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RESUMO

A toxoplasmose é uma das enfermidades parasitarias mais difundidas entre as
transmissiveis. Novos aspectos parecem justificar o reaparecimento da questdo da
toxoplasmose, uma vez que ela vem sendo diagnosticada em um numero crescente de
pacientes com imunossupressdo devida a varias causas tais como doengas malignas,
transplantes de orgdos e principalmente, a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS). Mais de 50% da populagdo humana mundial acha-se infectada pelo
Toxoplasma gondii com variagdes determinadas por fatores climaticos, socio-
econdmicos, tipo de contato com animais, em especial 0 gato e costumes alimentares
relacionados ao consumo de carnes. O T. gondii € um protozoario que infecta
praticamente todas as espécies animais. A caprinocultura € uma atividade bastante
exercida no Estado, sendo que representa 0,4% de sua atividade pecuéria total. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o papel desempenhado pela espécie caprina na
transmiss@o do T.gondii. A amostragem foi estratificada por idade e género. Foram
analisadas 360 amostras de soros de caprinos, através da técnica de Hemaglutinacao
Indireta (HAI) e Imunofluorescéncia Indireta (IFI). Os resultados obtidos pela HAI
estimam uma frequéncia de 19 % de soro-positividade e pela IFI de 30%, o que
representa indices elevados. Em relacdo a Hemaglutinacao Indireta, na variavel género,
foi observada uma frequiéncia de 20,1% de soropositividade para os machos e 19,3%
para as fémeas, enquanto que na variavel idade, os resultados demonstraram
frequéncias de 16,5% para os individuos jovens e 21,1% para os adultos. No que tange
a Imunofluorescéncia Indireta, a variavel género demonstrou uma frequiéncia de 14,44%
de soropositivos para 0s machos e 15,56% para as fémeas. Na variavel idade, através
desta mesma técnica, observou-se uma freqléncia de soropositividade de 13,06% para
individuos jovens e de 16,94% para individuos adultos. Ao compararem-se as duas
técnicas os dados obtidos revelam uma associacao significativa entre elas, com uma
indice de co-positividade para a HAI de 78,6% e de co-negatividade de 81,7%. O indice
Kappa utilizado para medir o grau de concordancia entre as duas técnicas foi igual a
0,5% que evidencia um grau de concordancia moderado entre as técnicas,
recomendando, desta forma o uso cauteloso da HAI na espécie caprina. Os dados
obtidos nos permitem concluir que os caprinos criados na regido estudada podem ser
fonte de transmissdo de T. gondii.



ABSTRACT

Toxoplasmosis is one of the most widespread parasite infections among transmitted
diseases. New aspects seem to justify the resurgence of Toxoplasmosis, since the
disease has been diagnosed in a increased number of patients with suppressed immune
system diseases related to various causes, such as malign diseases, organ transplants,
and particularly in those with Acquired Immune Deficiency Syndrome (SIDA). Over
50% of the world's human population is infected with Toxoplasma gondii with
variations established by climatic and socio-economic factors, type of contact with
animals, particularly cats, and eating habits related to meat consumption. The T. gondii
IS a protozoan that infects almost all animal species. Goat farming is a well-practiced
activity in the State, representing 0,04 % of its total livestock production. The aim of
this work is to evaluate the role of goat species in T. gondii transmission. The sampling
was stratified by age and gender. Three hundred sixty (360) goats sera samples were
tested by indirect hemagglutination technique (IHA) and indirect imunofluorescence
test (I11IF). The obtained results showed that 19% of the sera samples was positive to
IHA and 30 % was positive to IFI, which represents a high level. Results of IHA
associated to the variable gender showed 20.1% sera positivity frequency for male goats
and 19.3 % for females, whereas the results associated to the variable age showed
frequencies of 16.5% for young goats and 21.1% for adults. The results determined by
indirect imunofluorescence related to the variable gender showed a frequency of
14.44% positivity for males and 15.56% for females. Using this same technique to
evaluate the variable age, it was noted a soropositivity frequency of 13.06% for young
goats and 16.94% for the adults. The two techniques used in the research were
compared, and the obtained data showed a significant association between them, with a
co-positivity rate with IHA of 78.6% and co-negativity of 81.7%. The Kappa index
used to measure the agreement among the two techniques was 0,5%, showing a
moderate agreement level among the techniques, therefore recommending cautious use
of HAI in the goats. The obtained data allowed us to conclude that the goats that are
raised in the studied area may be considered a source of T. gondii.



1 INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma das enfermidades infecciosas mais difundidas entre
as transmissiveis. Mais de 50% da populacdo mundial acha-se infectada pelo Toxoplasma
gondii, com variacdes de acordo com as regides e os costumes (P1ZZI, 1997).

Novos aspectos desta protozoose que recentemente tém vindo a luz, parecem
justificar o reaparecimento da questdo da prevaléncia e significado da toxoplasmose. As
consequéncias da infeccdo intra-uterina pelo T. gondii estdo ganhando reconhecimento e a
toxoplasmose vem sendo diagnosticada em um numero crescente de pacientes com
imunossupressdo devida a vérias causas, tais como doencas malignas, transplantes de
orgdos e Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Clinicamente, a encefalite
toxoplasmica aparente tem sido reportada em 30 a 40% dos pacientes aidéticos
(KOSKINIEMI; LAPPALAINNEN; HEDMAN, 1989).

De acordo com Schantz e McAuley (1991), a cada ano, em todo mundo, T. gondii
infecta milhdes de pessoas, que o contraem seja pela ingestdo de carne crua ou mal cozida
de animais infectados, tais como suinos, ovinos e caprinos, pelo consumo de leite ndo
pasteurizado ou pela ingestdo de oocistos eliminados nas fezes de felinos (DUBEY, 1981,
MUNDAY & MANSON, 1979).

Segundo Corcuera, Lozano e Lopez (1981), do ponto de vista epidemiologico, a
toxoplasmose e uma enfermidade cosmopolita sendo sua distribui¢do influenciada por
varios fatores, entre os quais se pode incluir: os climaticos, os s6cio-econdmicos, contato
com animais domésticos, em especial 0 gato e costumes alimentares em relacdo ao
consumo de carne.

O Rio Grande do Sul e um Estado com tradicdo agropecuéria, sendo que grande
parte de sua estrutura fundiaria é baseada em minifandios, inclusive na regido da Grande
Porto Alegre (Gravatai e Viamao), onde se desenvolveu o presente trabalho. A regido da

Grande Porto Alegre é composta por 31 municipios, com uma érea total de 9. 707,9 km? e



uma populagdo de 3.655.072 habitantes (IBGE — CENSO, 2000), situada na Depressao
Central do Estado

A caprinocultura tem sido bastante exercida na regido, sendo que representa 0,4%
da atividade pecuéria total do Estado com cerca de 72.000 cabecas, destas 1.006
encontram-se em Viamao e 710 em Gravatai. (IBGE — CENSO 2000). Porém, segundo
informacOes de profissionais especialistas na area, o numero total no Estado pode ser
estimado em até 250.000 cabecas se forem contabilizados os animais que vivem em estado
semi-selvagem nos morros, grutas e encostas.

Os ultimos dados referentes a toxoplasmose em caprinos no Estado do Rio Grande
do Sul foram obtidos na década de 80 (ARAUJO et al.,1984) e desde esta mesma época que
trabalhos publicados na literatura nacional e internacional tém apontado para o fato de a
toxoplasmose possuir caracteristicas proprias no Estado (ARAUJO, 1999).

A escolha da Imunofluorescéncia Indireta (IF1) e Hemaglutinacao Indireta (HAI)
como técnicas para o0 inquerito soroldgico se deveu a sua aceitacdo universal, grande

utilizacéo, a facilidade de realizag&o, a boa sensibilidade e ao razoavel custo.



1.1.

Objetivos
1.1.1. Gerais

Contribuir para o estudo da cadeia epidemioldgica da toxoplasmose na
regido da Grande Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

Estudar o papel desempenhado pela espécie caprina na transmisséo do
Toxoplasma gondii nessa regido do Estado.

1.1.2. Especificos

Estimar, estratificando por idade e género a freqiiéncia de soro-reagentes em
caprinos criados na regido da Grande Porto Alegre.

Analisar a influéncia de fatores alimentares, de higiene e da populacéo de
felinos na transmissdo dessa zoonose.

Correlacionar estatisticamente os resultados obtidos através do emprego das
técnicas da Imunofluorescéncia Indireta (IF1) e Hemaglutinacao Indireta
(HAI)



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Histdrico da Caprinocultura:

A cabra foi o primeiro animal domesticado pelo homem, capaz de produzir
alimentos, ja ha cerca de dez mil anos. De |4 para cad sempre acompanhou a histéria da
humanidade, conforme atestam os diversos relatos historicos, mitologicos e até mesmo
biblicos que mencionam os caprinos. Eles tém a mesma origem dos bovinos, com o tronco
ancestral dos antilopes e a diferenciacdo ocorrendo no periodo Piloceno (Phylogenies and
fossils, 2002).

As ragas domesticas atuais descendem provavelmente da Capra segragus, da Pérsia
e Asia Menor, da Capra falcoreni, do Himalaia e da Capra prisca da bacia do
Mediterraneo. A cabra doméstica atual é a Capra hircus. Existe uma grande variedade de
produtos de origem caprina: leite, carne, couro, pélos e esterco além da utilidade como
animal de tracdo. Em certas regibes do mundo, o poder de uma pessoa € medido pelo
nimero de caprinos que possui e estes até mesmo sdo utilizados como o dote que
acompanha a noiva em contratos de casamento, em alguns paises da Africa. Ainda hoje a
cabra tem um papel muito importante como fornecedora de alimentos, particularmente em
paises ou regides em desenvolvimento. (A Caprinocultura, 2003).

De acordo com a FAO (FAO Production Yearbook, 1988/1994 apud A
Caprinocultura, 2003) a caprinocultura € uma atividade que vem crescendo muito nos
altimos anos. A populagdo mundial de caprinos que € de 609 milhdes de cabecas, aumentou
em 7,3% entre 1979 e 1987, enquanto que a producdo de bovinos aumentou em apenas
4,9% e a de ovinos em 5,7%.

A producdo mundial de leite de cabra aumentou em 10,7% e a producdo de carne

caprina aumentou em 21,8% no mesmo periodo, indicando um incremento na



produtividade dos animais, uma vez que o aumento na producéo de leite e carne foi maior
gue o aumento efetivo dos animais.

