccidiano, sendo seu ciclo evolutivo muito
complexo. E considerada uma das zoonoses mais disseminadas no mundo. Seus
hospedeiros definitivos sdo o gato doméstico e varias espécies de felideos silvestres, no
intestino dos quais ocorre o ciclo sexuado do parasito. Estes animais também sdo
hospedeiros intermediarios, com um ciclo parasitario tissular, extraentérico e assexuado.
Ambos os ciclos podem ocorrer simultaneamente (ACHA e SZYFRES, 1977).

O Toxoplasma gondii possui trés estagios infectantes: os taquizoitos (em
pseudocistos ou livres), os bradizoitos (nos cistos tissulares) e os esporozoitos (nos
oocistos) (DUBEY e BEATTIE, 1988).

Os taquizoitos sdo organismos de multiplicacdo rapida, encontrados na infec¢ao
aguda, também chamados de forma proliferativa e trofozoitos. Eles multiplicam-se por
endodiogenias sucessivas em vacuolos intracitoplasmaticos. O seu desenvolvimento
ocorre em quase todas as células e tecidos de mamiferos e aves, tornando-os uns dos
parasitos de menor especificidade. No ambiente externo, sdo muito labeis as
temperaturas extremas, a dessecagdo e a pressdo osmotica. Nao resistem, também, a
acdo do suco géstrico, somente se estiverem protegidos por tecidos que parasitam
(FREYRE, 1989; FRENKEL, 1997; DUBEY, LINDSAY e SPEER, 1998).

Eles invadem células nucleadas de qualquer tecido, mas parasitam
preferencialmente o sistema muscular e nervoso. O nimero de parasitos por célula pode
variar de poucos organismos a varios. Do ponto de vista médico, esta fase ¢ importante,
porque o parasito fica vulneravel aos farmacos (ACHA e SZYFRES, 1977).

Taquizoitos de T. gondii foram encontrados no leite de varios hospedeiros
intermediarios, incluindo ovinos, caprinos ¢ bovinos (DUBEY ¢ BEATTIE, 1988). Em
humanos a infec¢ao aguda foi associada, somente, ao consumo de leite caprino nao
pasteurizado (SKINNER et al., 1990).

Os organismos de multiplicagcdo lenta, formadores de cistos no hospedeiro, sdo
denominados de bradizoitos. Estas formas desenvolvem-se durante a infec¢ao cronica
em varios tecidos e Orgdos como, por exemplo, o cérebro, retina, musculatura

esquelética, musculo cardiaco. Sua multiplicagdo se d4 por endodiogenia. Os cistos
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persistem nos hospedeiros durante muito tempo, especialmente no tecido cerebral, pois
constitui um refiigio especial, possivelmente, por estarem protegidos contra a entrada de
anticorpos (ACHA e SZYFRES, 1977, FRENKEL, 1997; DUBEY, LINDSAY e
SPEER, 1998). A parede do cisto se dissolve rapidamente quando sofre a agdo do suco
gastrico, mas os bradizoitos sdo resistentes, por isso t€m uma grande importancia na
epidemiologia como fonte de infeccdo (FREYRE, 1989).

Os oocistos sdo formados apos a reprodugdo sexuada, no intestino dos
hospedeiros definitivos. Eles sdo eliminados junto com as fezes, ndo esporulados. Apos
1-5 dias no meio ambiente apropriado, eles esporulam. Os oocistos esporulados
possuem dois esporocistos contendo cada um, quatro esporozoitos. Eles sdo muito
resistentes ao meio ambiente, podendo persistir, em condi¢des ideais, por mais de 18
meses, sobrevivendo por periodos curtos em locais frios ou desérticos (TENDER et al.,
2000). Em condi¢des de laboratorio, o oocisto esporulado sobrevive a 4°C por 54 meses
em agua sem nenhuma substincia preservativa e entre -5°C e -10°C por 106 dias
(DUBEY, 1998c).

2.2 Sistematica

Segundo Levine et al. (1985), o género Toxoplasma tem a seguinte classificagéo:
Reino: Protista

Sub-reino: Protozoa

Filo: Apicomplexa

Classe: Sporozoasida

Subclasse: Coccidiasina

Ordem: Eucoccidiorida

Subordem: Eimeriorina

Familia: Sarcocystidae

Género: Toxoplasma
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2.3 Morfologia

O Toxoplasma gondii ¢ um protozoario intracelular obrigatorio apresentando trés

formas distintas:

2.3.1 Taquizoitos

Sao trofozoitos de proliferagdo rapida, apresentam-se em formas agrupadas em
pseudocistos ou livres nos tecidos e oOrgdos dos hospedeiros definitivos ou
intermediarios. Sdo caracteristicos da fase aguda da infec¢ao toxopldsmica, ndo resistem
a digestdo gastrica e no meio ambiente sobrevivem por pouco tempo. Ocorrem na
lamina propria das células intestinais, em 1-6 dias pos-infeccdo. Eles infectam
neutrofilos, linfocitos, células linfaticas endoteliais, macrofagos, fibroblastos e
ocasionalmente eosino6filos. Sua importancia epidemioldgica reside no fato desta forma
ser transmitida verticalmente, ou seja, no decorrer da gestagcdo, por via transplacentaria
(LARSSON, 1989; P1ZZI, 1997, TENDER et al, 2000; SPEER ¢ DUBEY, 2005).

Apresenta uma forma de lua crescente, com o extremo posterior arredondado e
o extremo anterior agudo. Suas medidas variam de 2-3 um de largura por 6-7 pum de
comprimento. Na microscopia Optica com coloragdo de Giemsa, o citoplasma possui
coloragdo azulada (basofilo) pela grande quantidade de RNA e o nucleo apresenta-se
avermelhado (acidofilo). Caracterizam-se, também, por serem gram-negativos (PIZZI,
1997).

Na microscopia eletronica podem-se analisar as seguintes estruturas: parede
celular, formadas por trés membranas que sdo interrompidas na regido micropilar e na
porcdo mais apical da regido anterior (complexo apical); condide, estrutura cilindrica
constituida por trés anéis polares onde se originam 22 microtibulos de natureza
contractil e responsaveis pelo movimento do parasito, as roptrias € micronemas, que
secretam substincias proteoliticas facilitando a penetragdo nas células hospedeiras; o
nucleo localiza-se na regido central com tendéncia a regido posterior; observam-se
também a presenga do complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, ribossomos,
vactuolos e mitocondrias (FREYRE, 1989; FRENKEL, 1997). O taquizoito, apos
penetrar na célula hospedeira, possui o formato ovoide e ¢ circundado por um vacuolo
parasitoforo o qual se deriva do parasito e da célula (FREYRE, 1989).

A multiplicagdo dos taquizoitos por endodiogenia (Figura 1) destréi a célula

hospedeira, produzindo lesdes. A gravidade dessas lesdes depende da capacidade de
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auto-regeneragdo das células (KAWAZOE, 2000; SPEER e DUBEY, 2005).

A resposta imune através de macrofagos/mondcitos (Figura 2) com auxilio de
anticorpos especificos das classes IgM e IgG, em um primeiro momento e, a seguir de
linfocitos T sensibilizados, tendem a freiar a infec¢do, fazendo com que os taquizoitos
se transformem em bradizoitos, formando cistos teciduais, onde permanecem por toda a
vida do hospedeiro (CAMARGO, 1996).

Segundo Lyons, McLeod e Roberts (2002), esta transformacao de taquizoito em
bradizoito e vice-versa, depende da diferenca de pH do meio, diferenca brusca de
temperatura, presenga ou auséncia de 6xido nitrico, inibicdo mitocondrial e outros
fatores.

Apds a ingestdo, pelo hospedeiro, de esporozoito ou bradizoito, estes se

convertem em taquizoitos num periodo de 18 horas (DUBEY, 1998b).

Figura 1 — Endodiogenia: T. gondii formando células-filhas dentro da célula-mae.
Fonte: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/3/39/Toxoplasma_gondii_tachy.jpg/180px-

Figura 2 — Taquizoitos de T. gondii em macréfago de camundongo: formas em roseta (Giemsa)
Fonte: Dubey J. In: Mandell GL, Bennett JE & Dolin R. Principles and Practice of Infectious Diseases
2005. Elsevier. Philadelphia)
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2.3.2 Bradizoitos

A medida que se desenvolve a imunidade no hospedeiro, comegam a aparecer
formas resistentes do parasito denominados bradizoitos ou cistozoitos. Eles localizam-
se dentro do vacuolo parasitoforo em uma célula, cuja membrana forma a capsula do
cisto tecidual (Figura 3), tendo como caracteristica a multiplicagdo lenta, por
endodiogenia ou endopoligenia. Os cistos variam de tamanho, podendo ser pequenos
com 4 bradizoitos (5 um de diametro) a cistos grandes, medindo aproximadamente 50
pum a 200 pm de didmetro, contendo centenas de organismos (LARSSON, 1989;
DUBEY, LINDSAY E SPEER, 1998; KAWAZOE, 2000).

A cépsula do cisto ¢ resistente e elastica, composta de proteinas que fazem um
isolamento dos bradizoitos, impedindo a acdo dos mecanismos imunoldgicos do
hospedeiro. Em esfregacos, eles medem cerca de 2 x 7 pm e assemelham-se muito com
os taquizoitos. Seu nucleo localiza-se mais posteriormente quando comparado aos
taquizoitos, estes tem sua localizacdo mais central. Os bradizoitos resistem a digestdo
péptica e triptica (DUBEY, LINDSAY e SPEER, 1998; KAWAZOE, 2000).

Figura 3 - Estrutura cistica de T. gondii em tecido cardiaco humano
Fonte: www.conganat.org/.../063/images/figura6.jpg
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Figura 4 - Cisto de T. gondii - M. E. (microscopia eletronica)
Fonte: http://www.monografias.com/trabajos16/toxoplasmosis-congenita/toxoplasmosis-
congenita.shtml

2.3.3 Esporozoitos

Os esporozoitos contidos nos oocistos sdo ultra-estruturalmente similares aos
dois estagios mencionados anteriormente. Eles sdo produzidos nas células intestinais de
felideos ndo imunes e eliminados imaturos junto com as fezes. Os oocistos
desenvolvem-se a partir dos gametocitos, apdés um ciclo reprodutivo sexuado
enteroepitelial (FRENKEL, 1997; KAWAZOE, 2000).

Os oocistos ndo esporulados sdo subesféricos a esféricos e medem 10-12 pm de
didmetro. A esporulagdo ocorre no ambiente, variando de um a cinco dias conforme as
condi¢des de aeracdo e temperatura. Os oocistos esporulados apresentam-se na forma
subesférica a elipsoidal e possuem de 11-13 pm de didmetro. Cada organismo possui
dois esporocistos, contendo, cada um, quatro esporozoitos (DUBEY, LINDSAY e
SPEER, 1998).

Os oocistos podem permanecer infectantes no meio ambiente por até dois anos,
na agua corrente podem viver por 20 meses. Resistem ao hipoclorito de sodio a 5% e a
acdo do formol 1% por seis dias (oocistos maduros). Os oocistos imaturos sao mais
sensiveis e sao destruidos pela dessecagdo e produtos desinfetantes (PIZZI, 1997). As
condigdes ideais para que esporulem sdo a uma temperatura de 20°C e a uma umidade
de 65% (LINDSAY et al., 1997).

2.4 Ciclo Evolutivo

O T. gondii é um parasito com um ciclo evolutivo complexo (Figura 5). Os
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felideos sao denominados de hospedeiros completos, pois apresentam o ciclo extra-
intestinal ou assexuado e o ciclo enteroepitelial ou sexuado. O homem, mamiferos,
répteis, aves e alguns invertebrados sao os hospedeiros intermedidrios ou incompletos,
pois neles ocorre somente o ciclo extra-intestinal (FRENKEL, 1997; DUBEY, 2004).