Cerca de 94,2% dos caprinos no mundo encontram-se em regiGes em
desenvolvimento, evidenciando a capacidade do caprino de se adaptar a condicOes
adversas, justificando sua reputacdo de animal rustico. Porém, os 5,8% dos caprinos
localizados em regides desenvolvidas sdo responsaveis por 26,3% do leite produzido pela
espécie, mostrando que, quando as condi¢des sdo favoraveis, 0s caprinos apresentam alta
produtividade.

A populagio mundial de caprinos tem os maiores efetivos nos continentes da Asia e
Africa. A América do Sul possui um pequeno rebanho com 22,8 milhdes de cabegas, 0 que
representa apenas 3,7% da populacdo mundial. O maior rebanho da América do Sul é o
brasileiro, com 12,2 milhdes de cabecas, seguido da Argentina com 3,4 milhGes de cabecas
e a seguir a Venezuela com 1,8 milhdes de cabecas.

O Brasil tem 0 nono maior rebanho do mundo e 90% dos caprinos estdo na regido
nordeste, onde a maioria dos animais é criada em condicOes precarias, sendo exploradas
apenas a carne e a pele. Por outro lado, existe no Centro-Sul uma caprinocultura voltada
para a alta produtividade. Segundo dados da FAO (FAO Production Yearbook, 1982 apud
A Caprinocultra, 2003) a populagéo brasileira de caprinos aumentou em 40% entre 1970 e

1980, enquanto a populacéo nacional aumentou em 23,8% no mesmo periodo

2.2. Histdrico do Toxoplasma gondii:

Em 1908, dois pesquisadores franceses, Nicolle & Manceaux, descreveram o
achado de um parasita intracelular no bago e figado de um roedor da Tunisia no norte da
Africa, o Ctenodactylus gundi. Eles acreditaram que se tratava de uma forma particular de
Leishmania, denominando-o de Leishmania gondii. No mesmo ano, em Séo Paulo, Brasil,
no Departamento de Bacteriologia do Hospital da Sociedade de Beneficiéncia Portuguesa,
Splendore descreveu o parasita em coelhos, também como Leishmania. Somente no ano

seguinte, os primeiros autores retificaram sua posi¢do anterior e, em um novo informe a



Academia de Ciéncias de Paris, renomearam o parasita como Toxoplasma gondii (Toxon =
arco em grego) devido a forma arqueada do parasita.( FREYRE, 1989; LARSSON, 1989;
DUBEY, 1999).

Nos anos seguintes, varios investigadores encontraram em diversos animais,
parasitas morfologicamente semelhantes ao T. gondii, que foram denominados de acordo
com a espécie animal onde eram detectados: T. canis, T. columbae, T. gallinarum, T.
cuniculi. Porém, os estudos realizados por Sabin em 1939 levou-o0 a concluir que se tratava
de uma Unica espécie de protozoario (FREYRE, 1989; PIZZI, 1997).

O primeiro caso de toxoplasmose humana foi descrito por Castellani em 1913, em
um menino com quadro febril e com esplenomegalia (P1ZZI, 1997). Em 1923, um
oftalmologista de Praga, Checoeslovaquia, chamado Janku, descreveu pela primeira vez
protozoarios morfologicamente idénticos ao T. gondii em cortes de tecidos do olho de uma
crianca que apresentava hidrocefalia e microftalmia, caso que foi comentado cinco anos
mais tarde, em 1928 por Levaditis, quem pela primeira vez relacionou a hidrocefalia com a
toxoplasmose (PI1ZZI, 1997). Torres, em 1927, no Rio de Janeiro, descreveu em cortes
histoldgicos de cérebro e musculos esqueléticos de um recém-nascido, falecido com vinte e
nove dias, a presenca de microrganismos compativeis com T. gondii onde sugeriu a
possibilidade de infeccdo congénita.

Wolf & Cowen, em 1938, em um caso de meningoencefalomielite mortal de um
recém-nascido, acharam um parasita que denominaram Encephalitozoon hominis.
Posteriormente, Sabin, em 1939 demonstrou que se tratava do T. gondii. Em 1939, Wolf;
Cowen & Paige, estudaram outro caso de encefalomielite congénita mortal, conseguindo
isolar o protozoario através de inoculagcbes em animais, a partir do liquido
cefalorraquidiano e tecidos infectados obtendo, dessa forma, a primeira cepa de origem
humana. Assim se comprovou a relacdo do T. gondii com a enfermidade no homem e se
demonstrou que este agente era capaz de infectar o feto no Gtero. A forma adquirida da
toxoplasmose ndo foi suficientemente conhecida até 1940, quando Pinkerton & Weinman
publicaram um caso de toxoplasmose aguda mortal em um adulto de 22 anos. Em 1952,
Siim descreveu a forma ganglionar da protozoose ( FREYRE, 1989; MACEDO, 1994,
FRENKEL, 1997; P1ZZ1, 1997).



Jacobs, Remington & Melton relataram em 1960, a primeira demonstracdo da
presenca de cistos do T. gondii na carne de animais, dando consideravel suporte a hipotese
de que o homem poderia adquirir a infeccdo pelo consumo de carne mal cozida, enquanto
Hutchinson em 1967, foi o primeiro a mostrar que os gatos podiam eliminar T. gondii
pelas fezes e postulou que os parasitas 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). No periodo entre 1975 e 1976, foi descrito o ciclo selvatico do parasita
(P1ZZI, 1997).

Uma das primeiras evidéncias da ocorréncia da toxoplasmose caprina foi obtida por
FELDMAN & MILLER (1956) examinando rebanhos no estado de Nova lorque. A partir
disto, inimeros inquéritos epidemioldgicos foram realizados em diversos paises, inclusive
em diversas regides do Brasil (AMARAL et al., 1978; ARAUJO et al., 1984).

2.2.1. Sistematica:

O Toxoplasma gondii €, como a maior parte dos Apicomplexa, um parasita
coccidio intracelular obrigatério (DUBRUMETZ, 1999). Os protozoarios que
pertencem a este Filo possuem o complexo apical (FREYRE, 1989). Os hospedeiros
definitivos sdo os felideos, que podem ser chamados de hospedeiros completos pois
também podem ser hospedeiros intermediarios, quando apresentam o ciclo extra-
intestinal ou tecidual o qual ocorre em muitas outras espécies de vertebrados,
inclusive o homem (TABOADA & MERCHANT, 1997; FRENKEL, 1997;
DUBEY,1998).

Segundo Levine et al. (1980) e Levine (1985) o T. gondii apresenta a

seguinte classificacao taxonémica:



Reino Protista, HAECKEL, 1866

Sub-Reino Protozoa, GOLDFUSS, 1817

Filo Apicomplexa, LEVINE, 1970

Classe Sporozoea, LEUKART, 1879

Subclasse, Coccidia, LEUKART, 1879

Ordem Eucoccidiida, LEGER & DUBOSEQ, 1910
Subordem Eimeriina, LEGER, 1911

Familia Sarcocystidae, POCHE, 1911

Subfamilia Toxoplasmatinae, BIOCCA, 1959

Género Toxoplasma, NICOLLE & MANCEAUX, 1909

2.3.1. Morfologia

O T. gondii é encontrado sob trés formas evolutivas: taquizoitos, forma de
multiplicacdo rapida, caracteristica da infeccdo aguda; bradizoitos, que estdo contidos no
interior dos cistos e caracteriza a forma de multiplicacéo lenta, nas infec¢des cronicas ou
assintomaticas e oocistos nas fezes de felideos, resultantes do ciclo enteroepitelial do
parasita que ocorre apenas no intestino de membros da familia Felidae ( ACHA &
SZYFRES, 1987; DUBEY,1987; LAPPIN,1994; DUBEY, LINDSAY & SPEER, 1998).

2.3.1.1. Taquizoitos

Em 1973, Frenkel usou o termo taquizoito (tachos = velocidade) para descrever o
estagio de multiplicacdo rapida do parasita. Observado ao microscépio Optico, o taquizoito
apresenta a forma de gomos de laranja com o extremo posterior arredondado e o anterior
afilado, movendo-se por deslizamento, flexdo, ondulacéo e rotacdo (DUBEY, LINDSAY,
SPEER, 1998). Medem cerca de 2 a 6 um de comprimento por cerca de 3 um de largura.
Seu protoplasma e azulado e o nucleo vermelho. E gram-negativo. Por microscopia

eletrobnica destacam-se as seguintes estruturas: uma parede celular formada por trés



membranas; sistema condide localizado na parte mais aguda do parasita onde se acham
enzimas que constituem seu fator de penetracdo celular; toxonema, formagdes circulares
que saem da condide; nucleo; reticulo endoplasmaético; complexo de Golgi; mitocondrias;
vacuolos e ribossomas ( P1ZZI1, 1997) Os taquizoitos possuem importancia epidemiolégica
por serem as formas transmitidas verticalmente, via gestacdo, constituindo um problema em
Saude Publica (LARSSON, 1989).

2.3.1.2. Bradizoitos

Bradizoito (brady = lento) foi o termo usado também por Frenkel em 1973 para
descrever o organismo com multiplicacdo lenta dentro de um cisto tecidual. Os cistos
crescem e permanecem nos tecidos nervosos e musculares onde se dividem por endogenia.
Os bradizoitos se desenvolvem em um vacuolo citoplasmatico cuja membrana transforma-
se na capsula do cisto (FRENKEL, 1997).

2.3.1.3. Oocistos

Os oocistos ndo esporulados sao esféricos ou sub-esféricos, tendo 10 a 12 um de
didmetro. A esporulacdo do oocisto ocorre no meio externo entre um e cinco dias em
condi¢bes ambientais consideradas 6timas, e com ela o oocisto adquire sua capacidade
infectante. Os oocistos esporulados sao sub-esféricos ou elipsoidais e medem de 11 a 13
um de didmetro (DUBEY, LINDSAY & SPEER, 1998). Cada oocisto esporulado contém
dois esporocistos elipsoidais que medem entre 6 e 8 um. Cada esporocisto, por sua vez,
contéem quatro esporozoitos de 4 x 6,8 um, que possuem um ndcleo terminal ou central e
uns poucos granulos (DUBEY, 1994).



2.2.1. Ciclo Evolutivo:

O ciclo evolutivo do T. gondii ocorre de duas maneiras: sexuado ou ciclo
enteroepitelial e assexuado ou extra-intestinal. Estes dois diferentes padrbes de
multiplicacdo ocorrem em felideos, apos a infeccdo. O ciclo enteroepitelial ou intestinal de
infeccdo ocorre apenas nestes hospedeiros definitivos (gatos e em outros felideos),
enquanto o ciclo extra-intestinal de infeccao é o padrdo que ocorre em todas as espécies que
servem de hospedeiros intermediarios (SWANGO, BANKEMPER & KONG, 1992;
GAGNE,2001)

2.4.1. Ciclo Enteroepitelial:

Apos a ingestdo de alguma das formas infectantes, ocorre no intestino dos felideos,
o ciclo enteroepitelial do parasita, ou ciclo sexual, que € do tipo monoxeno (LAPPIN, 1994;
DUBREMETZ, 1999). Ap0s a ingestdo do cisto tecidual, por felideos, a parede do cisto é
dissolvida por enzimas proteoliticas no estomago e intestino delgado, liberando os
bradizoitos (DUBEY, 1998b). Se a ingestdo for de oocistos maduros, também no estomago
sdo liberados os esporozoitos. A ingestdo de taquizoitos também pode acontecer. Os
bradizoitos, esporozoitos e taquizoitos penetram nas células intestinais dos felideos
(KAWAZOE, 2000). Os bradizoitos e esporozoitos liberados nestas células passam a
taquizoitos e iniciam a formacédo de geragdes de toxoplasmas. Este parasita passa por cinco
diferentes formas reprodutivas assexuadas que véo de A a E (ACHA & SZYFRES, 1987).
As formas D e E (também chamadas de merozoitos) iniciam a formagdo dos gametas ou
gametogonia. Os gametdcitos femininos e masculinos encontram-se no interior das células
epiteliais intestinais e a sua fusdo termina na formacdo de oocistos, ou zigoto, que séo
liberados para a luz intestinal e saem nas fezes (GARRIDO,1978; LAPIIN, 1994). Esses
transmitirdio o T. gondii para outros felideos ou outros hospedeiros intermediérios
(DUBREMETZ, 1999).

Os membros da familia Felidae excretam oocistos de T. gondii nas fezes trés a cinco

dias apo6s a ingestdo de bradizoitos, dezoito dias ap06s a ingestdo de oocistos esporulados e



treze dias apds a ingestdo de taquizoitos. Desses, os bradizoitos induzem o ciclo nos
felideos mais eficientemente porque quase todos os felideos ingerindo cistos eliminam
oocistos enquanto menos de 30% dos felideos que ingerem taquizoitos ou oocistos
eliminam oocistos (DUBEY, 1998a). O numero de oocistos eliminados apos a ingestdo de
oocistos é menor que apos ingerir cistos viaveis (DUBEY, 1987)

Segundo Swango, Bankemper & Kong (1992) e Bistner & Ford (1997), os gatos
expelem oocistos por menos de duas semanas e estes ndo sdo infecciosos até a esporulacao
que exige de um a cinco dias sob condigdes ideais de temperatura e umidade. O felideo
elimina milhdes de oocistos na matéria fecal, que podem permanecer viaveis durante anos
(P1ZZ1, 1997).

2.4.2. Ciclo Extraintestinal

Apb6s um hospedeiro intermediario, ou também os felideos, ingerirem oocistos
maduros, da agua ou comida contaminada, ocorre a ruptura do oocisto no intestino
liberando os oito esporozoitos. Os esporozoitos multiplicam-se nas células intestinais e
nodulos linfaticos, e sdo formados os taquizoitos (PIZZI, 1997). Essas formas sdo
espalhadas ao resto do organismo pela circulagdo sanguinea e linfatica (DUBEY, 1994).

Os taquizoitos entdo ocupam o citoplasma das células em diferentes 6rgdos e
passam a uma forma arredondada sendo isolados pela célula hospedeira mediante a
formacdo de um vacuolo citoplasmatico. Os taquizoitos perfuram a membrana celular
empregando seu pélo anterior estendido, invaginando o plasmalema da célula hospedeira
sem rompé-la (FREYRE, 1989). No interir das células eles iniciam um processo de divisdo
rapida denominado endodiogenia, que consiste na formacdo de dois taquizoitos no interior
de um “taquizoito-mae”, que em uma fase posterior rompe-se liberando esses dois parasitas
menores para continuarem crescendo em rapida multiplicacdo dentro do vacuolo
intracitoplasméatico da célula hospedeira. Cada célula hospedeira contém até cem
taquizoitos e esse conjunto é denominado pseudocisto. A multiplicacdo dos parasitas causa
uma compressdo mecénica com o rompimento da célula, desse modo, os taquizoitos

seguem infectando outras células. Essa fase inicial da infeccdo (fase proliferativa),



caracteriza a fase aguda da doenca (KAWAZOE, 2000). A multiplicacdo dos taquizoitos
pode causar dano tissular severo podendo ocorrer até a morte de individuos
imunocompetentes (LAPPIN, 1994).

Esse processo de invasdo, multiplicacdo e ruptura celular, pode levar dias, podendo
repetir-se vérias vezes, dependendo do estado geral do hospedeiro e da viruléncia da cepa.
Em individuos imunocompetentes, em poucos dias aparece a resposta imunolégica e limita
a difusdo dos T. gondii que se encistam e permanecem vivos (P1ZZI, 1997). A apari¢do
dessa fase ocorre mais ou menos uma ou duas semanas apés o inicio da infec¢do e ocorre
preferencialmente no cérebro, retina e muasculos. A multiplicacdo dos bradizoitos (no
interior dos cistos) também é por endodiogenia, porém, a velocidade em que ocorre é bem
menor. Esta fase cistica juntamente com a diminuicéo da sintomatologia, caracteriza a fase
cronica. Esta fase pode permanecer por longo periodo, por mecanismos ainda nao
inteiramente esclarecidos (diminuicdo da imunidade ou da resisténcia, alteragdo hormonal
ou outros) (KAWAZOE, 2000).

Apos a ingestdo de cistos, enzimas proteoliticas dissolvem suas paredes liberando
os bradiziitos que infectam as células epiteliais do intestino do hospedeiro. Apos entrar
nestas células os bradizoitos transformam-se em taquizoitos e fazem o mesmo processo
apos a ingestdo de oocistos (repetidas divisbes intracelulares, invasdo da circulacgéo,
distribuicdo pelo organismo e encistamento) (KONEMAN et al., 1992; DUBEY, 1994). Os
estudos histopatoldgicos e a microscopia eletrbnica tém demonstrado que o T. gondii
invade ativamente células hepaticas, fibroblastos, células miocardicas, de musculos lisos e
endotelial, neurdnios, células intestinais e outras epiteliais em animais de laboratério e no
homem (FRENKEL,1986).

Segundo Dubey (1987), estes cistos provavelmente persistem por toda a vida do
hospedeiro. Quando se rompe um cisto tissular, ocorre uma reacdo de hipersensibilidade
localizada capaz de causar inflamacdo, bloqueio dos vasos sangliineos e morte celular
préxima ao cisto (JAWERZ et al., 1991).

A imunossupressdo devida a agentes quimioterdpicos ou moléstias debilitantes
como a cinomose (em cées) e a leucemia felina (em gatos), pode ocasionar a reativacao da
multiplicacdo, com bradizoitos revertendo a taquizoitos em proliferacdo (SWANGO,
BANKEMPER & KONG, 1992).



Nos hospedeiros intermediarios também pode ocorrer transmisséo vertical atraves
dos taquizoitos. Um hospedeiro susceptivel pode, durante a amamentacdo ingerir
taquizoitos eliminados no leite. As formas de taquizoitos que chegam ao estomago serdo
destruidas mas as que penetram na mucosa oral poderdo evoluir do mesmo modo que 0s
cistos e oocistos (KAWAZOE, 2000). Apo6s a ingestdo de oocistos ou cistos e liberacdo de
taquizoitos para a circulagdo, se o hospedeiro intermediario for uma fémea gestante, o
parasita pode invadir os tecidos do feto (BLOOD & RADOSTITS, 1991).

2.5. Imunologia

A imunidade protetora contra o T. gondii é especifica e ocorre através dos
mecanismos humoral e celular (CHEMELLO, ECKERT & TEIXEIRA, 1998). As células
do sistema imune que freiam o parasita sdo monadcitos/macréfagos, com o auxilio de
anticorpos especificos da classe IgM e IgA num primeiro momento, e a seguir, os linfocitos
T sensibilizados (CAMARGO, 1995; CAMARGO, 1996). Os taquizoitos viajam pela
circulacdo sanguinea no interior dos linfocitos, protegidos dos anticorpos (FRENKEL,
1986).

Os anticorpos humorais atuam sobre as formas livres no sangue, ou seja, sobre
toxoplasmas extracelulares, causando rompimento da membrana celular na presenca de um
complemento, produzindo escapamento de citosol (FRENKEL, 1985). Quanto aos
mecanismos humorais, inicialmente ocorre a producao de IgM e IgA, caracterizando a fase
aguda da doenca, seguida da producdo de IgG. O aumento nos titulos de IgM é geralmente
de curta duragéo, sendo que as IgA desaparecem antes dos anticorpos IgM. As 1gG podem
persistir com titulos elevados por um longo tempo (CAMARGO, 1995; CHEMELLDO,
ECKERT & TEIXEIRA,1998).

O Toxoplasma gondii é capaz de parasitar todos 0s 6rgéos, tanto de humanos quanto
de animais, tendo especial afinidade pelo sistema nervoso, notadamente na sua forma

crbnica, onde permanece, principalmente, no sistema nervoso central e coriorretina. Os



taquizoitos de T. gondii podem persistir por longo tempo no cordao espinhal e cerebral e
como cistos viscerais porque a imunidade é pouco efetiva nos 6rgdos neuronais. Esses
taquizoitos também podem estar presentes na placenta meses depois do inicio da infeccdo
na fémea. Na maioria das vezes infecta 0 organismo sem oportunizar consequéncias
clinicas aparentes devido a sua forma cronica (GRUNSPAN, 1996; DUBEY, 1998b).