A toxoplasmose além de ser transmitida através das fezes dos felideos
(oocistos), ¢ disseminada pela via transplacentaria (taquizoitos) e pelo carnivorismo
(cistos) (FREYRE 1989; DUBEY, 2004).

O periodo pré-patente nos felideos varia de acordo com o estagio do T. gondii
que o animal ingere. Menos de 50% dos gatos elimina oocistos depois da ingestdo de
taquizoitos ou oocistos, enquanto que, quase todos os felinos eliminam oocistos apds a
ingestao de cistos teciduais (DUBEY e BEATTIE, 1988; DUBEY, 1994; URQUHART
et al, 1998).

2.4.1 Ciclo extra-intestinal

O desenvolvimento extra-intestinal do T. gondii ¢ o mesmo em todos os
hospedeiros, incluindo felideos € 0 homem. Os hospedeiros intermediarios contaminam-
se através das trés formas do parasito. Apds a ingestdo das formas infectantes, elas
penetram nas células do hospedeiro localizando-se dentro do vactolo parasitoforo
(vacuolo citoplasmatico), inicia-se, entdo, o processo de reproducao assexuada por
endodiogenia. A multiplicagdo ¢ repetida rapidamente, tendo como conseqiiéncia o
rompimento das células. Os taquizoitos levados pela corrente sangiiinea ou linfatica
penetram em novas células. Esta fase de multiplicagdo rdpida caracteriza a fase
proliferativa do parasito e a fase aguda da doenca, em geral aparecendo apds os
primeiros dias de infec¢cdo (5-15 dias) (PIZZI, 1997; NEVES, 2003; FORTES, 2004;
DUBEY, 2005).

Os fatores que interferem na duracdo da fase aguda sdo: a quantidade de formas
infectantes ingeridas, a patogenicidade de cepa, o estado imunitario do hospedeiro
(NEVES, 2003).

Na fase cronica ha a formagao de cistos teciduais, os quais possuem em seu
interior bradizoitos. Estes organismos multiplicam-se lentamente por endodiogenia
(CAMARGO, 1996; DUBEY, LINDSAY e SPEER, 1998). Alguns bradizoitos
convertem-se em taquizoitos, na lamina propria do intestino delgado, 18 horas apds a
ingestdo dos cistos. Estes taquizoitos migram para os tecidos extra-intestinais, a

parasitemia ndo ¢ detectada até 24 horas pos infec¢do (GROSS et al, 1996; DUBEY,
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1998a; BLACK e BOOTHROYD, 2000).

O parasito tem alta afinidade pelo sistema nervoso e muscular. Os cistos
localizam-se, predominantemente, no sistema nervoso central, olhos, na musculatura
esquelética e cardiaca (TENDER, 2000). Em alguns hospedeiros intermediarios, eles
permanecem por toda a vida, sem causar nenhuma alteracdo em sua satde. Alguns
pesquisadores acreditam que os cistos rompem-se, periodicamente, ocorrendo a
transformagdo dos bradizoitos em taquizoitos, estes invadem as células do hospedeiro
transformando-se em bradizoitos novamente, tendo uma nova fase de encistamento
(DUBEY, LINDSAY e SPEER, 1998).

A localizagdo e o nimero de cistos teciduais diferem conforme o hospedeiro e o
tipo de cepa do parasito. Em camundongos e ratos, sdo detectados mais cistos no
cérebro do que nos tecidos vicerais, na maioria dos mamiferos (bovinos, felinos, ovinos
e caprinos) ocorre o inverso, a maioria dos cistos ¢ encontrada nas visceras ¢ musculos

(DUBEY, 1998a).

2.4.2 Ciclo enteroepitelial

O ciclo de vida do T. gondii no hospedeiro definitivo caracteriza-se por duas
fases distintas: uma fase assexuada ou merogonia, com cinco diferentes formas (A a E)
e uma fase sexuada ou gametogonia, que termina com a formagdo dos oocistos
(KAWAZOE, 2000; NEVES, 2003; SPEER e DUBEY, 2005). A ingestdo de cistos pelo
hospedeiro definitivo caracteriza o fechamento do ciclo evolutivo do parasito. Estes
cistos sofrem dissolugdo pelas enzimas proteoliticas do trato gastrintestinal, liberando os
bradizoitos, os quais infectam as células epiteliais do intestino delgado dos felinos
(DUBEY, 1994). Alguns parasitos disseminam-se para os tecidos extra-intestinais
(DUBEY, 2004). Outras formas que comumente infectam esses hospedeiros sdo os
oocistos, que sdo capazes de atravessar a barreira géstrica e liberar os esporozoitos no
intestino (NEVES, 2003).

Nos felinos, o periodo pré-patente varia conforme o material infectante. Eles
excretam oocistos nas fezes de 3-10 dias apds a ingestdo de bradizoitos; 18 dias ou
mais, depois de ingerirem oocistos esporulados ¢ 11-17 dias apds a contaminagdo com
taquizoitos (DUBEY, 2006).

Na merogonia, quaisquer das formas infectantes ingeridas podem penetrar no

epitélio intestinal, onde se multiplicam por endodiogenia, seguidas por esquizogonia
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(merogonia), produzindo esquizonte maduro ou meronte. As células epiteliais rompem-
se liberando os merozoitos e estes penetram em outras células, dando inicio a formagao
dos gametdcitos e da fase sexuada. O macrogameta (gametdcito feminino) e o
microgameta (gametocito masculino) unem-se formando o ovo ou zigoto. Ocorre a
formagdo de uma parede dupla, dando origem ao oocisto imaturo (FREYRE, 1989;
LARSSON, 1989; NEVES, 2003; DUBEY 2004).

Os oocistos sdo eliminados com as fezes dos felinos, ndo esporulados. A
esporulacdo ocorre no meio ambiente entre 1-5 dias, e ¢ dependente da aeracdo e
temperatura ideais (DUBEY e BEATTIE, 1988; FRENKEL, 1997). Eles eliminam
oocistos, na primoinfec¢do, por um periodo curto, entre trés e 15 dias, adquirindo

imunidade, cessa a eliminagdo (DUBEY e THULLIEZ, 1989; NEVES, 2003).
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2.5 Imunologia

O T. gondii pode multiplicar-se em varias células de seus hospedeiros. Todas as
formas extracelulares do parasito sdo diretamente afetadas pelos anticorpos, o que ndo
ocorre com as formas intracelulares. Os fatores celulares, incluindo linfocitos e
linfocinas, sdo mais importantes do que os fatores humorais na destrui¢do do T. gondii
(KAWAZOE, 2000; DUBEY, 2004; LANG, GROB e LUDER, 2007).

A 1imunidade inato-inespecifica inclui os macréfagos, polimorfonucleares,
mondcitos, cé€lulas citotoxicas naturais (Natural Killer), complemento, lisoenzimas,
proteina C reativa e interferon. A imunidade adquirida-especifica caracteriza-se pela
presenca de linfocitos T, B, e imunoglobulinas (BENVISSUTO, 1997).

As linfocinas sdo importantes no controle do parasito, assim como o interferon-
gama que ativa o macrdfago para que ocorra a destrui¢io do T. gondii (MACEDO,
1994; NEVES, 2003). O interferon-gama também inibe o processo alimentar dos
taquizoitos, induzindo a diferenciacdo desses em bradizoitos, e estimula o afluxo de
macrofagos e outras células defensivas, mantendo os bradizoitos em laténcia,
permanecendo, o paciente, na fase cronica (NEVES, 2003).

Durante a fase proliferativa, inicia-se a formagao de anticorpos especificos e o
desenvolvimento de mecanismos imunocelulares. Na fase cronica, somente o0s
bradizoitos ou taquizoitos intracelulares persistem, sendo responsaveis pela manutencao
de titulos sorologicos que podem durar por toda a vida dos hospedeiros (KAWAZOE,
2000). Nos mecanismos humorais ocorre, primeiramente, a producdo de
imunoglobulina M (IgM), que caracteriza a fase aguda da infeccao, seguida da producao
de imunoglobulina G (IgG). A elevagao nos titulos de IgM ocorre por um periodo curto,
sendo que a IgG persiste , com titulos elevados, por um longo periodo. A infec¢ao por
via oral induz a formacdo de imunoglobulina A (IgA), esta ndo possui capacidade
protetora, sao apenas indicadores da doenca (CHEMELLO, ECKERT e TEIXEIRA,
1998). Os felinos quando se infectam por ingestdo de cistos, soro-convertem (IgG) entre
2 a 5 semanas pos-infecgdo (TENDER et al., 2000).

A IgM e IgA sdo macroimunoglobulinas incapazes de atravessar a placenta,
razdo pela qual sdo utilizadas para o diagnostico da toxoplasmose congénita. Cerca de 8
a 12 dias apdés a infecgdo, a IgG pode ser detectada nos testes sorologicos,
permanecendo detectdveis enquanto durar a infec¢do (KAWAZOE 2000; NEVES,
2003).
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2.6 Epidemiologia

Os inumeros inquéritos de prevaléncia realizados nas diferentes espécies animais
nos fornecem uma visdo do quanto que a toxoplasmose ¢ disseminada no Brasil e em
outros paises. Os animais classificados como positivos, com titulos que variam de 1:16
a 1:256, nos varios testes para deteccdo de anticorpos, sdo aqueles que em algum
momento de sua vida entraram em contato com o T. gondii. Em virtude de sua resposta
organica ou das caracteristicas de patogenicidade e viruléncia do agente, ou mesmo da
dose infectante, ultrapassaram o quadro da doenca clinica, permanecendo apenas com
uma “cicatriz” imunologica pelo resto da vida (LARSSON, 1989).

A prevaléncia sorologica, em gatos, € importante para determinar o significado

epidemioldgico da infecgdo por Toxoplasma gondii.

Tabela 1 - Soroprevaléncia de anticorpos para T. gondii em gatos domésticos nos Estados Unidos.

Local Tipo de n° de gatos % Teste Cut-off  Referén
gatos Soropositivos Sorologico cias
Claus et
Ohio Urbano 1000 39 IFT* 1:16 o
(1977)
Ohio Rural 275 48 MAT® 1:25  Dubeyetal
(2002)
Iowa Rural 74 42 MAT 1:32 Smith et
: al. (1992)
Illinois Rural 391 68 MAT 1:25 Dubey et
al. (1995)
Rhode Island ~ Urbano 200 42 MAT 1:25 DeFeo et
al.(2002)
Iowa Rural 157 58 DT* 1:4 Dubey
(1973)
Kansas Rural 510 16 DT 1:4 Dubey
(1973)
aTeste de Imunofluorescéncia Indireta Adaptado de Dubey, 2004

bTeste de Aglutinagdo Modificado
cDye test.



Tabela 2 - Soroprevaléncia de anticorpos para T. gondii em gatos domésticos em varios paises.

Pais Ano % N° amostras Meétodo Referéncias
amostra  Soropositi testadas
VoS
. Fernandes et
Argentina 1993 20 169 HAI al. (1995)
Brasil 1996-97 18 248 IFI Lucas et al.
(1999)
. Alcaino et al.
Chile 1992 40 65 HAI (1992)
Cabannes et
Franga 1997 43 519 IFI al. (1997)
Unberhauen
Alemanha 1990 46 231 IFI (1991)
Italia 1996 9 113 IFI Bartoli et al.
(1996)
~ Nogami et
Japao 1998 6 800 AL al. (1998)

. Galvan et al.
México 1999 71 24 ELISA (1999)

. Chong et al.
Singapura 1992 7 15 AL (1993)

. Lin et al.
Taiwan 1990 8 117 ELISA (1990)
Turquia 1994 43 65 SF Inci et al.

q (1996)

HAI, Hemaglutinag8o indireta; IFI, Imunofluorescéncia indireta; AL, Aglutinagdo em latex; ELISA,

Enzime-linked immunosorbent assay; SF, Sabin-Feldman.
Adaptado de Tender et al., 2000
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Tabela 3 - Prevaléncia de anticorpos para Toxoplasma gondii em gatos domésticos, registrada em
diversos inquéritos soroldgicos no Brasil.