Em algumas circunstancias a toxoplasmose pode ocorrer em graus variaveis de
gravidade que podem ocasionar sequelas severas e fatais como em certas cepas de maior
viruléncia, uma dose infectante maior, uma via de penetracdo mais favordvel e um
hospedeiro com suas defesas organicas abaixo da normalidade (FREYRE, 1989). O grupo
de individuos mais susceptiveis inclui receptores de 6rgédos transplantados, pacientes com
certos tipos de cancer e pacientes portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) (ALEXANDER & HUNTER, 1998). Segundo Dubey (1987), a idade do animal, o
género e a especie também influem na susceptibilidade ao Toxoplasma gondii.

Existem trés linhagens principais do parasita relacionadas com a viruléncia: a Tipo
1 esta associada a viruléncia aguda em camundongos; a Tipo 2 induz patologia crénica em
linhagens susceptiveis de camundongos e a Tipo 3 que € a menos virulenta. Em humanos a
linhagem Tipo 1 esta freqlientemente associada a infec¢des congénitas enquanto que a Tipo
2 é mais comum em pacientes onde a doenca foi reativada. Ainda existe o fato de os
oocistos produzirem infeccdo mais virulenta que os cistos (ALEXANDER & HUNTER,
1998).

Segundo Denkers, Casper & Sher (1994), a resposta imunoldgica dos organismos ao
T. gondii é complexa e faz com que o hospedeiro imunocompetente desenvolva imunidade
contra o parasita durante toda sua vida tornando este hospedeiro muito resistente a uma

reinfeccdo.



2.6. Epidemiologia

2.6.1 Mecanismos de Transmissdo

2.6.1.1. Para os Hospedeiros Definitivos (felinos)

A maioria dos gatos se infecta através da ingestao de roedores cujos tecidos contém
taquizoitos (pseudocistos) ou bradizoitos (cistos) embora também possa ocorrer
transmissdo direta de oocistos entre gatos (P1ZZI, 1997, URQUHART et al., 1998) e a
transmissdo placentéria (LAPPIN, 1994).

Segundo Dubey (1996), os oocistos de T. gondii sdo menos infectivos para gatos do
que para camundongos, concordando com as observacGes de Dubey & Beattie (1988),
quando afirmaram que os oocistos sdo altamente infectivos para hospedeiros intermediarios
e moderadamente infectivos para gatos.

Powell, Brewer & Lappin (2001), realizaram um estudo onde foram infectados seis
gatos com T. gondii via oral e detectaram o protozoario no leite de cinco destes animais,
utilizando ensaio bioldgico ou PCR (Reacdo de Polimerase em Cadeia) e os oocistos foram

encontrados nas fezes de um a vinte e seis dias antes do T. gondii ser detectado no leite.

2.6.1.2. Para os Hospedeiros Intermediarios

2.6.1.2.1. Através do Consumo de Alimentos

Nos alimentos de origem animal o T. gondii € mais prevalente nos produtos
suinos, seguido dos ovinos e caprinos (GARCIA et al., 1999c). De acordo com Dubey
(1986) carne fresca e linglica de porco sdo a principal fonte de toxoplasmose humana em
muitos paises, seguida das carnes de cabra, ovelha e mesmo de galinha. Segundo Navarro
et al. (1992b) o fato de grande parte das linguicas no Brasil serem processadas

artesanalmente contribui para aumentar o risco da doenca.



Num estudo de Kimball et. al. (1974) a propor¢do de humanos que
adquiriram infeccdo por T. gondii foi mais alta nas popula¢des que tem o habito de
consumir carne mal-passada do que naquelas que costumam cozinhar bem as carnes antes
de consumi-las. Segundo Amato Neto et al. (1995) em sociedades onde existia alto
consumo de carnes cruas ou mal cozidas e regibes com falta de saneamento basico
apresentaram taxas mais altas de infec¢cdo. Varios autores relataram surtos de toxoplasmose
humana a partir do consumo de carnes mal cozidas, verduras contaminadas, através do
aleitamento materno e pelo consumo de agua contaminada com oocistos do protozoario.

Em caprinos também j& foram descritos surtos naturais de toxoplasmose
congénita e perinatal na Austrdlia e Estados Unidos (MUNDAY & MANSON, 1979;
DUBEY, 1981c), bem como infec¢do experimental comprovando a transmissdo do agente
atraves da via transplacentaria (DUBEY, 1985; DUBEY, 1988). Segundo Sella (1994) é
fato de grande preocupagdo a transmissdo da toxoplasmose caprina através do leite “in
natura” e de seus subprodutos, bem como da carne e seus derivados quando consumidos

quer por seres humanos, quer por outras espécies animais.

2.6.1.2.2 Através de Animais de Estimacao

Os gatos de rua tém a chave da epidemiologia da toxoplasmose, devido a
areia e o solo contaminados por suas fezes contendo oocistos, serem fontes duradouras de
infeccdo (ARAUJO, SILVA & LANGONI, 1998).

O fato de os felinos cobrirem suas fezes apds defecarem contribui para
aumentar as condicdes de sobrevivéncia dos oocistos. Lappin (1994) diz que a infeccéo por
contato direto com felinos que excretam oocistos € muito pouco provavel, uma vez que 0s
oocistos devem esporular para serem infectantes e os felinos sdo animais muito higiénicos
ndo deixando resquicios de fezes em sua pelagem por tempo suficiente para permitir a
esporulacéo dos oocistos.

Lindsay et al.(1997) estudaram o mecanismo de transmissao de oocistos por
cdes e concluiram que se os cédes rolarem em fezes de gatos contendo oocistos ndo

esporulados, estes oocistos ndo esporulam nos pélos dos cées provavelmente por condi¢fes



inadequadas para tal. Num outro experimento 0s mesmos autores demonstraram que
oocistos esporulados de T. gondii podem atravessar o trato intestinal dos caninos e serem
excretados nas fezes, nesse mesmo estagio infeccioso, sendo assim infectantes para

humanos.

2.6.1.2.3. Via Transplacentaria

A incidéncia mundial da toxoplasmose congénita é estimada em 0,3 a 1,0
para cada mil nascimentos vivos (TROJOVSKY, 1998) e segundo Kawazoe (2000), cerca
de 40% dos fetos humanos podem adquirir o T. gondii durante a gravidez, estando a
gestante na fase aguda da doenca (ou se houver reativacdo de cistos da fase cronica da
doenca, 0 que é raro).

O perigo reside sobre as gestantes que adquirem a primoinfeccdo durante a
gravidez. Para que o bebé chegue a sofrer danos, a méde devera ser soro-negativa para
toxoplasmose e ter-se contaminado durante a gestacdo. Os danos a crianca estardo na
dependéncia de varios fatores tais como: estado geral da paciente; viruléncia da cepa e

estagio gestacional em que se produziu a infec¢do (P1ZZ1, 1997).

2.6.1.3. Outros Meios de Transmissao

Pizzi (1997) relata terem-se encontrado diversos géneros de artrépodos
disseminadores tais como carrapatos, mosquitos hematdfagos, moscas punctantes,
escaravelhos e coledpteros naturalmente infectados.

A dispersdo por baratas e moscas, tem sido relatada como um veiculo
mecanico (FREYRE, 1989). Também foi verificada a presenca de oocistos infectivos nas
fezes de baratas (WALLACE, 1973). Recentemente, modos iatrogénicos de transmisséo,
transfusdo de sangue, e o0rgdos transplantados, tém sido reconhecidos como transmissores
de toxoplasmose (SCHANTZ & MCcAULEY, 1991). Tambem Dubey e Sharman (1980)



relataram a presenga do parasita no sémen de caprinos apos sete dias da infeccdo com

oocistos.

2.7. Diagnostico

O diagndstico da toxoplasmose depende de uma combinacéo entre

as informacdes clinicas e os dados de laboratério (FRENKEL, 1997) uma vez que 0s
sinais clinicos nem sempre sdo evidentes, ndo constituem um meio confidvel de
referéncia. O raio X é um exame que pode nos dar apenas um diagnostico presuntivo
uma vez que pode-se achar lesbes compativeis com a doenca, de acordo com o 6rgéo
afetado, como padréo intersticial difuso ou alveolar no pulméo, derrame pleural,
derrame peritonial, aumento de volume do figado e linfonodos e presenca de massas
intestinais (LAPPIN, 1994).

2.7.1. Diagnostico Laboratorial

O diagnéstico laboratorial pode ser realizado tanto por métodos
parasitologicos (demonstracdo direta, busca e isolamento do coccidio) quanto por métodos

imunoldgicos (métodos indiretos).

2.7.1.1. Hemograma

No hemograma a alteracdo observada é a linfocitose persistente, ainda que
moderada (GARCIA - NAVARRO & PACHALY, 1994). Marques & Costa (1982)
observaram em ovinos inoculados com taquizoitos e oocistos de T. gondii, leucopenia nos
sétimo e décimo primeiro dias e neutropenia e linfocitose nos décimo primeiro e décimo
quinto dias apds inoculacdo. Segundo Freyre (1989) é dificil observar o T. gondii no sangue

devido a brevidade da parasitemia e ao escasso nimero de parasitas no sangue.

2.7.1.2. Diagnostico Parasitoldgico



O exame fecal em felinos consiste na demonstracdo de oocistos nas fezes, o
que pode ser feito por flutuacdo ou centrifugacdo com solucdo de agucar de Sheather ou
Dubey. Os oocistos de T. gondii medem em cerca de 10x12 um, o que representa 1/8 do
tamanho de ovos de Toxocara cati. Os oocistos ndo podem ser diferenciados ao
microscopio de Hammondia hammondi e Besnoitia darlingi, que sdo dois oocistos ndo
patogénicos para os gatos. Porem, devido aos riscos para salde publica, recomenda-se
assumir o0s oocistos como sendo de T. gondii e tomar as devidas precaucdes. O ideal é
inocular os oocistos esporulados encontrados nas fezes, em camundongos ou tecidos
residuais (DUBEY, 1994). Segundo Sloss, Zajak & Kemp (1999), os oocistos do T. gondii
também ndo podem ser distinguidos de Frenkelia em fezes de felinos.

Oocistos podem ser detectados nas fezes de gatos no periodo de eliminacéo
ativa do ciclo enteroepitelial que dura uma a duas semanas. Mas como a maioria dos gatos
é assitomatica durante este estagio, os exames fecais, entdo, ndo sdo feitos, a menos que
haja concomitantemente o ciclo extra-intestinal, ocorrendo assim, sinais clinicos de
toxoplasmose sisttmica (SWANGO, BANKEMPER & KONG, 1992).