Localidade Teste sorologico N° animais % Positivos Referéncias
Rio Grande do Sul HAI 100 24,0 Mendez (1983)
Sao Paulo RIFI 27 25,9 Rosa et al.(1987)
Sao Paulo RIFI 350 37,7 Camargo et
al.(1998)
Séo Paulo e RIFI 191 19,4 Langoni et
Parana al.(1998)
Rio Grande do Sul HAI 100 37 Araujo et
al.(2003)
Rio de Janeiro HAI 41 21,9 Netto et al.(2003)
Parana MAT 58 84,4 Dubey et al.(2004)
Sao Paulo MAT 237 35,4 Pena et al.(2006)
Sao Paulo RIFI 400 25 Bresciani et
al.(2007)

HAI, Hemaglutinacdo indireta; RIFI, Rea¢do de Imunofluorescéncia indireta; MAT, Teste de aglutinagdo

modificado.

Mendez (1983), em Porto Alegre, RS, observou uma prevaléncia de 24% de
felinos soropositivos para T. gondii e Araujo et al. (2003), constataram, na mesma
cidade, 37% de animais reagentes para este parasito. A prevaléncia encontrada por
Dubey (2002) foi de 48% de positividade para T. gondii em felinos, no Estado de Ohio,
EUA, sugerindo que o ambiente rural estd muito contaminado com oocistos. Garcia et
al. (1999), observaram uma prevaléncia, em soros de felinos, de 73% para
toxoplasmose, na regido rural do municipio de Jaguapita, Parana, Brasil. Lucas et al.
(1999), no Estado de Sao Paulo, analisaram 248 soros de felinos e constataram uma
soroprevaléncia de 17,7%, sendo a freqiiéncia maior em gatos mais velhos, naqueles
alimentados com carne crua e com livre acesso a rua. Os resultados demonstraram que
o tipo de alimentacdo e a manutengdo do animal exclusivamente domiciliar ou com
livre acesso a rua, sdo fatores de risco igualmente importantes na ocorréncia da
infec¢do toxoplasmica em gatos. Mir¢ et al. (2004), demonstraram uma soroprevaléncia

de 32,3% de positivos em 585 soros testados. Encontraram diferenca significativa em
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gatos de rua e propriedades rurais quando comparados com gatos domiciliados, sendo
que os primeiros tiveram uma prevaléncia mais alta.

Segundo Dubey (2002), os felinos chegam a eliminar cerca de 360 milhdes de
oocistos em um dia. Powell, Brewer ¢ Lappin (2001), detectaram T. gondii no leite de
cinco gatos infectados experimentalmente, os métodos utilizados para este resultado
foram o PCR e o bioensaio em camundongos.

Os oocistos deste parasito sdo extremamente resistentes as influéncias do meio
ambiente, podendo esporular e sobreviver na 4gua do mar, por varios meses (LINDSAY
et al.,, 2003). Lindsay, Blagburn e Dubey (2002), constataram que oocistos ndo
esporulados podem ficar viaveis, na temperatura de 4°C, por varios meses.

Animais de criagdo como bovinos € ovinos contaminam-se, com 0 parasito,
durante os periodos de alimentagdo com concentrados antes da fecundagdo ou do parto,
sendo as ragdes armazenadas previamente contaminadas por fezes de felinos, contendo
milhdes de oocistos. A disseminagdo de oocistos pode ocorrer através de insetos
coproéfagos, contaminando verduras, carnes e forragens. A prevaléncia da infecg¢do ¢
mais alta em veterinarios, funcionarios de abatedouros ¢ em pessoas que lidam com
gatos (ARAUJO, SILVA e LANGONI, 1998; URQUHART et al., 1998).

O homem infecta-se com o Toxoplasma gondii ao ingerir carnes cruas ou
insuficientemente cozidas; oocistos esporulados do parasito contidos em alimentos ou
agua; pela via transplacetaria; por penetragao ativa do protozoario através das mucosas
ocular e orofaringea. O transplante de orgaos pode ser uma via de transmissao,
ocasionando, muitas vezes, a toxoplasmose clinica (FREYRE, 1989; DUBEY et al.,
1999; HUGHES et al., 2000). As moscas coprofilas e baratas podem atuar com
hospedeiros de transporte, para oocistos fecais do gato, contaminando os alimentos
(ACHA e SZYFRES, 1977).

Estima-se que 1/3 da populagdo mundial possua anticorpos para o T.gondii. Esta
taxa aumenta com a idade do individuo, devido a oportunidade maior de adquirir a
infeccdo (HILL e DUBEY, 2002). O Brasil apresenta indices que se encontram entre os
mais altos descritos, onde inquéritos sorologicos registrados demonstram uma
prevaléncia variando de 37% a 91% (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Nos Estados
Unidos e Reino Unido a prevaléncia estimada ¢ de 16-40%, enquanto que na América
Central e do Sul e no continente Europeu, a estimativa é de 50-80% (TENDER et al.,
2000; JONES et al., 2001). No municipio de Sdo Paulo em 2002, constatou-se uma
prevaléncia de 32,4% (110/339) de positividade em criangas entre um e 15 anos, para T.

gondii, submetidas ao teste de Imunofluorescéncia Indireta (FRANCISCO et al., 2006).
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Heukelbach et al. (2007), observaram em Cascavel, Estado de Fortaleza, do total de 231
mulheres gravidas, uma positividade para Toxoplasma gondii de 69,7%, com 68%
positivas, menores de 25 anos. Carmo et al. (2005), no estudo em 11 pacientes adultos
de ambos os sexos, encaminhados por oftalmologistas, com diagnostico clinico de
toxoplasmose ocular, ao Instituto Evandro Chagas, Pard, constataram na pesquisa de
anticorpos séricos 100% de positividade. Na pesquisa de anticorpos no humor vitreo,
seis pacientes apresentaram IgG (66,7%). Em Istambul, Turquia, Tugal-Tutkun et al.
(2005), obtiveram de 109 pacientes do Departamento de Oftalmologia, uma prevaléncia
sorologica de 100% para T.gondii (IgG), destes, todos apresentaram vitrite, 49,5%
uveite anterior e 33% periflebite. Zapata, Reyes e Holst (2005), na Costa Rica,
constataram uma prevaléncia de anticorpos IgG para T. gondii de 58% (232/400). Ao
analisarem essa soro-positividade por categoria etdria, observaram uma tendéncia a
aumentar com a idade, variando de 42,6% para os jovens (19 a 25 anos) até 67,2% para
o grupo com idades de 36 a 40 anos. Em relacdio a condi¢do sbcio-econdmica,
constataram uma positividade mais elevada (67,1%) em individuos mais pobres ¢ de
procedéncia da zona rural (62,7%).

A infeccao em adultos geralmente ¢ assintomatica, no entanto, ocorre doenca
grave em pessoas imunocomprometidas e recém nascido (DUBEY, 2004). A
importancia da toxoplasmose, em Saude Publica, reside sobre tudo na gravidade da
infeccdo congénita e suas seqiiclas (ACHA e SZYFRES, 1977). Em pacientes aidéticos
de Uganda, Africa, Lindstrom et al. (2006), detectaram em 130 pessoas, uma
prevaléncia de 54% de positividade para a toxoplasmose. Destes, 93% apresentavam
severo-cronica dor de cabeca, sendo também observadas convulsdes, paralisias,
confusdo mental e febre. Seus resultados também mostraram que um em quatro
pacientes com neurologia focal sofria de toxoplasmose causada pela reativacdo do
parasito. No Brasil, Barbosa et al. (2007), relataram dois casos, em pacientes aidéticos,
que apresentaram toxoplasmose aguda como primeira manifestagdo oportunista da
SIDA. Os achados clinicos e laboratoriais foram similares aos de um choque séptico,
evoluindo rapidamente para morte. Na necropsia foi observada presenca de taquizoitos
e cistos de Toxoplasma gondii na maioria dos 6rgdos examinados.

O consumo de carnes mal cozidas de ovinos, suinos, caprinos, frangos e outros
animais domésticos e selvagens, ¢ um habito muito comum, que contribui para a
transmissdo da infec¢do toxopldsmica. Mas, atualmente, este consenso estd mudando
(McALLISTER, 2005). Hall et al. (1999), relatam uma alta taxa de prevaléncia em

varios grupos de vegetarianos restritos, sendo a transmissao por oocistos mais comum
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do que se imaginava. Contribuindo com estes fatores, um grande surto de toxoplasmose
foi detectado, no Canadd, pela distribui¢do de agua municipal, esta se encontrando
contaminada por oocistos de T. gondii (BOWIE et al., 1997; ISSAC-RENTON et al.,
1998). Bahia-Oliveira et al. (2003), constataram, em Campos dos Goytacazes, Brasil,
num estudo que compreendeu 1436 pessoas, 84% de positividade para toxoplasmose em
individuos de baixa renda, 62% e 23% de positivos, em individuos de classe média e
alta, respectivamente. Estes resultados tiveram como causa a contaminagao por oocistos
da dgua que abastece a cidade. As pessoas sem recursos financeiros foram as de
prevaléncia mais alta, pois ingeriram agua sem tratamento prévio. Entre novembro de
2001 e janeiro de 2002, o Brasil registrou o maior surto de toxoplasmose do mundo,
ocorrido no municipio de Santa Isabel do Ivai-Parand. Um total de 462 pessoas
apresentou sorologia sugestiva para toxoplasmose (IgM reagente). Dentre os
acometidos, sete eram gestantes e destas, seis tiveram seus filhos infectados, ocorrendo
uma anomalia congénita grave e um aborto espontaneo. A investigacao epidemioldgica
concluiu que a fonte de contaminagdo era um dos reservatorios de dgua da cidade que
estava contaminado por fezes de um gato (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O T. gondii pode sobreviver em suinos em torno de um ano, mas os cistos, na
carne, morrem por salga, cura, cozimento e congelamento. A carne bovina
aparentemente nao representa uma fonte de infec¢do, pois os organismos nao sao
isolados comumente do bovino, nos Estados Unidos e em outros paises (DUBEY,
1994). Segundo Kotula et al. (apud Hill e Dubey 2002), recomendam que a carne de
qualquer animal seja cozida no minimo a 67°C. Os cistos nos tecidos musculares
morrem pelo congelamento com a temperatura de -13°C. Na regido de Erechim, Rio
Grande do Sul, Martins et al. (1990), isolaram Toxoplasma gondii de carnes e
derivados, encontrando uma positividade de 4,6%, em 108 amostras. A carne suina teve
uma maior prevaléncia quando comparada a bovina. Mendonga (2003), em Botucatu-
Sdo Paulo constatou que a lingiii¢a suina frescal, provavelmente, tem pouca importancia
como fonte de infeccdo para a toxoplasmose humana, na regido estudada. No entanto, o
elevado indice de amostras positivas na reacdo de PCR demonstrou que o parasito pode
estar presente, porém ¢ inviabilizado pela acdo do sal adicionado ao tempero das
lingtiigas.