A pesquisa direta do T. gondii pode ser feita a partir de diversos
componentes organicos como sangue, liquido cefaloraquidiano, saliva, escarro, medula
Ossea, cortes de placenta, além de conteldos de infiltrados cutdneos, do baco, figado,
musculos e ganglios linfaticos. Uma por¢do do material obtido por pun¢do ou bidpsia pode
ser utilizada para fazer diagndéstico por inoculacdo em camundongos e outra parte pode ser
fixada e submetida a exame histopatolégico.

A demonstragdo de taquizoitos e bradizoitos em biopsia de tecidos pode ser
feita utilizando hematoxilina-eosina ou imunohistoquimica, ou pela técnica de
imunofluorescéncia em tecidos (LAPPIN, 1994). De acordo com Neto & Marchi (1999),
também sdo utilizados os métodos de coloragdo de Leishman, Giemsa, Wright, entre outros.
Contudo, com achados negativos ndo deve ser descartada a possibilidade de toxoplasmose
(SWANGO, BANKEMPER & KONG,1992). Na necrépsia as lesdes mais pronunciadas
estdo na placenta e consistem em necrose focal e calcificacdo das vilosidades cotiledonais
(DUBEY, 1990).



2.7.1.3. Diagnostico Imunoldgico

O diagndstico laboratorial da toxoplasmose é feito normalmente pela
identificacdo e quantificacdo de anticorpos especificos através de sorologia (CAMARGO,
1996). Os testes sorologicos sdo muito utilizados para confirmar o diagnéstico de doencas
infecciosas e parasitarias em animais. 1sso se deve a facilidade de obtencdo de amostras de
sangue, ao baixo custo, a rapidez de execuc¢do de varios destes testes e aos resultados, em
geral, altamente especificos (MATUKUMA & RICHTZENHAIM, 1997).

O diagnostico soroldgico da toxoplasmose em gestantes, recém-nascidos e
demais individuos deve ser corretamente interpretado para diferenciar infeccdo de doenca.
Se a intencdo é avaliar a imunidade do paciente, os testes soroldgicos que detectam
anticorpos da classe 1gG serdo suficientes (CAMARGO, 1996). Para que o diagnostico seja
exato, sempre se deve caracterizar a existéncia de sintomas clinicos tipicos com a presenga
de titulos elevados e crescentes em pares de amostras séricas, submetidas as provas
diagndsticas usuais (LARSSON, 1989). Uma infec¢do aguda por T. gondii unicamente
significa que o microrganismo esta se multiplicando rapidamente, fenémeno que pode ou
ndo estar acompanhado de sinais clinicos (CAMARGO, 1996).

O animal catalogado como positivo em titulos baixos, ou seja, com diluicdes
entre 1:16 e 1:256, nas reacbes de imunofluorescéncia e hemaglutinacdo indireta é aquele
animal que, em algum momento de sua vida, entrou em contato com o T.gondii, se infectou,
mas em virtude de sua resposta imunoldgica, das caracteristicas de patogenicidade e
viruléncia do agente ou da dose infectante, superou o quadro morbido, permanecendo
apenas como uma cicatriz imunoldgica pelo resto de sua vida (LARSSON, 1989). No
recém-nascido, anticorpos da classe IgG especificos, podem ser anticorpos maternos de
transferéncia passiva, que na crianca nao infectada, desaparecem progressivamente até a
negativacdo ao longo do primeiro ano de vida (CAMARGO, 1996).

Devido ao fato de os gatos, usualmente, ndo desenvolverem anticorpos
durante o periodo de eliminacdo dos oocistos, 0 exame sorologico ndo nos fornece uma
informacdo Util sobre a transmissibilidade da toxoplasmose atraves de um gato em
particular. Porém, se um gato é sorologicamente positivo, ele provavelmente eliminou

oocistos. Assim, um gato sorologicamente positivo (imune) pode representar menos perigo



que um negativo (ndo imune). Mas gatos imunes ou nao imunes podem vir a eliminar
oocistos, sendo entdo sempre apropriado ter precaucdes ao lidar com fezes de felinos
(DUBEY, 1987).

Diversas provas imunoldgicas tém sido utilizadas na avaliacdo da infeccédo

toxoplasmica, destacando-se as rea¢cdes de hemaglutinacao e imunofluorescéncia indireta.

2.7.1.3.1. Imunofluorescéncia Indireta

O primeiro relato da aplicacdo da reacdo de imunofluorescéncia para o
diagnostico do protozoario T. gondii, foi em 1957 por Goldman (SUZUKI, SUTO &
FUJITA, 1965). O diagnostico de toxoplasmose em animais pela imunofluorescéncia
ocorreu apenas em 1964 quando Ito e colaboradores utilizaram testes diretos desta reagdo
(CORREA, SALATA & OLIVEIRA, 1978).

O teste de imunofluorescéncia indireta é, segundo varios autores como
Dubey (1990) e Frenkel (1997), entre outros, altamente especifico e sensivel. Os anticorpos
IgG aparecem uma a duas semanas ap0s a infeccao, alcancam titulos altos (1;1000) em seis
semanas e depois caem lentamente permanecendo baixos por toda vida (LARSSON, 1989;
MACEDO, 1994).

A utilizagdo da IFI no diagndstico, no inquérito e no levantamento
epidemiologico tem sido de aceitacdo universal, tanto para a espécie humana como para
outras espécies animais por ser considerada de facil realizagdo, de grande sensibilidade e
praticamente isenta de problemas de infecgdo acidental para os laboratoristas (ARAUJO,
1999). Outra vantagem do teste € que ndo requer organismos vivos (URQHART et al.,
1998). Esta técnica apresenta a desvantagem de requerer equipamentos caros e especiais
como, por exemplo, o microscopio de epifluorescéncia e as antigamaglobulinas especificas
para cada espécie (LARSSON, 1989).Outra vantagem é que como a IFI — 1gG evidencia
anticorpos dirigidos para os antigenos de superficie do T. gondii, € mais precoce que a

HAI. Os titulos revelados pela IFI ascendem ao redor do oitavo ou do décimo dia pos-



infeccdo e pela HAI, somente apds o décimo quarto dia (DANGELINO & ISHIZUKA,
1986b).

2.7.1.3.2. Hemaglutinacao Indireta

A reacgdo de hemaglutinacao indireta, empregada pela primeira vez em 1957
no diagnostico da toxoplasmose por Jacobs e Lunde, revela imunoglobulinas G (IgG)
relacionadas a constituintes protéicos intracitoplasmaticos. Apresenta a vantagem de
dispensar o emprego de antigeno vivo, ser passivel de armazenamento em refrigerador por
muito tempo, pratica e sem riscos de acidentes para laboratoristas (LARSSON, 1989). De
acordo com Neto & Marchi (1999), a técnica possui um baixo custo e permite uma triagem
satisfatoria.

A hemaglutinacao indireta mede anticorpos que aparecem mais tardiamente,
os titulos atingem um maximo aos trinta a sessenta dias, logo decrescem e persistem com
titulos baixos, mas por esse motivo ndo é indicado para diagndstico e sim como screening
(WERNER, 1988; LARSSON, 1989; MACEDO, 1994).

Segundo Blood & Radostist (1991), o teste de hemaglutinacao indireta para
T. gondii possui pouca especificidade, resultando em reacbes cruzadas com outros
protozoarios como Besnoita e Sarcocystis spp., 0 que diminui sua precisao.

A prova é realizada em microplacas contendo orificios, e tem como
principio que as hemacias de aves ou de carneiros sensibilizadas com extrato soltvel de
taquizoitos de T. gondii formam suporte para uma ligagéo, possibilitando a formacao de
pontes moleculares na presenca do anticorpo especifico (aspecto de tapete de hemécias
aglutinadas como resultado positivo). A auséncia destes anticorpos no soro impossibilita a
formacdo de pontes antigénicas, facilitando a sedimentacdo das hemacias no fundo da
placa, dando um resultado negativo (NETO & MARCHI, 1999).



2.7.1.3.3. ELISA

O ELISA é um teste altamente sensivel e especifico, segundo os trabalhos de
varios autores (CORCUERA, LOZANO & LOPEZ, 1981; DUBEY et al., 1996b). E uma
técnica que apresenta a vantagem de ser automatizada ndo apresentando risco de
manipulacdo para o laboratorista. Segundo Guhl et al. (1981) tem como vantagem sobre as
outras técnicas a utilizagdo de uma Unica diluicdo de soro, realizando-se uma s6é medicéao
colorimétrica, ja que a quantidade de anticorpos presentes no soro € diretamente
proporcional a intensidade de cor, dada pelo desdobramento enzimatico do substrato. Isso
representa a possibilidade de se analisar um numero consideravelmente maior de amostras
simultaneamente, o que implica um gasto menor de reativo. Esta técnica tem a
desvantagem de necessitar um equipamento inicial de alto custo (CORCUERO, LOZANO
& LOPEZ, 1981). Segundo Aradjo (1999), suas principais desvantagens sdo sua maior

complexidade e os problemas para a purificagdo e padronizacao dos diversos reagentes.

2.8. Toxoplasmose em Caprinos

Foram Feldman & Miller (1956) que obtiveram uma das primeiras
evidencias de toxoplasmose em caprinos ao examinar rebanhos no Estado de Nova lorque,
EUA.Tambem ja foram descritos surtos naturais de toxoplasmose congénita e perinatal em
caprinos na Australia e outras regides dos Estados Unidos (Munday & Manson, 1979;
DUBEY, 1981c) bem como a transmissao experimental comprovando a transmissao do
agente através da via transplacentaria (DUBEY, 1985; DUBEY, 1988).

No Brasil, utilizando varias técnicas, p6de-se destacar os trabalhos de
Amaral, Santos & Reboucas (1978) na Bahia e Araujo et al. (1984) no Rio Grande do Sul
gue encontraram, respectivamente 10% e 16,1% de anticorpos anti-T. gondii pela técnica de
HAI.

Segundo Silva e Langoni (2000), os caprinos sdo 0s animais domesticos nos

quais a toxoplasmose acarreta a doenga de forma mais séria e 0s sinais clinicos sdo bastante



comuns e evidentes. A infec¢do por T. gondii pode causar morte embrionaria precoce e
reabsorcdo fetal, morte fetal com mumificacdo, aborto, natimortos ou morte perinatal. Os
cabritos sobreviventes podem estar infectados com o parasita (DUBEY et al., 1986;
DUBEY, 1990). Estes abortos e casos de toxoplasmose congénita geram grandes perdas
econdmicas, em especial para pequenos produtores.