Estudos sugerem, entretanto, que as carnes embutidas (principalmente em forma
de salsichas) representam importante via de transmissao na Costa Rica. A utiliza¢ao de
métodos inadequados para o processamento das carnes pode ser responsavel por essas
prevaléncias (ARIAS et al. apud MARTINS e VIANA, 1998). Em um estudo feito em
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Londres por Warnekulasuriya, Johnson e Holliman (1998), concluiram que a
contaminagdo de produtos curados, como por exemplo, presuntos e lingliicas, sdo de
risco importante na infec¢ao humana para toxoplasmose. Eles afirmam que a quantidade
adequada de sal, nestes produtos, ¢ suficiente para eliminar o T. gondii, contudo, através
de seus resultados, demonstraram que houve uma amostra positiva do total de 67, sendo
este valor muito significativo para uma futura contaminacdo humana. Em Londrina,
Parana, Dias et al. (2005), encontraram uma prevaléncia de 8,7% (13/149) de
positividade para T. gondii, em lingiiigas tipo frescal suinas e 59,5% (28/47) de
positivos, em trabalhadores do frigorifico. Destes, 55,5% (20/36), trabalhavam no
processamento das lingiiicas. Os resultados permitem inferir que lingiiigas tipo frescal
possuem importancia na cadeia epidemioldgica da toxoplasmose neste municipio.

O leite de cabra in natura, também foi relacionado com casos de toxoplasmose
humana, sendo uma potencialmente fonte de infec¢do (SKINNER et al., 1990; DUBEY,
1994; TENDER et al., 2000).

2.7 Patogenia

A patogenicidade do T. gondii é determinada por varios fatores, incluindo a
suscetibilidade da espécie hospedeira, viruléncia da cepa e estdgio do parasito
(KAWAZOE, 2000; NEVES, 2003; DUBEY, 2004). A patogenicidade da toxoplasmose
humana depende muito da viruléncia da cepa, sendo que T. gondii oriundo de casos
humanos e inoculados em animais de laboratoério comprova o fato que had cepas que
matam os animais (camundongo, hamsters, ratos, coelhos) em poucos dias; outras
apenas provocam emagrecimento, anemia, queda de pélos e com posterior
restabelecimento do animal (KAWAZOE, 2000).

A destruicao das células parasitadas pelos taquizoitos € o primeiro mecanismo a
produzir lesdes. Os tecidos lesados sdo, especialmente, cerebral, ocular e muscular. A
reacdo inflamatoria caracteriza-se por linfocitos, mondcitos e macréfagos, algumas
vezes plasmoécitos. A necrose tecidual que se segue a ruptura de cistos geralmente
ocorre durante a infec¢do cronica, na presenga de imunidade e hipersensibilidade tardia.
A ruptura dos cistos no figado ou tecido linféide pode ter pouca importancia, pois a
regeneragdo celular nesses 6rgaos ¢ muito eficiente (FRENKEL, 1997).

A retinocoroidite ¢ uma lesdo freqiiente na toxoplasmose congénita. A retina
torna-se inflamada e necrética e a camada pigmentada rompe-se por infiltragdo de

células inflamatorias formando um tecido de granulagdo que invade o humor vitreo
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(URQUHART et al., 1998). O enfarte ¢ um importante mecanismo patogenético de
lesdo cerebral em pacientes com SIDA. Os taquizoitos espalham-se ao longo das
arteriolas, provocando proliferacdo das paredes, trombose e enfarto (FRENKEL, 1997).
A freqiliéncia da transmissdo no utero esta relacionada ao desenvolvimento da placenta e
aumenta durante o curso da gravidez. No entanto, a doenca fetal ¢ mais grave se a
transmissdo ocorre nos primeiros trés meses da gestacdo. O feto contamina-se com
taquizoito transmitidos através da placenta. Eles multiplicam-se ativamente, podendo
ocorrer a toxoplasmose disseminada, geralmente fatal. Sdo formados também, cistos,
produzindo vérias lesdes no SNC. Na infeccdo congénita a necrose periductal e
periventricular leva a obstru¢cdo do aqueduto de Silvius ou do foramen de Monro, tendo
como conseqiiéncia a hidrocefalia obstrutiva. A calcificagdo pode ser o processo final
para as areas de necrose cerebral. A linfoadenite toxopldsmica caracteriza-se pela
hiperplasia folicular reativa com aglomerados de histiocitos epitelidides. Os taquizoitos
sdo raramente encontrados nos linfonédos (REMINGTON e DESMONTS, 1990).

As lesdes macroscopicas mais freqiientes, em felinos, sdo os focos de necrose
hepatica, congestdo, edema e consolidagdo pulmonar, hipertrofia dos ganglios linfaticos
mesentéricos e bronquicos. Em 10% dos casos existe esplenomegalia, focos de necrose
pancreatica, fluidos pericardicos e peritoniais, ulceras duodenais. Na histopatologia dos
pulmdes pode-se revelar pneumonia intersticial com exsudato fibrinoso, ocorre a
acumulagdo de fibrina e macréfagos. No cérebro ha o aparecimento de vasculite, focos
de necrose e infiltrado mononuclear. A toxoplasmose ocular revela corioretinite focal,

irite, desprendimento retiniano e hemorragias retinianas (FREYRE, 1989).
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2.8 Sinais Clinicos
2.8.1 Sinais Clinicos em felinos e em outros animais

Os gatos raramente desenvolvem sinais clinicos de problemas gastrintestinais
durante o ciclo enteroepitelial. O ciclo extraintestinal produz sinais clinicos mais
comumente (LAPPIN, 1994). Podemos observar enterite, linfonodos mesentéricos
dilatados, pneumonia, encefalite, vomitos, febre, comprometimento do miocardio, irite,
uveite anterior e posterior, retinocoroidite, ictericia, anemia e aborto. A transmissao
congénita pode ocorrer apos a ativagdo de cistos durante a prenhez (FREYRE, 1989;
ARAUJO, SILVA e LANGONI, 1998). Os filhotes com infec¢do transplacentaria
desenvolvem os sinais clinicos mais severos e geralmente morrem da enfermidade. Eles
apresentam, também, um aumento do volume abdominal em conseqiiéncia da
esplenomegalia e ascite. Em estudos experimentais, gatos foram infectados com o T.
gondii ¢ com o virus da Imunodeficiéncia felina (VIF), eles apresentaram severa
pneumonia ¢ hepatite, ao passo que aqueles nao infectados com a VIF, desenvolveram
corioretinite multifocal e uveite anterior (DUBEY, 2005). Em alguns gatos recém
nascidos tem-se observado a toxoplasmose multifocal, que geralmente ¢ conseqiiéncia
desta infeccao (LAPPIN, 1994). A toxoplasmose aguda pds-natal pode desenvolver-se
em individuos aparentemente normais com a ingestdo de grande numero de oocistos
esporulados ou bradizoitos, levando a doenga clinica. A inflamacdo hepatica pode estar
associada a dor abdominal anterior e efusdo peritonial, geralmente associada a vomito,
diarréia e inapeténcia, os animais podem tornar-se ictéricos devido a necrose hepatica,
enquanto que a toxoplasmose pds-natal cronica causa mais comumente sinais oculares e
neurologicos, raramente provoca envolvimento hepatico primario. Lesdes oculares sdo
comuns em gatos, principalmente a uveite, mas ¢ dificil reconhecer o parasito como
causa da mesma, a uveite ¢ mais usual em gatos com a toxoplasmose sist€émica
(ARAUJO, SILVA e LANGONI, 1998; DAVIDSON, 2000). Em caes os sintomas se
apresentam por febre, letargia, anorexia, diarréia, pneumonia e manifestacdes
neurologicas. Em ruminantes a toxoplasmose esta associada com aborto em ovelhas e
cabras, com mortalidade perinatal em cordeiros, causando perdas econdOmicas
significativas (DUBEY, 1994, URQUHART et al., 1998). Em suinos, quando a

infeccdo ¢ adquirida na prenhez, os sintomas sdo natimortos e leitdes com
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comprometimento pulmonar e nervoso, morrendo a grande maioria em poucos dias. Na
infeccdo pds-natal a sintomatologia ¢ de pneumonia e diarréia podendo levar a 6bito
(FREYRE, 1989). Tem-se relatado ocasionalmente toxoplasmose em aves, enquanto ha
registros de titulos sorologicos em eqiiinos e coelhos silvestres (URQUHART et al.,
1998).

2.8.2 Sinais Clinicos em Humanos

A toxoplasmose congénita ¢ uma doenca que requer uma atencao especial, pois
podem ocorrer lesdes irreversiveis no feto. E importante salientar que mais da metade
das maes que adquirem a doenca durante a gravidez (primo-infec¢cdo) geram filhos
normais. Quando a gestacdo estd entre a concepgdo e a sexta semana, costuma ocorrer
aborto. Da sexta semana até a décima sexta, a crianca pode ndo se infectar e nascer
normal, porém se ocorrer a infecg¢do, € o periodo em que o feto apresenta as mais graves
alteracdes. Ha o aparecimento de hepatoesplenomegalia, ictericia, linfadenopatia
generalizada, erupgdes cutaneas, edemas musculares e derrames cavitarios, miocardite,
pneumonite, hidrocefalia, meningoencefalite, micro ou macrocefalia, calcifica¢des
cerebrais, retardamento mental e corioretinite (essas utimas quatro alteragdes compoe a
tétrade de Sabin) (PIZZI, 1997; NEVES, 2003). A hidrocefalia ¢ uma manifestacao
clinica menos comum, mas ¢ a mais dramatica lesdo da toxoplasmose, sendo esta
condi¢do somente adquirida por humanos, ndo acontecendo em nenhum outro animal
(DUBEY, 2004). No segundo trimestre de gestacdo, além das lesdes citadas
anteriormente, pode haver a morte de 40-50% dos fetos e grande nimero de
prematuridade. A infec¢do ocorrendo no terco final da gestagdo, a crianca pode nascer
normal, apresentando sinais da doenca semanas ou meses ap6s o parto (NEVES, 2003).
A crianca pode apresentar pneumonia, miocardite, hepatite, anemia, trombocitopenia,
retinocoroidite e pouco peso (FRENKEL, 1997). As lesdes oculares sdo tipicas, com
invasdo da retina e da coroide por taquizoitos, estes determinam um processo infeccioso
e degenerativo. Essas manifestagdes oculares podem aparecer em qualquer idade do
paciente, decorrentes da reagudizagao de cistos localizados na retina (NEVES, 2003).

A toxoplasmose pds-natal ¢ geralmente menos grave, visto que a maioria das
infecgdes € assintomatica em decorréncia da efetividade do sistema imunoldgico
(CHEMELLO, ECKERT e TEIXEIRA, 1998). Os achados comuns sdo prematuridade,

baixo peso, corioretinite, estrabismo, ictericia e hepatomegalia. A presenca de
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anticorpos toxoplasmicos no recém nascido nado € evidéncia de infecgdo, visto que a IgG
materna atravessa a placenta. A vida média da IgG passivamente transferida ¢ de um
més, e cerca de trés meses sdo necessarios para que ocorra uma queda de titulagdo de
anticorpos, podendo estes persistirem por até um ano. O diagndstico deve ser baseado
na deteccdo de IgM e IgA, as quais refletem a producgdo de anticorpos do recém-nascido
(FRENKEL, 1997).

A linfadenite ¢ o sintoma clinico mais comumente observado em adultos ¢
criancas, ela pode vir associada com febre, fadiga, dor muscular, dor de garganta e
cabega, geralmente ¢ de curso cronico e benigno, podendo as vezes levar a
complicacdes de outros 6rgaos (KAWAZOE, 2000; HILL e DUBEY, 2002; DUBEY,
2004).

As pessoas imunodeficientes desenvolvem uma doenga multiforme, gravissima
ou fatal. Essa doenca pode ser decorrente de uma infec¢do aguda ou a reagudizagdo da
infecgdo cronica. Em pacientes com SIDA as lesdes oculares podem estar associadas a
uma necrose difusa da retina, com leve inflama¢do e grande nimero de parasitos. As
lesdes podem evoluir para uma cegueira parcial ou total ou podem curar-se por
cicatrizagdo. Cistos teciduais podem estar presentes na borda da cicatriz. O parasito
alcanca a retina através da corrente sangiiinea na forma de taquizoitos (KAWAZOE,
2000).