Segundo Dubey (1981, apud Sella, 2000) as perdas podem ser minimizadas
pela manutencdo dos animais que ja abortaram, pois em geral 0s abortos sé ocorrem uma
Unica vez.

Machado & Lima (1987) obtiveram, através da técnica de IFI, 36,1% de
anticorpos anti-T. gondii em rebanho leiteiro, 11,4% em animais criados extensivamente e
destinados ao abate e 62,9% em criagdes destinadas a alimentacdo e renda familiar. Nesse
mesmo trabalho, os autores concluem que a freqliéncia da toxoplasmose esta associada a
forma de exploracgdo dos animais.

Figueiredo et al. (2001) realizaram um estudo comparativo entre as técnicas
de HAI e IFI, para determinar a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em 174 soros de
cabras da regido de Uberlandia, MG. O estudo demonstrou a alta concordancia entre as
técnicas utilizadas e apresentou uma soroprevaléncia global de 18,4% que pode ser
considerada baixa se comparada a outras regies do pais.

Em Pernambuco, Silva et al. (2003) usaram a reacdo da IFI para comparar
varidveis epidemioldgicas na toxoplasmose de ovinos e caprinos de propriedades
localizadas em duas regiGes do Estado. Dos 213 soros caprinos examinados, 40,4%
apresentaram-se positivos. Os resultados da IFI para os caprinos foram significativamente
associados ao sexo, raca, regido, tipo de manejo e exploracdo, mas ndo relacionados com a
ocorréncia de falhas reprodutivas.

Também ja foram descritos surtos naturais de toxoplasmose congénita e
perinatal em caprinos na Australia e outras regides dos Estados Unidos (MUNDAY &
MANSON,1979; DUBEY, 1981c) bem como a transmissdo experimental comprovando a
transmissd@o do agente através da via transplacentaria (DUBEY, 1985; DUBEY, 1988).

De 2.334 cabras testadas em diversas regides dos Estados Unidos da
América, 23% eram positivas para T. gondii (DUBEY, 1990). Os cistos teciduais sdo

encontrados em diversos tecidos de cabras infectadas natural ou experimentalmente com



oocistos (DUBEY, 1980; DUBEY et al., 1980). Os cistos persistem nos cabritos infectados
via transplacentéria além de 235 dias apds o nascimento (DUBEY, 1981) e persistem nos
figados, rins e outros tecidos de cabras adultas infectadas experimentalmente por periodos
tdo longos quanto 441 dias apds a infecgdo (DUBEY, 1982). Estes aspectos indicam que a

carne caprina pode ser uma fonte de infec¢do importante de T. gondii para o ser humano.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras

A amostragem foi do tipo randdmica e estratificada por idade e género
dos
animais de acordo com Thrusfield (1986), para uma expectativa de prevaléncia de 10%,
com uma preciséo absoluta de 5%, com um nivel de confianca de 99%. Dessa forma foram

constituidos dois grupos experimentais de caprinos:

GRUPO I - constituido por animais jovens (menos de 1 ano): 168 animais;
GRUPO II - constituido por animais adultos (mais de 1 ano): 192 animais.

Posteriormente, classificaram-se os animais de acordo com o género em dois
subgrupos (173 machos e 187 fémeas).

O processo de coleta de sangue foi feito por puncdo na jugular com seringas
descartaveis, o qual foi armazenado em tubos de ensaio, até a separagdo do codgulo. Apés a
extracdo do soro, as amostras foram mantidas a temperatura de -20°C até a data do
processamento laboratorial. Os exames foram realizados no Laboratorio de Protozoologia,
da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e no
Laboratorio Central do Estado do Rio Grande do Sul (LACEN).

4.2 Técnicas Laboratoriais
4.2.1 Hemaglutinag&o Indireta: Foi realizada utilizando-se o Kit — HAP Toxoplasmose (*).
4.2.1.1 Principio do Ensaio:

As amostras de soros contendo anticorpos especificos contra T. gondii
reagem com hemaécias sensibilizadas com antigeno solGvel do parasita, aglutinando-
as, revelando dessa forma os anticorpos tipo I1gG.

4.2.1.2. Procedimento do Ensaio:

Na placa de microtitulagdo foram colocados 25 pL de diluente do soro, em
todos os pogos. Depois foram adicionados 25 L do soro controle positivo no poco
1 da fileira A e 25 pL do controle negativo no pogo 1 da fileira B. Nas outras fileiras

(C até H), foram colocados 25 pL dos soros dos caprinos a serem testados. A seguir,
procedeu-se a dilui¢do dos soros, sendo passados 25 pL do homogeneizado para 0s



pogos seguintes. Entdo foram adicionados 25 pL de solugdo de Hemacia Toxo
(antigeno), nos pocos referentes a diluicdo 1:64.

4.2.2 Imunofluorescéncia Indireta (IFI — IgG)

O antigeno utilizado constituiu-se de taquizoitos integros de T. gondii, cepa
congénita (isolada de um caso humano e cedida pelo Laboratorio de Imunidade
Humoral e Celular em Protozooses - FIOCRUZ). Esses taquizoitos foram obtidos de
exsudatos peritoniais de camundongos mortos no terceiro dia de infecgdo (Figuras 1
e 2), injetando e aspirando da cavidade peritonial, 2 mL de solugdo salina (NaCl
0,85%), com seringa e agulha. A suspensao peritonial de células foi submetida a
centrifugacdo a 500 rpm/5 min, para sedimentacdo de leucocitos e detritos e o
sobrenadante centrifugado a 3.000 rpm/10 min para sedimentacdo dos parasitas. O
sedimento foi, entdo, suspenso em citrato de sdédio a 3,8% em solucdo tampédo
fosfato (PBS) pH 7,2% e submetido a nova centrifugacéo a 3.000 rpm/10 min para
concentrar os parasitas. Apds, o sedimento foi fixado em Formol a 1% em PBS pH
7,2% e a concentracdo ajustada a fim de se obter 50 — 70 taquizoitos por campo
microscopico quando examinado em aumento de 400vezes (Araujo, 1999).

FIGURA 1 — Preparacgéo para coleta de fluido peritonial de camundongo com 3 dias
de infeccéo.



FIGURA 2 - Coleta de fluido peritonial para confecgdo de antigeno para a IFI.

2.2.1. IFI - 1gG:

O antigeno foi distribuido em Laminas Perfecta® n°5, depositando-se
pequenas gotas nas areas delimitadas sobre a lamina, aspirando-se 0 excesso de
suspensao. Essas ldminas foram, entéo, secas na estufa a 37°C por 30 min. Enquanto
isso, os soros foram diluidos inicialmente, ate 1:64 em PBS 7,2, sendo que para
cada bateria de testes eram incluidos um soro controle positivo e outro negativo.
Nas laminas com antigeno, ja secas, foram adicionados os soros diluidos e
incubadas na estufa, com papel filtro umedecido por baixo, durante uma hora a
37°C. Depois de retiradas da estufa as l1aminas foram lavadas por trés vezes (5 min
para cada vez), com PBS pH 7,2.

Ap0s a secagem das laminas acrescentou-se, entdo, o conjugado fluorescente
anti-lgG caprino (SouthernBiotech®) diluido em solucao de Evans 0,1% mais PBS
pH 7,2. Ap6s nova incubagdo a 37°C por 1 hora, as laminas foram submetidas
novamente a trés lavagens com PBS pH 7,2 por 5 min cada vez e secas. Por altimo,
eram montadas com laminula, usando 2 a 3 gotas de glicerina (Merck®) tamponada
em PBS (9:1).



4.2.3. Leitura do resultado:

As leituras foram efetuadas ao microscopio optico de imunofluorescéncia
Nikon — Labophot-2, objetiva com aumento de 40 vezes e ocular CFWE 10x A/18 .

4.3 Inquérito Epidemioldgico

Um questionario foi aplicado nas propriedades participantes do experimento.
No questionario foram formuladas aos criadores questfes sobre suas praticas de
manejo, presenca de gatos na propriedade, métodos de controle de roedores, tamanho
da propriedade e conhecimento sobre casos de toxoplasmose na propriedade ou na
regido.

4.3.1. Modelo de Questionario Epidemioldgico:

1. Qual a atividade pecuaria da propriedade?
a) somente criacdo de cabras
b) criagdo de cabras e outras

2. Qual o ciclo de criacdo dos caprinos?
a) continuo
b) intermitente

3. Qual o numero de animais na propriedade?
a) mais de 30
b) menos de 30

4. Qual tipo de manejo empregado na propriedade?
a) pastejo ao ar livre
b) confinamento total
c) confinamento parcial
d) outro

5. Ha presenca de roedores na propriedade?
a) sim
b) nédo

6. Ha presenca de gatos na propriedade?
a) sim
b) néo

7. No caso de resposta afirmativa a pergunta anterior, especificar quantos gatos:
a) delab



10.

11.

12.

13.

14.

15.

b) de 6a10
c) maisde 10
d) muitos (ndo sabe quantos)

Quais os métodos de controle de roedores empregados?
a) ativos (produtos quimicos, armadilhas, destruicdo de tocas)
b) passivos (uso de gatos e/ou depdsitos de ragdo a prova de roedores)
c) combinacgéo dos dois métodos

Os gatos tem acesso aos caprinos?
a) sim
b) ndo

Os gatos tem acesso aos alimentos e dgua servida aos caprinos?
a) sim
b) nédo

Existe producéo de laticinios na propriedade?
a) sim
b) néo

Os laticinios produzidos sao utilizados para consumo proprio e/ou venda direta?
a) sim
b) nédo

Existem casos de toxoplasmose humana ou animal na propriedade?
a) sim
b) nédo

Existem casos de toxoplasmose na regido?
a) sim
b) néo

Se a resposta anterior for positiva, quantos?
a) um
b) dois
c) trés
d) mais de trés

4.4. Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos a analise estatistica:

- O Teste Exato de Fisher (oc = 0,05), foi utilizado nas analises comparativas;
- O Teste de McNemar foi utilizado nos estudos pareados;



- A porcentagem de Concordéncia foi calculada para verificar o relacionamento
entre as duas técnicas, HAI e IFl, segundo Coutinho et al.(1970) e Araujo
(1999), (Anexo 1).

- O indice Kappa foi utilizado para medir o nivel real da concordancia entre as duas
técnicas.



2 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resultados

4.1.1 Reagéo de Hemaglutinagdo Indireta

Através da Reacdo da Hemaglutinacdo Indireta foram encontrados anticorpos para
Toxoplasma gondii em 70 (19,44%) do total de 360 amostras de soros de caprinos coletadas

em capris da regido da Grande Porto Alegre. Este valor corresponde a estimativa em ponto

da frequéncia de positividade, sendo que dentro do intervalo de confianca de 95% ele pode

variar de 15,3% a 23,5%.

TABELA 1 — Resultados sorologicos (HAI) para toxoplasmose em

caprinos criados na regido da
variavel género,

Grande Porto Alegre, de acordo com a

Género
Positivos Negativos Total
Machos 34 139 173
9,44% 38,61% 48,05%
Fémeas 36 151 187
10,00% 41,94% 51,94%
Total 70 290 360
19,44% 30,55% 100%

O Teste Exato de Fisher aplicado aos dados da Tabela 1 revelou ndo haver diferenga
significativa na frequéncia de anticorpos para o T. gondii entre machos e fémeas (p=1.0000).

Os resultados detectados pela HAI nos grupos de machos e fémeas estdo demonstrados

na figura 3.
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FIGURA 3 - Resultados da Hemaglutinacdo Indireta em soros de caprinos pertencentes
aos grupos de machos e fémeas.

Os resultados encontrados através da sorologia por HAI, em fun¢do da faixa etaria dos

animais encontram-se na Tabela 2.

TABELA 2 - Resultados sorologicos (HAI) para toxoplasmose em caprinos criados na regido da
Grande Porto Alegre, de acordo com a variavel idade.

Idade
Positivos Negativos Total
Jovens 29 139 168
3,05% 38,61% 46,66%
Adultos 41 151 192
11,38% 41,94% 53,33%
Total 70 290 360
19,44% 30,55%

O Teste Exato de Fisher aplicado aos dados da Tabela 2 revelou ndo haver diferenga

significativa na frequéncia de anticorpos para o T. gondii entre jovens e adultos (p = 0,4894).



Os resultados detectados pela HAI nos grupos jovens e adultos estdo

demonstrados na figura 4.
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FIGURA 4 - Resultados da Hemaglutinacdo Indireta em soros de caprinos pertencentes
aos grupos jovens e adultos.

4.1.2. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

Através da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta foram encontrados anticorpos para
Toxoplasma gondii em 108 (30,0%) do total de 360 amostras de soros de caprinos coletadas em
capris da regido da Grande Porto Alegre. A variagdo dentro do intervalo de confianca de 95% vai
de 25,3% a 34,7%.

A Tabela 3 demonstra os resultados encontrados agrupados de acordo com a variavel

género.



TABELA 3 - Os resultados sorolégicos (IFI) para toxoplasmose em caprinos criados
na regido da Grande Porto Alegre, de acordo com a variavel género.

Género
Positivos Negativos Total
Machos 52 121 173
14,44% 33,61% 48,05%
Fémeas 56 131 187
15,56% 36,39% 51,94%
Total 108 252 360
30,00% 70,00% 100%

O teste Exato de Fisher aplicado aos dados da tabela 3 revelou ndo haver diferenga
significativa na freqliéncia de anticorpos para o T. gondii entre machos e fémeas (p = 1.000).

Os resultados detectados pela IFI nos grupos de machos e fémeas estdo demonstrados na
figura 5.
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FIGURA 5 - Resultados da Imunofluorescéncia Indireta em soros de caprinos
pertencentes aos grupos machos e fémeas.



TABELA 4 - Os resultados soroldgicos (IFI) para toxoplasmose em caprinos

criados na regido da Grande Porto Alegre de acordo com a variavel
idade.

Idade
Positivos Negativos Total
Jovens 47 121 168
13,06% 33,61% 46,67%
Adultos 61 131 192
16,94% 36,39% 53,33%
Total 108 252 360
30,00% 70,00% 100%

O teste Exato de Fisher aplicado aos dados da tabela 4 demonstrou ndo haver
diferenca significativa na freqliéncia de anticorpos para o T. gondii entre jovens e adultos

(p= 0,4894).

Os resultados detectados pela IFI nos grupos de jovens e adultos estdo
demonstrados na figura 6.
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FIGURA 6 - Resultados da Imunofluorescéncia Indireta em soros de caprinos

pertencentes aos grupos de jovens e adultos.



4.1.3. Comparagdo entre as técnicas de Hemaglutinacdo Indireta e Imunofluorescéncia

Indireta.

A Figura 7 representa, em numeros absolutos, os resultados obtidos atraves das
técnicas de HAI e IFI para a pesquisa de anticorpos da classe IgG em 720 anélises

soroldgicas de caprinos, independente de qualquer grupo.
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FIGURA 7 — Comparacao, em numeros absolutos, entre as técnicas de HAI e IFI
para a detecgéo de anticorpos para T. gondii em soros de caprinos.

TABELA 5 - Comparacdo entre as tecnicas de HAI e IFI para o diagnostico da

toxoplasmose caprina

HAI IFI Total
Positivos 70 108 178
Negativos 290 252 542
Total 360 360 720

O teste Exato de Fisher aplicado aos dados da Tabela 4 demonstrou uma associacao

significativa entre os resultados obtidos com as duas técnicas (p = 0,0014)




Quando trabalhamos com resultados pareados, 0s mesmos podem ser apresentados
como na tabela que se segue (tabela 6).

TABELA 6 - Resultados detectados pela HAI e IFI em soros de 360 caprinos,de
acordo com a concordancia dos resultados

HAI positivos HAI negativos Total

IFI positivos 55 53 108
15,27% 14,72% 30,00%

IFI negativos 15 237 252
4,16% 65,84% 70,00%

Total 70 290 360
19,44% 80,56% 100%

O Teste de McNemar aplicado aos dados da tabela 6 detectou uma associacao
significativa entre as duas técnicas diagnosticas (p < 0,0001). Ainda, de acordo com 0s
dados encontrados, 123 soros (55+15+53) dos 360 examinados reagiram em ambas ou em
apenas uma das reacgdes. Do total de 360 soros 292 foram concordantes em seus resultados
perfazendo um total de 81,1% de concordancia, assim como 68 soros (15+53) apresentaram
resultados diferentes (18,9%).

O indice de co-positividade para a técnica da Hemaglutinacdo Indireta foi de 78,6%
(55/70) e de co-negatividade foi de 81,7% (237 / 290).

O indice Kappa utilizado para medir o grau de concordancia real, acusou um valor

igual a 0,5 que evidencia uma concordancia moderada entre as duas técnicas utilizadas.

4.1.4. Perfil das propriedades participantes do inquérito epidemioldgico:

CARACTERISTICAS APONTADAS %
1. Atividade pecudrias da propriedade:
a) somente caprinocultura 100%
b) caprinocultura e outras 0%
2.Ciclo de criacdo dos caprinos:




a) continuo 100%
b) intermitente 0%
3. Tipo de manejo empregado na propriedade:
a) pastejo ao ar livre 0%
b) confinamento total 0%
c) confinamento parcial 100%
d) outro 0%
4. NUmero de caprinos na propriedade:
a) mais de trinta 100%
b) menos de trinta 0%
5. Presenca de roedores na propriedade:
a) sim 100%
b) ndo 0%
6. Presenca de gatos na propriedade:
a) sim 25%
b) ndo 75%
7. No caso de afirmativa a resposta anterior, especificar quantos
gatos:
a)delab 100%
b) de 6 a 10 0%
) mais de 10 0%
d) muitos (ndo sabe quantos) 0%
8. Métodos de controle de roedores:
a) ativos (produtos quimicos, armadilhas, destruicdo de tocas) 75%
b) passivos (uso de gatos e/ou depositos a prova de roedores) 12,50%
c) combinacdo dos dois métodos 12,50%
9. Os gatos tem acesso aos caprinos?
a) sim 12,50%
b) ndo 87,50%
10. Os gatos tem acesso aos alimentos e a agua servida aos animais?
a) sim 12,50%
b) ndo 87,50%
11. Producdo de laticinios na propriedade:
a) sim 25%
b) ndo 75%




12. Laticinios produzidos sdo utilizados para consumo e/ou vendas:

a) sim 12,50%
b) ndo 87,50%
13. Existéncia de casos de toxoplasmose animal ou humana na

propriedade:

a) sim 0%
b) ndo 100%
14. Existéncia de casos de toxoplasmose na regido:

a) sim 12,50%
b) ndo 87,50%

O perfil das propriedades participantes do inquérito epidemiolégico demonstrou
que 100% das propriedades entrevistadas desenvolvem exclusivamente a caprinocultura,
com um ciclo continuo de criacdo e utilizando o sistema de confinamento parcial (pastejo e
arragcoamento).

Os gatos estdo presentes em 25% das propriedades e nestas se apresentam em
nimero de 1 a 5 animais.

Quanto aos metodos de controle de roedores, 75% usam métodos ativos (produtos
quimicos, armadilhas, destruicdo de tocas), 12,5% usam métodos passivos (gatos e/ou
depdsitos a prova de roedores) e 12,5% usam a combinacdo dos dois métodos. Em 87,5%
das propriedades os felinos ndo tem acesso aos caprinos e em 12,5% delas os gatos tem
acesso aos alimentos e agua fornecidos aos caprinos. Em 25% das propriedades existe
producdo de laticinios e destas 12,5% utilizam os laticinios para consumo proprio e/ou para

venda direta. 87,5% das propriedades desconhecem casos de toxoplasmose na regido.

4.2. Discussao



A utilizacdo da técnica de Imunofluorescéncia Indireta no diagnostico, inquérito ou
levantamento soroldgico da toxoplasmose parece perfeitamente determinada (SUZUKI,;
SUTO; FUJITA, 1965; COUTINHO et al., 1970; MORENO; MARTINEZ-GOMES;
HERNANDEZ-RODRIGUES,1985) sendo de aceitacdo universal, tanto para a espécie
humana como para outras espécies animais, por ser considerada de facil realizagéo, de
grande sensibilidade, bastante econémica e praticamente isenta de problemas de infecgdo
acidental dos laboratoristas (ISHIZUKA; DANGELINO; SOUZA, 1986).