Nos pacientes com SIDA, destaca-se a encefalite aguda toxoplasmica como uma
das infecgdes mais importantes do sistema nervoso central com manifestagoes de
letargia, confusdo mental, perda de memoria, alucinagdes, incoordenagcdo motora,
convulsdo, coma e morte (DUBEY, 1994; MACEDO, 1994; NEVES, 2003:
HOFFMANN et al., 2007).

2.9 Diagnostico

2.9.1 Métodos Diretos

Estes métodos incluem a identificagdo de oocistos nas fezes de felinos ou no
meio ambiente, ¢ a identificacdo de taquizoitos ou cistos em tecidos e fluidos corporais

dos hospedeiros.
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Segundo Lappin (1994), os oocistos de T. gondii ndo podem ser diferenciados,
pela microscopia optica, de Hammondia hammondi e de Besnoitia darlingi, que sdo
coccidios ndo patogé€nicos que parasitam os gatos.

A inoculagdo experimental em ratos permite a diferencia¢do entre o T. gondii e
Hammondia hammondi. Os cistos de H. hammondi se formam principalmente na
musculatura e de Toxoplasmas, no cérebro. Ambos sao detectaveis em quatro semanas
pos-inoculacdo (FREYRE, 1989).

Para demonstrar ¢ identificar oocistos de T. gondii, o material fecal de gatos ou
de solo ¢ submetido a técnicas de flutuagdo em solucdes hipertonicas como as de
sucrose, zinco ou cloreto de sodio. A esporulagdo dos oocistos ¢ realizada em 4cido
sulfurico a 2% e exposi¢do ao oxigénio a temperatura ambiente. Ela ¢ completada em
um a trés dias, sendo posteriormente neutralizada. Esta suspensdo ¢ neutralizada e
injetada diretamente nos camundongos, por via intraperitonial. O diagndstico ¢ feito
pela demonstragdo do parasito no liquido peritonial, pelo desenvolvimento de
anticorpos nos camundongos apos duas a trés semanas, ou pela demonstragdo de cistos
um més apos a infeccdo (FRENKEL, 1997).

O parasito pode ser isolado de sangue, fluidos do corpo, tecidos inoculando-se
material na cavidade peritonial de camundongos ou em cultura de tecidos, com a
posterior demonstracao dos taquizoitos em cortes de tecidos (biopsias) ou em esfregagos
(aspirado de medula, lavagem bronquica) ou fluidos do corpo (liquor, liquido
amnidtico). Os cistos podem ser identificados na placenta ou nos tecidos dos recém-
nascidos permitindo o diagndstico da infeccdo congénita. Em cortes histologicos
corados com hematoxilina-eosina ou Giemsa, o aspecto de meia lua, caracteristico dos
taquizoitos, se perde e observa-se uma forma redonda ou oval. Os cistos toxoplasmicos
sdo mais tipicos nos tecidos, podendo ser corados pelo P.A.S. (Periodic Acid Schiff),
resaltando sua coloragdo vermelha (FREYRE, 1989; MACEDO, 1994). A utilizagdo de
técnicas de imunohistoquimica, como a da peroxidase-anti-peroxidase e da
streptavidina-peroxidase, identificam de forma muito sensivel e especifica os parasitos

nos cortes histopatolégicos (ARAUJO, SILVA e LANGONI, 1998).
2.9.2 Métodos Indiretos
Os métodos soroldgicos sdo os mais utilizados no diagndstico para Toxoplasma

gondii, sendo na maioria das vezes baseado na identificagdo de IgG especifica. A soro

conversao ocorre apos duas a quatro semanas da infec¢ao, com o pico ocorrendo nas
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quatro a seis semanas posteriores. Os titulos se mantém com niveis altos durante meses
a anos. Para detectar uma infec¢do recente ¢ necessario verificar um aumento continuo
por um periodo de duas a quatro semanas. Segundo Sherding (1998), um unico titulo
alto de anticorpos anti-Toxoplasma IgG séricos ndo ¢ diagnostico de infecgdo ativa, ndo
importando quao alto seja o nivel do titulo. Um s6 titulo de IgM ¢ usualmente adequado
para demonstrar uma infec¢do recente ou reativada (ARAUJO, SILVA ¢ LANGONI,
1998; SHERDING, 1998). Os métodos mais utilizados em humanos, atualmente, sao
RIFT e ELISA (CHEMELLO, ECKERT e TEIXEIRA, 1998; KAWAZOE, 2000).
Outros métodos de diagndsticos, tanto para humanos quanto para animais, sdo citados
na literatura, como por exemplo, Sabin-Feldman, Hemaglutinagdo direta e indireta,
Hemaglutinacdo em latex e Imunoblot (KAWAZOE, 2000; HILL ¢ DUBEY, 2002).
Para o diagnostico sorologico ¢ indicado a realizagdo de mais de uma reacgao sorologica
(MACEDO, 1994).

Em humanos, a triagem soroldgica na gestante deve incluir a detec¢do de
anticorpos da classe IgG, marcadores de imunidade ao parasito ¢ de anticorpos da
classe IgM, marcadores de infeccdo aguda. No recém-nascido, anticorpos da classe IgG
especificos podem representar anticorpos maternos de transferéncia passiva que, na
crianca ndo infectada, desaparecem progressivamente até a negativacao ao longo do
primeiro ano de vida , ocasionalmente até¢ os 18 meses. A detec¢do de anticorpos da
classe IgM no recém-nascido ¢ sinal de infeccao congénita, ja que a [gM ndo cruza a
placenta. Se o resultado reagente for obtido nos primeiros 7-10 dias de vida, deve ser
confirmado posteriormente para excluir resultados falso-positivos representados por

IgM de transmissdo passiva na ocorréncia de placentite (CAMARGO, 1996).

2.9.2.1 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta

Este método foi introduzido por Goldman em 1957 (GOLDMAN apud
FREYRE, 1989). O diagnostico de toxoplasmose em animais, pela imunofluorescéncia
ocorreu apenas em 1964, quando Ito e colaboradores utilizaram testes diretos dessa
reagdo (CORREA, SALATA e OLIVEIRA, 1978). Dois dos testes mais comumente
utilizados medem anticorpos, o teste do corante de Sabin-Feldman e¢ o teste de
anticorpos por imunofluorescéncia indireta, sendo este ultimo preferivel, pois ndo

requer organismos vivos (URQUHART et al., 1998). Neste teste, os taquizoitos de
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Toxoplasma gondii inteiros s3o fixados em laminas proprias para este fim.
Posteriormente, captam em sua superficie os anticorpos contidos no soro problema. Os
parasitos sdo submetidos a acdo de globulinas anti-globulinas da espécie animal em
questdo, marcadas com fluorocromo, os quais reagem com os anticorpos fixados na
superficie dos taquizoitos. Estes, ao serem iluminados com luz ultravioleta, emitem
coloragdes diferentes que dependem do fluorocromo utilizado (FREYRE, 1989). Sao
utilizadas principalmente a fluoresceina: fluorescéncia de cor verde-amarelada; e a
rodamina: fluorescéncia laranja-avermelhada (JORGE, 2006). A leitura ¢ realizada em
microscopio de imunofluorescéncia, no qual a rea¢do positiva caracteriza-se pela
coloragdo esverdeada dos taquizoitos, e quando negativa por uma coloragdo
avermelhada (NEVES, 2003).

Segundo Kawazoe (2000), ¢ um dos melhores métodos de diagnostico para a
toxoplasmose, sendo sensivel e seguro, podendo ser usado tanto na fase aguda (pesquisa
de IgM) como na fase cronica (pesquisa de IgG). Oito a dez dias apds o inicio da
infec¢do humana, o anticorpo (IgM) pode ser detectavel e um titulo de 1:1.000 ja indica
toxoplasmose aguda. Esses titulos podem permanecer elevados por 20 a 30 dias,
reduzindo-se gradativamente apds alguns meses. Titulos baixos, persistentes, entre 1:10
e 1:500 indicam infec¢dao cronica. A sensibilidade do método chega a acusar
positividade em titulos de 1:16.000.

As suas desvantagens devem-se ao fato de requerer equipamento especial
de custo elevado e por necessitar de um conjunto anti-gama-globulina especifico para
cada espécie animal (LARSSON, 1989).

2.9.2.2 Hemaglutinacao Indireta

Jacobs et al. (1957), aplicaram este método na sorologia da toxoplasmose. Os
eritrocitos tratados com substincias especificas captam antigenos toxopladsmicos.
Posteriormente, em presenca do soro suspeito que contenha o anticorpo especifico, se
aglutinam formando uma malha visivel no fundo do pogo, ndo possuindo estes
anticorpos, ocorre a sedimentagdo, formando um pequeno botdo (FREYRE, 1989). A
reacdo de hemaglutinagdo indireta mede anticorpos que tem seu aumento mais
tardiamente, no curso da infecgdo, e persistem por anos. Devido ao aparecimento tardio
dos titulos de anticorpos na HAI, esta reagdo tem pouca utilidade clinica e ndo deve ser
utilizada como screening para identificar gestante que pode ter adquirido a infec¢ao no
inicio da gravidez (MACEDO, 1994).
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Segundo Blood e Radostist (1991), o teste de HAI para T. gondii possui pouca
especificidade. Porém, segundo Dubey e Thulliez (1989), ¢ um teste facil de ser
realizado, ndo requerendo equipamentos especiais e pode ser usado em varias espécies
animais porque ndo ha a necessidade de reagentes espécie-especifico, sendo utilizado
muito freqlientemente na Medicina Veterinaria.

Apresenta a vantagem de dispensar o emprego de antigenos vivos, serem
passivel de armazenamento em refrigeragdo por muito tempo, pratica e sem riscos de

acidentes para o laboratorista (LARSSON, 1989).

2.9.2.3 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

A sensibilidade e especificidade sdo muito elevadas, tornando-se um teste muito
empregado pelos laboratorios (NEVES, 2003). Hill et al. (2006), em estudo
comparativo de varios testes sorologicos, observaram que o ELISA indireto foi o que
obteve o maior grau de sensibilidade. Este teste ¢ capaz de detectar uma infecg¢ao
recente pela estimativa de anticorpos IgM, quando comparados com a IgG
(URQUHART et al., 1998). O antigeno lisado ¢ adsorvido as paredes de tubos de ensaio
plésticos ou das cavidades das placas de microtitulagem, sdo conservadas no congelador
para posterior uso. Para se realizar o teste, adiciona-se o soro suspeito, os anticorpos
irdo se aderir, se presentes, ao antigeno. A antiglobulina ligada a uma enzima (fosfatase
alcalina, peroxidase), ¢ adicionada ligando-se ao anticorpo. A seguir, adiciona-se um
substrato que ¢ hidrolisado quando a enzima permanece, apresentando uma cor visivel
na parede do tubo. A cor pode ser detectada visualmente ou lida em um colorimetro. As
vantagens do ELISA sdo a permanéncia da cor da reagdo, sua sensibilidade, adequagao
a leitura automatizada. Suas desvantagens sdo sua maior complexidade e os problemas

referentes a purificagdo e padronizacdo dos varios reagentes (FRENKEL, 1997).

2.9.2.4 Exames Complementares

Em hemogramas de cdes e gatos com toxoplasmose aguda, encontramos uma
anemia ndo regenerativa, leucocitose neutrofilica, linfocitose, monocitose e eosinofilia.
O exame bioquimico nos revela, durante a fase aguda, hipoproteinemia e
hipoalbuminemia. A hiperglobulinemia pode ser observada em gatos com a doenca

cronica. As enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotrasferase (AST)
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tem um marcante aumento em animais com hepatite aguda e necrose muscular, assim
como, a bilirrubina sérica tem seus niveis aumentados com o desenvolvimento,
especialmente em gatos, da colangiohepatite ou lipidose hepatica (DUBEY, 2005).

O Raio-X, ¢ um exame que pode, apenas, nos levar a uma suspeita da doenca.
Podemos encontrar lesdes compativeis de acordo com o 6rgdo afetado, como padrao
intersticial difuso ou alveolar no pulmao, derrame pleural, derrame peritonial, aumento
do figado e linfonddos mesentéricos, presenga de massas intestinais e, em alguns casos,

pancreatite (LAPPIN, 1994; SHERDING, 1998; DUBEY, 2005).
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2.10 Prevencao e Controle

Mulheres gravidas devem evitar o contato com fezes de felinos € com o solo,
ndo devendo, também, consumir carnes mal cozidas. As fezes dos gatos devem ser
recolhidas todos os dias; o uso de luvas para manipulacdo de jardins e a lavagem
adequada dos vegetais, sdo meios de previnir as contaminagdes por oocistos de T.
gondii. As pessoas ndo devem tomar agua nao-filtrada de lagos, pocos e rios. O acesso
de gatos em reservatorios de agua deve ser impedido (DUBEY, 2004). Os gatos deverao
receber alimentos comerciais balanceados ao invés de carnes cruas e viceras, como O
figado, que alguns proprietarios fornecem por ser fonte de vitaminas A, esta pratica
deve ser desestimulada (DUBEY, 1994; NAVARRO, 2001). Segundo Sherding (1998),
os felinos ndo devem ingerir leite cru (ndo pasteurizado), especialmente proviniente de
caprinos; nao permitir que tenham acesso a lugares onde possam cacar camundongos e
aves ¢ impedir a entrada em lugares onde sdo armazenados alimentos para animais de
producao.

Areia e solo contaminados por fezes de gato representam fontes duradouras de
infeccdo, sendo de dificil erradicacdo. A tendéncia dos gatos em defecar perto de seus
habitat naturais aumenta a concentragdo de oocistos nos quintais e depdsitos de areia
proximos as casas. O habito dos felinos de cobrir suas fezes aumenta a sobrevivéncia
dos oocistos, ja que a umidade € maior sob a terra do que na sua superficie. Os tanques
de areia das criancas devem ser cobertos para a protecdo de uma eventual contaminagao
por fezes de felinos. O controle de moscas e baratas de ser observado, pois elas servem
de vetores mecanicos para oocistos. Para uma desinfeccdo em ambientes contaminados
com oocistos o uso de agua fervente e o calor seco sdo os unicos meios eficientes,
rapidos e faceis de eliminar esses oocistos (FRENKEL, 1997; SHERDING, 1998;
NAVARRO, 2001).

Os alimentos, como carnes, contaminados pelo T. gondii, devem sofrer
cozimento até que sua temperatura interna atinja 67°C, ou ser armazenada a -12°C. O
congelamento de carnes por um dia em -12°C seria o suficiente para inativar os cistos
presentes (DUBEY, 1996; DUBEY, 2004). Deve-se evitar provar o tempero das carnes
que estdo sendo manufaturadas, como por exemplo, lingiiicas, isso pode contribuir para
uma contaminagdo toxoplasmica da pessoa que faz o procedimento (DUBEY, 1994).
Embutidos frescais devem ser salgados com 2,5% de sal por 48 h, antes de serem
consumidos (NAVARRO, 2001). Segundo Ludén e Uggla (1992), o cozimento de

carnes no microondas nao elimina o T. gondii porque seu cozimento ¢ desigual.
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Dubey (1996) nos relata que os efeitos da radiagdo gama nas carnes eliminam
os cistos, ndo interferindo no sabor ou qualidade do produto.

Estratégias para reducdo da dissemina¢do do T. gondii inclui vacinagdo e
diferentes praticas de manejo. Os objetivos do uso de vacinas para toxoplasmose sdo a
reducdo das lesdes fetais, a reducdo do numero de cistos nos tecidos animais ¢ a
prevencao da formagdo de oocistos nos gatos (DUBEY, 1996). Parmley, Slifer e Araujo
(2002), relatam que muitas vacinas vivas atenuadas com cepas de T. gondii tém sido
desenvolvidas para serem utilizadas em gatos, suinos e ovinos, contudo uma vacina
recombinante seria mais segura e eficiente. Os melhores antigenos para vacinas seriam
os de superficie e os secretores, pois sdo os melhores alvos da resposta imune em
infec¢do natural.

Atualmente, segundo McAllister (2005), existe uma vacina comercializada em
alguns paises da Europa e na Nova Zelandia, a qual ¢ usada para a prevengao de aborto
em ovelhas. Por ser uma vacina viva atenuada, ndo induz a formacao de cistos na carne
que sera usada para consumo. Ela é capaz, também, de reduzir a infec¢do dos ovinos,
que em pastejo livre sdo expostos a contaminag¢ao por oocistos. Se a vacina for usada
com este fim, os filhotes (machos e fémeas) deverao ser vacinados ao nascimento.

Montoya e Liesenfeld (2004) comentam que uma vacina humana contra a
toxoplasmose ¢ muito desejavel, porém, ainda esta longe da realidade. Em algumas
pesquisas que estdo sendo realizadas, o objetivo € de induzir a protecao por linfocito T
(Thl) e por respostas humorais, para que a imunidade dure por toda vida; hoje isso so

ocorre, quando existe a infec¢ao natural.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras:

A amostragem foi do tipo parcialmente randomica, de acordo com Thrusfield
(2004), para uma expectativa de prevaléncia de 20%, com uma precisdo absoluta de 5%,
com um nivel de confianga de 95%, totalizando uma amostragem de 245 felinos. Eles
foram estratificados por género, raga, tipo de alimentacao, acesso ou nao a rua e idade.

As colheitas foram realizadas no periodo de abril de 2006 a margo de 2007, e os
exames de abril a agosto de 2007.

As amostras, obtidas por veterindrios particulares através da puncdo das veias
jugular e cefalica, foram colocadas em tubos para hemograma sem EDTA e enviadas
para o Laboratdrio de Analises Clinicas Veterinarias (PETLAB). No laboratério, foram
catalogadas e anexados seus respectivos questionarios epidemiologicos. Os soros foram
devidamente separados do sangue total e divididos em trés aliquotas. Elas foram
armazenadas em tubos (Eppendorf), identificadas e transferidas para o Laboratorio de
Protozoologia (PROTOLAB), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sendo
transportadas em isopor com gelo e armazenadas a -20°C para posterior analise
sorologica.

Os exames foram realizados no Laboratério de Protozoologia da Faculdade de

Medicina Veterindria e no Laboratorio de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Basicas

da Saude da UFRGS.

3.2 Questionario Epidemiolégico:

O questionario epidemiologico (Anexo III) continha perguntas referentes a
idade, género, raca, tipo de alimentagcdo dos felinos e, se 0s mesmos tinham ou ndo
acesso a rua. As respostas foram obtidas através da aplicacdo do inquérito
epidemioldgico aos veterinarios que atenderam os felinos em suas respectivas clinicas.
Esses questionarios foram catalogados, conforme a numeragdo do soro correspondente,

para posterior analise.
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3.3 Técnicas:
3.3.1. Hemaglutinacao Indireta (HAI)

Utilizou-se o Kit comercial Imuno-HAI TOXO', para determinagio qualitativa e

semi-quantitativa de anticorpos para T. gondii por Hemaglutinacao Indireta.

3.3.1.1. Procedimento:

Em placa de microtitulagdo colocou-se 25ul de diluente do soro, em todos os
pocos. Apos, foram colocados 25ul do controle positivo no pogo um da fileira A e 25ul
do controle negativo no poco um da fileira B. Nas fileiras de C a H, foram colocados
25ul dos soros dos felinos a serem testados. Para realizar a dilui¢do, foi passado 25ul do
primeiro pogo para os seguintes, sucessivamente. Adicionou-se 25ul de suspensdo de
hemacias (aves) sensibilizadas com componentes do T. gondii, nas cavidades referentes
a diluicdo de 1:64. As placas foram incubadas a 37°C, por uma hora e ap6s este periodo,
realizou-se a leitura, considerando-se positivas aquelas que apresentavam um manto e

negativas as que possuiam um botao no fundo do poco.

3.3.2.Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
Foi realizada de acordo com Camargo (1974).

3.3.2.1 Antigeno

O antigeno utilizado constituiu-se de taquizoitos integros de T. gondii cepa
congénita (isolada de wum caso humano), cedida pelo Laboratério de
Imunoparasitologia- FIOCRUZ, RJ. A solu¢do antigénica foi obtida a partir de lavados
peritoniais de camundongos, com solucdo contendo antigeno (taquizoitos). Este
antigeno foi inativado com solu¢do de formol a 1% em PBS pH 7,2. O antigeno, antes

de ser utilizado, sofreu diluicdo de 1:100 em PBS pH 7,2, sendo homogenizado em um

'Imuno-HAI TOXO:WAMA Diagnéstica.Rua Aldo Germano Klein,100.CEP13560-971-Sio Carlos- SP-

Brasil.
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Eppendorf. A concentracdo de taquizoitos foi ajustada para que permanecesse uma

quantidade de 60-80 taquizoitos por campo microcopico ao aumento de 400 vezes.

3.3.2.2 Procedimento de teste das amostras

As laminas, para uso em imunofluorescéncia, foram impregnadas com o
antigeno diluido, colocando-se 10 pl em cada area delimitada na lamina. Estas foram a
estufa a 37°C por 30 minutos, para fixacdo. Os soros foram diluidos 1:16 em PBS pH
7,2 e adicionados as laminas contendo o antigeno, a razdo de 10 pl de soro por pogo.Em
cada bateria de testes foram incluidos um soro controle positivo e outro negativo,
oriundos, respectivamente, de amostras positivas e negativas da HAI. A incubagdo dos
soros ocorreu em camara umida por 1 hora a 37°C. Apds serem retiradas da estufa, elas
foram lavadas por trés vezes (5 minutos cada lavagem) com PBS pH 7,2. Depois de
secas, acrescentou-se 10 ul do conjugado fluorescente (anti-gato IgG + isotilcianato de
fluoresceina, SIGMA®) diluido a 1:32, conforme a especificacdo do fabricante, em
solugdo previamente preparada de Azul de Evans 0,1%, conforme especificacdo do
fabricante. A incubagdo e lavagem da reacdo do conjugado foram realizadas conforme
descrito anteriormente. ApOs a secagem, as laminas foram montadas sobrepondo-se
duas gotas de glicerina tamponada em PBS e laminula.

As leituras foram realizadas no microscopio de epifluorescéncia marca
Olympus, modelo BX41, em objetiva de 40 vezes e ocular de 10 vezes. As amostras
foram consideradas positivas quando 50% ou mais dos taquizoitos de cada campo

microscopio apresentou fluorescéncia periférica completa.
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Figura 6 — Reacao de imunofluorescéncia indireta com resultado positivo para anticorpos classe G contra
Toxoplasma gondii em soro felino diluido a 1:16. Observar fluorescéncia periférica completa de
taquizoitos (setas). Aumento 400 X.

Figura 7 — Rea¢do de imunofluorescéncia indireta com resultado negativo para anticorpos classe G contra
Toxoplasma gondii em soro felino diluido a 1:16. Observar a auséncia de fluorescéncia periférica
completa de taquizoitos (seta). Aumento 400 X.
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3.4 Analises Estatisticas:
Os resultados foram submetidos a analise estatistica:

- O teste de McNemar's” foi utilizado nos estudos pareados;

- Andlise das varidveis foi feita através da Regressdo Logistica’, Anova’ e qui-
quadrado’ ;

- A porcentagem de Concordancia foi calculada para verificar o relacionamento entre
as duas técnicas, RIFI e HAI, segundo Coutinho et al. (1970) (Anexo 1);

- A estatistica de Kappa (SMITH, 1995), foi utilizada para medir o grau de

concordancia real entre as duas técnicas (Anexo 2);

4 RESULTADOS

4.1 Reac¢do de Hemaglutinacio Indireta

Através da Reacao de Hemaglutinagdo Indireta foram encontrados anticorpos
para T. gondii em 26,94% das 245 amostras dos soros de felinos domiciliados oriundos
de clinicas particulares da cidade de Porto Alegre, RS, Brasil. Do total de 115 machos,
25,21% (29) foram positivos para Hemaglutinagdo Indireta e de 130 fémeas, 28,46%
(37) foram positivas para o mesmo teste. Os resultados detectados pela HAI em relagao
aos géneros estdo demonstrados na figura 8. A andlise estatistica demonstrou que ndo
houve diferenca significativa entre machos e fémeas quanto a presenca de anticorpos

para T. gondii (p = 0.568).