A freqtiéncia global de anticorpos para T. gondii em caprinos detectada através das
técnicas da HAI e IFI, no presente trabalho se equipara a de outras regides do pais como a
Bahia, onde é de 28,9% (GONDIM et al., 1999). Podera ser considerada baixa se for
comparada a da regido metropolitana de Belo Horizonte, MG que apresenta uma soro-
prevaléncia de 92,4% (CHIARI et al., 1987; GONDIM et al., 1999; FIGUEIREDO et al.,
2000) e inclusive com a de outros paises emergentes como Uganda com 38% (BISSON et
al., 2000) e Ilhas Canarias com 63,3% (RODRIGUEZ & PONCE et al.,1995). Porém, se for
confrontada com a de outras espécies domésticas em nosso Estado, serd considerada
bastante elevada (ARAUJO et al., 1984)

Nas amostras submetidas a técnica da HAI e IFI, no que diz respeito a variavel
género, ao aplicar-se o Teste Exato de Fisher, observou-se ndo haver uma associacao
significativa entre o grupo de machos e o grupo de fémeas. Resultados semelhantes foram
observados em trabalhos realizados com caprinos em Londrina, Estado do Parana (SELLA
et al., 1994) e em Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais (MACHADO & LIMA, 1987).
Machado e Lima também reportam ser o percentual de caprinos reagentes, maior nos
animais adultos que nos jovens, porém o0s niveis de anticorpos ndo variam segundo as
faixas etarias.

A determinagdo do “cut off” para os titulos da IFI se baseou em trabalhos sobre
soro-prevaléncia para T. gondii em caprinos e ovinos onde esta técnica foi empregada. As
amostras dos soros examinados que mostraram reatividade em dilui¢Bes iguais ou maiores
que 1:64 foram consideradas positivas. (O'DONOGHUE et al.,1987; HAMESHI-
FESHARKI, 1996; NIETO & MELENDEZ, 1998)



Aradjo et al. (1984) coletaram 118 amostras de soros de caprinos criados na regiao
da Grande Porto Alegre, RS, objetivando avaliar a prevaléncia de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii nestes animais. O método soroldgico utilizado foi 0 da Hemaglutinagao
Indireta, apresentando 16,1% de soropositivos com a seguinte distribui¢do: 10,2% com
titulo de 1:64; 2,5% com 1:256; 2,5% com 1:1.024 e 0,9% com 1:4.096. Segundo 0s
autores, estes resultados apresentaram nimeros superiores ao de 10,0% registrado na Bahia
(Estado onde a caprinocultura é intensamente praticada) por Amaral et al. (1978), na época,
Unico trabalho publicado no Brasil sobre toxoplasmose caprina, segundo Costa (1980). Os
autores também citam o fato de a espécie caprina ter apresentado maior prevaléncia que
outras espécies ja estudadas no Rio Grande do Sul, como bovinos, ovinos e suinos.

Chiari, Lima e Antunes (1985) compararam as reacdes de Sabin-Feldman (RSF) e
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), puderam concluir que a capacidade de detectar
anticorpos para Toxoplasma gondii da IFI foi significativamente mais elevada. Tambem
n&o foi observada correspondéncia entre os titulos obtidos através da RSF e IFI.

Em um trabalho de Chiari et al.(1987) onde foi avaliada a soro-epidemiologia da
toxoplasmose caprina em Minas Gerais em fungéo da origem dos rebanhos (urbanos, peri-
urbanos e rurais), foram coletados soros de 343 caprinos e submetidos a técnica de IFI. Na
andlise dos resultados pode-se confirmar a diferenga pouco significativa entre as varidveis
género e idade em todas as trés segmentacdes da amostra, porém essa diferenca foi
significativa no tocante a procedéncia do rebanho, onde observou-se um percentual de
soropositivos de 92,4% para os rebanhos urbanos, 70,0% para os peri-urbanos e 32,0%
para os rebanhos rurais.

Machado e Lima (1987) realizaram uma pesquisa onde buscavam a freqiiéncia de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii em caprinos criados sob diferentes formas de
exploragdo em Minas Gerais. A frequéncia de caprinos reagentes foi determinada pela
reacdo de Imunofluorescéncia Indireta. Os autores concluiram que a freqliéncia da
toxoplasmose esta associada a forma de exploracdo dos animais e que o percentual de
caprinos reagentes é maior nos adultos que nos jovens. Também ndo encontraram
associagdo entre género e indice animais positivos e a ocorréncia de titulos ndo esta

associada a sintomatologia clinica.



Ruppaner et al. em 1978, ao avaliarem a prevaléncia de anticorpos para T. gondii
em capris na California, observaram que 23% dos animais foram soropositivos. Na
avaliacdo foram consideradas varidveis como género, idade e procedéncia do rebanho. A
varidvel idade, demonstrou ser estatisticamente significativa com um nivel de 3%
positividade para animais jovens e 43% para animais adultos. Quanto ao género, os autores
observaram um maior nimero de animais soropositivos entre as fémeas (26%) que entre 0s
machos (9%), sendo um dado estatisticamente significativo, o que vai de encontro aos
resultados obtidos no presente trabalho. A técnica empregada pelos autores foi a HAI
usando diluicBes de 1:64 a 1:4.096. Nestes resultados, ha que se considerar ainda, as demais
variaveis admitidas como procedéncia e numero de animais dos rebanhos, que ndo foram
aqui discutidas.

Figueiredo et al. em Uberlandia, Minas Gerais (2001) realizaram um estudo
comparativo entre as técnicas da IFI, HAI e ELISA para determinar a prevaléncia de
anticorpos para T. gondii em 174 soros de caprinos considerando a reatividade das amostras
em diluicBes maiores ou iguais a 1:64 como “cut off” para os titulos. Foi observada uma
soro-prevaléncia global de 18,4% nos trés testes com uma correlacdo altamente
significativa entre eles. Isso permitiu-lhes concluir que os teste s&o altamente concordantes
e apropriados para andlises epidemioldgicas de T.gondii. Em nosso experimento, obtivemos
um grau de concordéancia real de 0,5 que evidencia uma concordancia apenas moderada
entre as duas técnicas soroldgicas (HAI e IFI). Dessa forma, a HAI utilizada em caprinos
deve ser avaliada cuidadosamente e, sempre que possivel, associa-la a IFI.

Com o proposito de estudar a toxoplasmose em caprinos leiteiros na micro-regiao
de Londrina, no Parana, Sella et al.(1994) colheram 153 amostras de soro em oito
propriedades leiteiras e concomitantemente preencheram fichas epidemioldgicas. A técnica
utilizada foi a IFI, com um “cut off” de 1:64 para a avaliacdo dos titulos. A freqliéncia de
soro reagentes observada foi de 30,71% nas diversas categorias zootécnicas analisadas.
Diferencas estatisticas foram observadas apenas entre as faixas etarias de jovens e adultos,
onde a freqliéncia de soropositivos aumenta com a idade e ndo sendo significativas nas
demais categorias zootécnicas como reprodutores, fémeas em lactacdo, em gestacdo e

fémeas vazias. Estes resultados concordam parcialmente com os obtidos em nossas



amostras, onde revelou-se ndo haver diferenca significativa na freqliéncia de anticorpos
para o T. gondii tanto para as categorias machos e fémeas como para a de jovens e adultos.
Em um outro trabalho realizado em Séo Paulo por Silva, Cutolo e Langoni (2002),
foram comparadas as técnicas da IFI e MAD (Método de Aglutinacdo Direta) na deteccdo
de anticorpos anti-T. gondii em soros de diversas especies domésticas, entre elas, a caprina.
Foram examinadas 100 amostras de soros de cada espécie e para os caprinos foi observada
uma taxa de 8,0%, sendo a mais baixa dentre as envolvidas no estudo. A concordancia de
resultados positivos entre os dois métodos soroldgicos variou de 63 a 88% , enquanto a
concordancia de resultados negativos variou de 94 a 96%. Da mesma forma, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os resultados das técnicas para as diferentes
espécies. A analise estatistica dos resultados deste experimento demonstrou a equivaléncia

entre as duas técnicas soroldgicas utilizadas.



5. CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente trabalho, permitem concluir que:

1. Os caprinos abatidos na regido estudada podem ser considerados uma fonte de
transmissdo de Toxoplasma gondii para humanos, quando sua carne for

consumida crua ou mal cozida e seu leite consumido “in natura”.

2. A anélise dos perfis das propriedades participantes do inquerito epidemioldgico
corrobora a possibilidade de que os gatos andarilhos com acesso a racéo e agua
ou pasto dos capris, possamm ser considerados fontes de infeccdo para o0s

animais ali criados.

3. As técnicas da Hemaglutinagdo Indireta e da Imunofluorescéncia Indireta
apresentam uma concordancia moderada para a deteccdo de anticorpos para T.

gondii em soros de caprinos

4. A técnica da Hemaglutinacdo Indireta deve ser utilizada com cautela na espécie
caprina e, sempre que for possivel, associada com a reacdo de

Imunofluorescéncia Indireta .
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ANEXO 1

CALCULO DA PORCENTAGEM DE CONCORDANCIA

IFI
Positivo
positivo A
negativo C
total A+C

HAI
negativo
B
D
B+D

total
A+B
C+D
A+B+C+D

Concordantes positivos = A

Concordantes negativos = D

N&o concordantes = B + D sendo B falsos negativos e D falsos positivos

indice de co-positividade = __ A
A+B
indice de co-negatividade = D
C+D
% de Concordancia = A+D x 100
A+B+C+D

A + B + C = Total de soros testados que foram positivos em ambos 0s testes, ou ao

menos em um dos testes.



ANEXO 2

CALCULO DO iNDICE KAPPA

3 IFI HAI
positivo negativo
positivo A B
negativo C D
Concordancia observada=__ A + D =(observacdo A) + (observacdo D)= ----%
A+B+C+D A+B+C+D

Probabilidade de concordancia para a célula A = (A + B) X (A +C)= --------
A+B+C+D

Probabilidade de concordancia para a célulaB = (C + D) x (B + D) = -------
A+B+C+D

Probabilidade de concordancia completa = (probabilidade A) + (probabilidade B)=
A+B+C+D

Kappa = Concordancia observada — Probabilidade de concordancia completa = ----
100% - Probabilidade de concordancia completa

Resultados:
0,0 = rara probabilidade de concordéncia
0,0 a 0,2 = fraca concordancia
0,2 a 0,4 = regular
0,4 a0,6 = moderada
0,6 a 0,8 = substancial
0,8 a 1,0 = concordancia quase perfeita entre os testes
+ de 1,0 = concordancia perfeita