? Graphpad Instat, Copyrigth©, 1990-1993, Graphpad Software, v 2.04

3 Minitab 15 Statistical Software
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Figura 8- Resultados da Hemaglutinagao Indireta para T. gondii referentes a machos e fémeas de gatos
domiciliados em Porto Alegre.

A Tabela 4 apresenta a variagdo detectada entre os gatos que tinham acesso a rua

e os que ndo tinham acesso a rua, pela técnica de HAIL

Tabela 4 - Freqiiéncia de gatos soropositivos e soronegativos para T. gondii pela técnica
de hemaglutinagao indireta quanto ao acesso a rua, Porto Alegre, 2007.

Acesso a Negativos Positivos Total
rua/Resultados
Sim 66 38 104
Nao 113 28 141
Total 179 66 245

p=0.004
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Dos 104 gatos que tinham acesso a rua, 36,54% (38/104) foram positivos para
HAI, percentagem esta superior aos animais que ndo tém acesso a rua, onde
encontramos 19,86% (28/141). A probabilidade dos animais que tém acesso a rua de
serem positivos € de 2,32 vezes maior em relacdo aos animais que nao tém acesso a rua

(p = 0.004, considerado significativo).

A Tabela 5 mostra-nos os resultados obtidos pela técnica de HAI em relacdo a

variavel raga.

Tabela 5 - Freqiiéncia de gatos soropositivos e soronegativos para T. gondii pela técnica
de hemaglutinagao indireta em relagdo a variavel raca, Porto Alegre, 2007.

Ragas/Resultados Negativos Positivos Total
Outras 45 5 50
Siamés 22 10 32
Srd 112 51 163
Total 179 66 245
p=0.010 OBS: "outras" (Angora,Persa, Exotico, Persa Himalaio)

Nestes dados ha uma diferenca significativa quando analisamos a categoria
"outras", onde temos apenas 10% (5/50) de animais positivos, ndo havendo diferenga

significativa entre Siamés e Srd, 31,25% (10/32) e 31,29% (51/163), respectivamente.
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A anélise dos resultados dos testes sorologicos frente ao tipo de alimento

fornecido aos animais esta apresentada na tabela 6.

Tabela 6 - Freqiiéncia de gatos soropositivos e soronegativos para T. gondii pela técnica
de hemaglutina¢do indireta em relagdo ao tipo de alimentagao, Porto Alegre, 2007.

Tipo alimentagcdo/Resultados Negativos Positivos Total
Ragao 114 37 151
Rac¢do+carne cozida 65 29 94
Total 179 66 245
p=0.276

Analisando a Tabela 6, podemos concluir que o tipo de alimentagdo nao
influenciou nos resultados da HAI, pois a percentagem de positivos entre aqueles que
comem ragdo € os que comem ragdo + carne cozida foi de 24,50% (37/151) e 30,85%

(29/94), respectivamente.

Em relacdo a variavel idade, os resultados dos testes sorologicos pela

HAI sdao mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Freqiiéncia de gatos soropositivos e soronegativos para T. gondii pela técnica
de hemaglutina¢do indireta em relagdo a variavel idade, Porto Alegre, 2007.

Idade/Resultados Negativos Positivos Total
>1 ano 163 66 229
<1 ano 16 0 16
Total 179 66 245

p=10.000...
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Estes dados nos revelam uma maior positividade em animais mais velhos,
mostrando-nos que 28,82% (66/229) animais com idade maior ou igual a 1 ano sdo

positivos sorologicamente para toxoplasmose na técnica de HAL
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4.2 Reacido de Imunofluorescéncia Indireta

Anticorpos da classe G para Toxoplasma gondii foram encontrados em 37,96%
dos 245 soros felinos domiciliados provindos de clinicas particulares da cidade de Porto
Alegre, RS, Brasil. Do total de 115 machos, 35,65% (41) foram positivos para
Imunofluorescéncia indireta e de 130 fémeas, 40% (52) foram positivas para 0 mesmo
teste. Os resultados detectados pela RIFI em relacdo aos géneros estdo demonstrados na

figura 9.

80 78
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55 52 [
50 —
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35 — |[JFémeas
30 —
25 —
20 — —
15 — —
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5 | I

04

Positivos Negativos

Figura 9 - Resultados da Reagdo de Imunofluorescéncia indireta para T. gondii referentes a machos e

fémeas de gatos domiciliados em Porto Alegre.

A andlise estatistica pelo qui-quadrado (p = 0.484) demonstrou ndo haver

associac¢do significativa entre os géneros e os resultados da RIFI.

A Tabela 8 apresenta a variacdo detectada na freqiiéncia de anticorpos para T.
gondii pela RIFI entre os gatos que tinham acesso a rua e os que ndo tinham acesso a

rua.
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Tabela 8 - Freqiiéncia de gatos soropositivos e soronegativos para T. gondii pela Reagao
de Imunofluorescéncia indireta quanto ao acesso a rua, Porto Alegre, 2007.

Acesso a Negativos Positivos Total
rua/Resultados
Sim 55 49 104
Nao 97 44 141
Total 152 93 245
p=0.011

Dos 104 gatos que tem acesso a rua, 47,11% (49/104) sdo positivos para RIFI,
percentagem esta superior aos animais que ndo tém acesso a rua, onde temos 31,20%
(44/141). A probabilidade dos animais que tém acesso a rua serem soropositivos para T.

gondii ¢ 1,96 vezes maior em relacdo aos animais que nao tém acesso a rua.

A Tabela 9 mostra-nos a variavel raca em relacdo aos resultados obtidos na
RIFI.

Tabela 9 - Freqiiéncia de gatos soropositivos e soronegativos para T. gondii pela técnica
de Imunofluorescéncia indireta em relagdo a varidvel raga, Porto Alegre, 2007.

Raga/Resultados Negativos Positivos Total
Outras 33 17 50
Siamés 21 11 32

Srd 98 65 163
Total 152 93 245

p=0.683 OBS: "outras” (Angora, Persa, Exotico, Persa Himalaio)
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Analisando os dados estatisticamente, ndo houve diferenca significativa entre as
ragas e a positividade para RIFI. Os percentuais de positivos para as ragas foram de
34,0% (Outras), 34,37% (Siamés) e 39,87% (Srd).

A Tabela 10 nos apresenta os resultados encontrados através da RIFI em relagao

a variavel tipo de alimentacao.

Tabela 10 - Freqiiéncia de gatos soropositivos e soronegativos para T. gondii pela
técnica de Imunofluorescéncia indireta em relagdo ao tipo de alimentagao, Porto Alegre,
2007.

Tipo alimentagao/Resultados Negativos Positivos Total
Ragdo 93 58 151
Racéo + carne cozida 59 35 94
Total 152 93 245
p = 0.854

Através da Tabela 10, podemos concluir que o tipo de alimentacdo nao
influenciou nos resultados da RIFI. A percentagem de positivos que comem racgdo ¢ de

38,41% (58/151) e a percentagem de positivos que comem ragdo+carne cozida ¢ de
37,23% (35/94).

Em relacdo a varidvel idade e o valor da positividade para RIFI, temos os

seguintes dados mostrados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Freqiiéncia de gatos soropositivos e soronegativos para T. gondii pela
técnica de Imunofluorescéncia indireta em relagdo a variavel idade, Porto Alegre, 2007.

Idade/Resultados Negativos Positivos Total
>1 ano
138 91 229
<] ano
14 2 16
Total 152 93 245
p=0.016

Dos 229 animais com idade igual ou maior que um ano 39,73% (91/229) sao
soropositivos para T. gondii. Nos animais com menos de um ano de idade o valor
encontrado de soropositivos foi de 12,50% (2/16). Para um valor de p = 0.016, a chance

de ser positivo aumenta conforme a idade.
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4.3 Comparacio entre as técnicas de Hemaglutinacio Indireta e

Imunofluorescéncia Indireta

O Teste de McNemar's demonstrou que houve diferenga significativa entre as

duas técnicas (p = 0.0005).

A Figura 10 demonstra os resultados positivos encontrados no processamento

das 245 amostras de soros de felinos pelas técnicas de HAI e RIFI.

Figura 10 - Resultados soroldgicos positivos encontrados na espécie felina pelas técnicas de HAI e RIFL.
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Na Tabela 12 observamos os resultados obtidos pela Hemaglutinagdo Indireta e
pela Imunofluorescéncia Indireta nos 245 soros de felinos domiciliados atendidos em
clinicas particulares de Porto Alegre, RS, Brasil, agrupados de acordo com a

concordancia dos resultados.

Tabela 12 - Distribuicdo dos soros de felinos de acordo com os resultados das técnicas
de HAI e RIFL

TECNICAS
RIFI HAI
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 52 41 93
NEGATIVO 14 138 152
TOTAL 66 179

245

Segundo os dados da Tabela 12, o indice de co-positividade nas duas técnicas foi
de 0,56 e o indice de co-negatividade 0,9, perfazendo um indice de concordancia total
de 0,775 (Anexo 1). Conforme os dados da Tabela 12, 26,94% (66/245) e 37,96%
(93/245) das amostras foram positivas pelas técnicas de HAI e RIFI, respectivamente,
enquanto que 43,67% (107/245) foram positivas em pelo menos um dos testes (Anexo
1). Os resultados foram discordantes em 22,44% (55/245) das amostras, sendo que
16,73% (41/245) foram consideradas falso-negativas por apresentarem resultado
negativo apenas em uma das técnicas (HAI) e 5,71% (14/245) foram consideradas falso-
positivas por apresentarem resultado positivo somente em uma das técnicas (HAI).

O Teste McNemar's aplicado aos dados da Tabela 12 detectou diferenga
significativa entre as duas técnicas para um o = 5% (p = 0.0005), enquanto o valor

Kappa calculado foi de 0.49 (Anexo 2).



59

5 DISCUSSAO

A freqiiéncia de anticorpos para T. gondii observada no presente estudo vem ao
encontro dos resultados encontrados por diferentes autores como Mendez (1983);
Araujo et al. (2003); Netto et al. (2003); Mir¢ et al. (2004); tendo citagdes em que a
freqiiéncia encontrada foi maior como Garcia et al. (1999); Dubey (2002); Afonso et al.
(2007) e em outros em que a freqiiéncia encontrada foi bem menor como Lucas et al.
(1999) e Bresciani et al. (2007).

Em relacdo a regido de Porto Alegre, os resultados obtidos por Mendez (1983) e
Araujo et al. (2003) foram de 24% e 37%, respectivamente. Isto demonstra que os
niveis de anticorpos em felinos da regido de Porto Alegre mantiveram-se estaveis nesses
ultimos anos.

Analisando a variavel acesso a rua, De Feo et al. (2002), ndo constataram
diferenga estatistica significativa, de soropositividade, entre os gatos de rua (50%;
42/84) daqueles que possuiam domicilio (36%; 42/116) e Salant e Spira (2004),
evidenciaram uma maior prevaléncia em gatos domiciliados que nao tinham acesso a
rua (40%), do que daqueles que viviam exclusivamente na rua (26%), discordando,
ambos, dos nossos resultados. Porém, Lucas et al. (1999), relataram que o acesso a rua
foi um fator que contribuiu para a positividade dos 248 gatos domiciliados da cidade de
Sdo Paulo, concordando com a nossa pesquisa. Em 2002, Dubey et al., em um estudo
sobre prevaléncia de T. gondii em gatos domésticos usando o MAT, constataram um
valor de 48% de positivos para um total de 275 animais. A soropositividade em relagdo
ao acesso a rua foi de 62%, apresentando-se mais elevada que o resultado encontrado
em nosso estudo, que foi de 36,54% na RIFI. Essa diferenca pode ser devido ao teste
sorologico empregado. Miro et al. (2004), na Espanha, demonstraram uma
soroprevaléncia total, para felinos sem dono, de areas rurais e domiciliados, de 32,3%
na RIFI e uma diferencga significativa foi encontrada em gatos de rua e de areas rurais
(36,4%) quando comparados aos gatos domiciliados (25,5%). Moura et al. (2007), em
106 gatos domésticos com livre acesso a rua, em uma ilha do Caribe, 84,9% foram
positivos para T. gondii no teste da aglutinagcdo modificado. Os autores sugerem que a
contamina¢do do meio ambiente por oocisto, € muito elevada nesta regido, contribuindo
com a elevada taxa de soropositividade.

Os resultados referentes a positividade dos felinos que tem acesso a rua e a

positividade total encontrada em nosso estudo, evidencia a importancia do ambiente na
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contaminagdo por T. gondii desses felinos. Lucas et al. (1999), confirmam este fato,
quando relatam que gatos domiciliados com livre acesso a rua tém oportunidade de
cagar pequenas presas, ficando mais suscetiveis a infec¢do pelo parasito do que aqueles
que vivem exclusivamente dentro do domicilio. Moura et al. (2007), sugerem em seus
estudos, a importancia do meio ambiente contaminado por oocistos de T. gondii. Este
ambiente serve de fonte de contaminagdo para seres humanos e animais que o
freqlientam.

McAllister (2005) sugere que os gatos ndo andem livremente pelos ambientes
externos, pois a redu¢do da prevaléncia da doenca nestes animais diminuird,
conseqiientemente, a prevaléncia em humanos. O solo contaminado pelo parasito ¢ uma
fonte constante de infeccdo de dificil controle. Com o acesso dos felinos a areas onde
possam cacar passaros e roedores, esses felinos estardo sempre expostos a
contaminagao.

Os resultados encontrados no presente estudo, em relagdo ao tipo de
alimentagdo, ndo revelaram influéncia na soropositividade dos gatos domiciliados de
Porto Alegre. Na regressdo logistica, o tipo de alimentagdo ndo foi estatisticamente
significativo quando comparada ao acesso a rua e a raga. Discordando do nosso
resultado, Silva et al. (2002) e Lucas et al (1999), sugeriram que a alta taxa de
positividade seria conseqiiéncia dos proprietarios alimentarem seus animais com carne
crua, sendo que em nosso estudo a variante alimentacdo nao teve influéncia na
soropositividade.

Afonso et al. (2007), pelo teste da aglutinagdo modificado, obtiveram uma
soroprevaléncia de 51,09% em 276 soros de felinos sem dono, em um arquipélago do
Oceano Indico. O tipo de alimentagdo influenciou significativamente a positividade do
resultado, pois eles alimentavam-se com animais silvestres, principalmente coelhos.

Cavalcante et al. (2006), pela RIFI, encontraram um resultado de 87,3% de
positividade para T. gondii em felinos, em Rondonia, Brasil, pertencentes a 71 fazendas.
Estas fazendas possuiam, também, suinos soropositivos para o parasito. Os gatos e
humanos alimentavam-se com carne mal cozida desses suinos, embora, os autores
afirmaram que a causa da alta soroprevaléncia dos gatos foi o meio ambiente muito
contaminado por oocistos.

Miro et al. (2004), demonstraram que felinos ndo domiciliados e aqueles que
vivem em fazendas tém uma prevaléncia maior para T. gondii, pois o tipo de
alimentagdo desses animais, na maioria das vezes, ¢ compostas de passaros, coelhos e

pequenos roedores, contribuindo para sua positividade.
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Dubey (1996), afirma em seu estudo, que a carne bovina raramente apresenta
cistos de T. gondii, indo ao encontro de nossos resultados, uma vez que os dados
obtidos, através da andlise dos questionarios epidemiologicos, evidenciaram que a
origem da carne fornecida aos felinos era da espécie bovina.

Breciani et al. (2007), em Aragatuba, Sdo Paulo, constataram pela RIFI,
utilizando um ponto de corte > 64, uma soropositividade de 25% (100/400) para T.
gondii em felinos do centro de controle de zoonoses. A ocorréncia de felinos adultos
positivos foi bem maior quando comparados aos filhotes, sendo os valores iguais a
39,2% e 13,2%, respectivamente, apresentando uma diferenca significativa,
concordando com nossos resultados. Em relag@o as ragas e géneros, os resultados foram
semelhantes aos nossos. Pena et al. (2006), obtiveram resultados semelhantes ao de
Breciani et al. (2007), em relagdo a idade, com resultados muito proximos: gatos adulto
41,4% e filhotes 13,7% de positividade para T. gondii.

Garcia et al. (1999), constataram que a relagdo entre os fatores positividade e
gatos mais velhos, se justifica pela probabilidade maior desses animais de terem contato
prévio com o parasito

Com referéncia aos géneros, De Feo et al. (2002); Araujo et al. (2003); Pena et
al. (2006), nao encontraram diferenga significativa, assemelhando-se aos nossos
resultados. Mir6 et al. (2004), observaram em gatos sem dono, uma prevaléncia maior
em machos do que em fémeas, ndo constatando esta diferenga em gatos domiciliados.

Pena et al. (2006), enfatizam em seus estudos, concordando com nossos dados,
que a soroprevaléncia de T. gondii em gatos ¢ dependente de alguns fatores como o
livre acesso a rua, a idade dos felinos, o método sorologico testado, evidenciando,
também, que o fator género tém igual suscetibilidade para a infec¢do. A manutencdo
dos felinos dentro dos domicilios e o fornecimento de alimentagdo comercial ou bem
cozida, na opinido desses autores, contribuem para a reducdo da prevaléncia de T.
gondii nos gatos, assim como, o controle de gatos sem donos.

Em relagdo a comparagdo entre técnicas soroldgicas, Concuera, Lozano e Lopez
(1981), compararam as técnicas de HAI, RIFI, ELISA, FC (Fixacdo do Complemento),
AD (Aglutinagao direta), em mulheres em idade fértil (100/195) e 95 mulheres
gestantes (95/195). Das cinco técnicas utilizadas, os autores concluiram que a
especificidade e sensibilidade variam com cada técnica, ¢ obtiveram os melhores
resultados com RIFI, ELISA e HAI Eles sugeriram que se devem adotar a utilizagao, de
no minimo, duas técnicas dentre estas trés, para a sorologia toxoplasmica.

Camargo et al. (1986), compararam o teste de HAI com RIFI ¢ CAP-M (Teste



62

imunoenzimatico de captura de anticorpos IgM) quanto a sensibilidade e especificidade.
Esta comparagdo foi feita em 350 soros humanos. Todos os soros reagentes no teste
RIFI-IgG o foram, também, no teste HAI, com 50,9% de soros reagentes para RIFI e
52,0% para HAI. Deste modo, o teste de HAI pode ser utilizado na triagem de
individuos reatores e ndo reatores e, de preferéncia associado a outro teste como RIFI-
IgG ou CAP-M.

Uchoa et al. (1999), padronizaram um teste de ELISA e compararam com a RIFI
em soro humano de 103 individuos do Rio de Janeiro. A partir dos resultados,
concluiram que o teste ELISA-IgG padronizado (E=75%), mostrou-se eficiente para a
triagem sorolodgica, apresentando correlagdo positiva moderada com o teste de RIFI-
IgG, sendo o RIFI um teste de maior especificidade (E=79,1%).

Silva, Cutolo e Langoni (2002), compararam a RIFI e o método de aglutinacdo
direta (MAD) em soros de varias espécies animais, sendo uma delas a felina. Sua
positividade para RIFI foi de 18% e para MAD 19% tendo a concordancia de resultados
positivos entre os dois métodos de 63 a 88%, enquanto a concordancia de resultados
negativos variou de 94 a 96%. A nossa concordancia de resultados positivos foi de 56%
e de resultados negativos de 90%, valores mais baixos que o encontrado por eles. O
indice kappa, em nosso trabalho, teve um valor de 0.49, sendo considerada uma
probabilidade de concordancia moderada; enquanto que no referido trabalho o indice foi
de 0.76. Essa diferenca pode ser devido ao fato dos autores citados terem feito a
comparacao entre RIFI e MAD, enquanto que em nosso trabalho a comparagao foi feita

entre a HAI e RIFI.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que:

1- As freqiiéncias de anticorpos para Toxoplasma gondii nos soros de felinos
domiciliados atendidos em clinicas particulares da cidade de Porto Alegre, analisados
neste estudo foram de 26,94% pela técnica de Hemaglutinagdo Indireta e 37,96% pela
técnica de Imunofluorescéncia Indireta.

2- A taxa de co-positividade das duas técnicas foi de 56% e a de co-negatividade
de 90%, perfazendo uma taxa de concordancia global de 77,5%.

3- Os felinos que tém acesso a rua possuem mais chances de se contaminar com
o parasito quando comparados com aqueles que ndo tém este acesso.

4- Quanto mais avancada a idade, maior a probabilidade dos felinos serem
soropositivos para toxoplasmose.

5- Nao foi detectada influéncia das variaveis género, raca e alimentacdo nos
resultados das sorologias.

6- A técnica da RIFI foi significativamente superior a HAI para detec¢do de

anticorpos de T. gondii em soros de felinos.
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ANEXO 1

CALCULO DA PORCENTAGEM DE CONCORDANCIA

TECNICAS
RIFI HAI
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO a b atb
NEGATIVO c d ctd
TOTAL atc b+d atb+c+d

Concordantes positivos= a
Concordantes negativos= d
Nao concordantes= b+c, sendo b falsos negativos e c falsos positivos

Indice de co-positividade=_a
atb

Indice de co-negatividade= _ d
ctd

% de Concordancia= _a+d
atb+c+d
a+b+c= total de soros testados que foram positivos em ambos os testes, ou a0 menos em

um dos testes



ANEXO I1
CALCULO DO INDICE KAPPA

Retirado de SMITH (1995), pagina 150.
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POSITIVO NEGATIVO
POSITIVO a b
NEGATIVO C d
Concordancia observada=__a + d = (observagdo a)+(observacdo d) = %
atb+c+d atb+c+d

Probabilidade de concordancia paraacélulaa= (a+b)x(a+c)=

atb+c+d

Probabilidade de concordancia paraa célulab=(c +d)x (b+d) =

at+tb+c+d

Probabilidade de concordancia completa = (probabilidade a) + (probabilidade b)=

%

at+tb+c+d

Kappa = Concordancia observada - Probabilidade de concordancia completa =

100% - Probabilidade de concordancia completa
Resultados:
0.0 = rara probabilidade de concordancia
0.0 - 0.2 = fraca
0.2 - 0.4 = regular
0.4 - 0.6 = moderada
0.6 - 0.8 = substancial
0.8 - 1.0 = concordancia quase perfeita entre os testes

+ 1.0 = concordancia perfeita
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ANEXO III

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

N° da Requisicao:

Nome do paciente: Raca: Idade:
Género:

Proprietario:

Data colheita: Vet. Solicitante:

Clinica:

Acesso arua () Nao acesso arua ()

Alimentagdo: Racao () Racao + carne ()

Resultados:

HAI positivo () negativo ()

RIFI positivo () negativo ()



